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Abstract

Clinical histology is a branch of diagnostic pathology which examines various tissue specimens and pathological
alterations in them. In order to be able to examine tissue in a microscope, it has to be prepared in various ways.
This process is called histological sample preparation which results in obtaining thin sections suitable for micro-
scopic examination as known as histological slides. The instrument used for cutting the sections is called a micro-
tome. Cutting of high quality sections is an important skill for a biomedical laboratory scientist working in a pathol-
ogy laboratory. Cutting practices are a part of the training programme in biomedical laboratory science. Students
practice cutting during practical training lessons, which are included in the studies of clinical histology and cytolo-

gy.

The purpose of this thesis was to produce learning material for clinical histology and cytology studies at Savonia
University of Applied Sciences. The thesis is a functional development project, assigned by Savonia University of
Applied Sciences. The product of the thesis is a user guide for biomedical laboratory science students that instructs
the use of Thermo Scientific Microm HM340E rotary microtome and STS section transfer system. The objective of
this thesis was to support students in the process of learning how to work with a microtome, thus providing them
with basic skills before they attend practical training in clinical histology laboratories. In addition the objective was
to participate in the delevoping of teaching customs in order to improve the practical training lessons.

A functional thesis consists of a functional part and a thesis report. The product of the functional part of this thesis
is the user guide for Microm HM340E rotary microtome and STS section transfer system. The guide includes the
assembling and maintenance instructions for the STS integrated Microm HM340E microtome. Also it has step by
step instructions on working with the microtome and provides solutions for common problems associated with cut-
ting. The guide also includes the quality criteria set for histological sections. In this way students may work inde-
pendently with the instrument. The report part discusses themes relevant to the functional part. These are histo-
logical sample preparation and microtomy as parts of the diagnostic pathology.
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pathology, histology, histological sample preparation, microtomy, microtome, cutting, histological section, user
guide
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JOHDANTO

Diagnostinen patologia on ladketieteen erikoisala, joka tutkii ja tunnistaa sairauksia seka niiden syita
(Lehto 2012, 16). Kliininen histologia on diagnostisen patologian osa-alue, joka tutkii kudosnaytteita
ja kudosrakenteiden muutoksia. Histologisen tutkimuksen avulla saadaan monipuolisesti tietoa ku-
dosten toiminnasta ja rakenteesta. (Myhre 1993, 195, 199.) Kudosnaytteita taytyy kéasitelld monin
tavoin, ennen kuin ne ovat valmiita mikroskooppiseen tarkasteluun. Kasittelyyn kuuluu useita eri
tybvaiheita, ja tatd prosessia kutsutaan histologiseksi laboratorioprosessiksi. (Spencer, Bancroft &
Jones 2013, 105.) Mikrotomia on histologisessa laboratorioprosessissa kaytetty menetelma, jonka
avulla kudosnayte voidaan leikata ohuiksi leikkeiksi ja kiinnittdd objektilasille mikroskooppista tarkas-
telua varten. Kudosnaytteiden leikkaamiseen kaytettavaa tyovalinettd kutsutaan mikrotomiksi.
(Chandak, Chaudhary & Chandak 2012, 2.)

Patologian laboratoriossa tydskentelevien bioanalyytikkojen tehtdvana on valmistaa naytteet patolo-
gien tutkittaviksi (Huhtakallio 1995, 10). Bioanalyytikon on tunnettava teoria histologisessa laborato-
rioprosessissa kaytettdvien menetelmien taustalla ja osattava yhdistaa se kaytantéon, jotta prosessin
lopputuloksena saataisiin laadukkaita leikkeita. Kaikki histologisen laboratorioprosessin tydvaiheet
ovat tarkeitéd tyon lopputuloksen kannalta. (Kiernan 2008, 11; Helin 1995.) Onnistuneet leikkeet ovat
ehdoton edellytys kudosrakenteiden yksityiskohtaiselle tarkastelulle (Niskanen 2013a, 14). Huonolaa-
tuinen leike saattaa aiheuttaa vaikeuksia tai virheitd naytteen tulkinnassa. Laadukkaiden histologis-
ten leikkeiden leikkaaminen on térked ja vaativa taito patologian laboratoriossa tydskentelevélle bio-
analyytikolle. Leikkaamisen harjoitteleminen on tarked osa bioanalyytikon opintoja, silla tdman tai-

don oppii vain kaytannon tydssa. (Chandak ym. 2012, 2, 83.)

Opinnaytetydmme tarkoitus oli tuottaa oppimateriaalia Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytiikan
koulutusohjelman kliinisen histologian ja sytologian opintojaksolle. Teimme bioanalyytikko-
opiskelijoille kayttdoppaan Thermo Scientific Microm HM340E-rotaatiomikrotomille ja Microm STS-
vesihauteelle. Kayttdopas on suunniteltu kéytettavaksi opintojakson harjoitustunneilla opetuksen rin-
nalla, ja sen avulla opiskelijat voivat myds tydskennelld itsendisesti laitteella. Oppaaseen sisaltyy
STS-integroidun Microm HM340E-mikrotomin kokoamis- ja huolto-ohjeet. Liséksi opas ohjaa kohta
kohdalta mikrotomilla tydskentelyyn, tarjoaa ratkaisuja yleisimpiin leikkaamiseen ja laitteen kayttéén
liittyviin ongelmatilanteisiin sekd kertoo histologisten leikkeiden laatukriteereistd. Opinnaytetyémme
tavoitteena oli tukea bioanalyytikko-opiskelijoiden mikrotomitydskentelyyn liittyvaa oppimista koulun
harjoitustunneilla ja siten antaa heille hyva tieto- ja taitoperusta kliinisen histologian tyoharjoittelu-
jaksolle. Liséksi tavoitteenamme oli osallistua opetuksen kehittdmistoimintaan opintojakson harjoi-

tustuntien sujuvuuden edistamiseksi.

Opinnaytetydbmme on luonteeltaan toiminnallinen kehittdmistyd, jonka tilaaja on Savonia-
ammattikorkeakoulu. Toiminnallinen opinnaytety® koostuu sek&@ tuotoksesta ettd opinndytetydn kir-

jallisesta osuudesta eli opinnaytetydraportista (Vilkka & Airaksinen 2003). Opinndytetydmme tuotos
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on kayttéopas Microm HM340E-rotaatiomikrotomille ja STS-vesihauteelle. Opinnaytetydbmme raport-
tiosuus kasittelee tuotoksen kannalta keskeisimpia teoria-asioita, joita ovat histologinen laboratorio-

prosessi ja mikrotomia osana diagnostista patologiaa.

Taméan opinnaytetytn kautta olemme perehtyneet histologiseen laboratorioprosessiin ja prosessissa
kaytettyjen menetelmien taustalla olevaan teoriaan. Olemme myds perehtyneet bioanalyytikon tyo-
teht&viin kliinisen histologian laboratoriossa seké erityisesti syventéneet tietdmystdmme ja kaytan-
non osaamistamme mikrotomitytskentelyyn liittyen. Opinnaytetydprosessi on edistanyt ammatillista
kasvuamme ja kehittanyt patologian laboratoriossa bioanalyytikolta vaadittavia tydelaman taitoja.
Kaiken kaikkiaan opinnaytetydn tekeminen oli laaja ja vaativa prosessi, joka on monin tavoin haasta-

nut ja ohjannut meitd kehittymaan tiellamme bioanalytiikan asiantuntijoiksi.
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PATOLOGIA

Jotta sairauksia voitaisiin hoitaa ja ehkaistd, on tutkittava niiden syitd, olemusta ja etenemista. Pato-
logian tieteenala tutkii juuri ndita asioita. Sananmukaisesti patologialla eli tautiopilla tarkoitetaankin
oppia sairauksista. (Myhre 1993, 8; Lehto & Stenbéack 2012, 95.) Elimistdn muutoksia selvittavaa
kliinisen laéketieteen erikoisalaa kutsutaan diagnostiseksi patologiaksi (Mékinen & Lehto 2012a, 11).
Diagnostinen patologia tutkii kudoksissa ja soluissa tapahtuvia muutoksia sekd makroskooppisin etta
mikroskooppisin menetelmin (Myhre 1993, 9). Makroskooppisella tutkimuksella tarkoitetaan paljain
silmin havaittavien poikkeavien rakenteiden tutkimista. Mikroskooppinen tutkimus tarkoittaa mikro-

skoopin avulla tehtévaé kudos- ja solurakenteiden tutkimista. (Huhtakallio 1995, 10.)

Diagnostisen patologian keskeiset tehtévat ovat sairauksien tunnistaminen, niiden olemuksen ku-
vaaminen ja syytekijoiden tunnistaminen (Lehto 2012, 16). Tavoitteena on paasté diagnoosiin eli
taudin maaritykseen. Diagnostinen patologia voidaan jakaa kahteen osa-alueeseen, jotka ovat kliini-
nen histologia ja kliininen sytologia. Kliininen histologia tutkii erilaisia kudosnaytteita ja etsii niista
patogeenisia eli sairaalloisia muutoksia. Kliininen sytologia etsii syépasoluja eri tavoin otetuista sou-
lunaytteistd, esimerkiksi virtsa-, likvor- tai yskosnaytteista. (Myhre 1993, 195; Suomen Bioanalyytik-
koliitto 2014.)

Patologian tieteenalan tutkimus on perinteisesti ollut kuvailevaa makroskooppista ja mikroskooppista
tutkimusta. Viime vuosikymmenind tutkimuksen painopiste on laajentunut analyyttiseen tutkimuk-
seen, jonka tarkoitus on selvittd& sairauksien erilaisia mekanismeja. Solubiologisten ja immunohisto-
kemiallisten tekniikoiden kehittyminen on johtanut siihen, ettd nykyaan voidaan tarkastella yha pie-
nempia sairauksiin liittyvia rakenteiden muutoksia. Tutkimuksen kohteeksi on rakenteen ja toimin-

nan ohella noussut solujen informaatiosiséltd. (Makinen & Lehto 2012b, 11.)

Kliinisen patologian laboratorio

Suurin osa kliinisen patologian laboratorioon tulevista naytteista saapuu leikkaustoimintaa harjoitta-
vilta yksikdiltd ja obduktio- eli ruumiinavausyksikdsta. Naytteita patologisia tutkimuksia varten ote-
taan myos avohoito- ja tutkimusyksikoissd seka sairaaloissa. Saapuvat naytteet valmistetaan, tutki-
taan ja arkistoidaan patologian laboratoriossa. (Myhre 1993, 195; Huhtakallio 1995, 10.) Vaikka la-
boratoriovalineistd on kehittynyt voimakkaasti viimeisten 20 vuoden aikana, tyd patologian laborato-
riossa on edelleen pitkalti kasityotd. Myds naytteiden diagnostiikka on aikaa vievaa ja yksittaisen
naytteen tydstdminen diagnoosiin asti vaatii usean tyontekijan tyopanoksen. (Makinen 2012a,

1125.)

Patologian laboratoriossa tydskentelevien bioanalyytikoiden tehtavana on valmistaa naytteet patolo-
gian erikoislaakarin eli patologin tutkittaviksi. Toimistohenkilékunnan tehtaviin kuuluvat mm. nayt-
teiden vastaanottaminen, sanelujen kirjoitteminen ja lausuntojen postittaminen. Patologian laborato-

rion alaisuudessa toimii myds obduktioyksikkd, jossa patologi tekee obduktiohoitajan avustamana
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ruuumiinavauksia ja kuolinsyymaarityksia. Kuolemansyyn selvittdminen tapahtuu seka patologin te-

keméan silmamadraisen arvion ettd kudosnaytteiden avulla. (Huhtakallio 1995, 10-11.)

1.2  Tyé6turvallisuus ja tydergonomia patologian laboratoriossa

Véalttamaton ja keskeinen osa kaikkea laboratorioty6té on tydhon liittyvien riskien arvioiminen, vélt-
tdminen ja hallitseminen. Toiminnan tavoitteena on ehkaistd tyoperdisia vammoja ja sairauksia.
(Dunk 2013, 1-2.) Patologian laboratoriotyéhon liittyy sekéa kemiallisia, biologisia ettd fysikaalisia
vaaratekijoita. Laboratoriossa kaytetdaan syOpavaarallisia, allergisoivia seka palo- ja rajahdysvaaralli-
sia aineita. Merkittéava biologinen vaaratekija on tuberkuloositartuntavaara, joka on mahdollinen tuo-

reita kudoksia kéasiteltdessa. (Salomaa 2013.)

Suomessa tydntekijoiden ty6turvallisuudesta huolehditaan lainsaadanndssa. Tybnantaja on velvolli-
nen huolehtimaan tyontekijoiden turvallisuudesta ja terveydestda tyopaikalla (L 738/2002, § 8).
Tydnantajan tulee selvittéa ja arvioida tydolosuhteiden turvallisuus sekéa tydperaiset terveysvaarat ja
-haitat (L 1383/2001, § 12). Tydntekijan altistuminen turvallisuuden tai terveyden vaarantaville ke-
miallisille, biologisille ja fysikaalisille tekij6ille on rajoitettava niin vahaiseksi, etteivat tyontekijan tur-
vallisuus ja terveys vaarannu (L 738/2002, § 38 - 40). TyOnantajan velvollisuus on toteuttaa ty6pai-
kan kemikaaliriskinarviointi, jossa tunnistetaan tydssa esiintyvien kemiallisten tekijoiden aiheuttamat
vaarat ja arvioidaan niista tyontekijoiden terveydelle mahdollisesti aiheutuvat riskit (A 715/2001, §
6). Laboratorion riskinhallintasuunnitelmassa tulee arvioida kaikki tydymparistdon liittyvat riskit seka
niiden todennakadisyys ja vakavuus. Kaikki riskit, jotka voidaan valttaa, tulee poistaa. Riskit, jotka ei-

vét ole taysin poistettavissa, tulee minimoida mahdollisimman tehokkaasti. (Dunk 2013, 2.)

Patologian laboratoriossa useat staattiset tydvaiheet asettavat haasteita tydergonomialle. Erityisesti
histologisten leikkeiden leikkaaminen ja mikroskopointi rasittavat kasié ja niskaa. Myos viilto- ja leik-
kautumisvaaraa esiintyy laboratorioprosessin eri tyévaiheissa. (Salomaa 2013.) Tydergonomiaa on
parantanut erityisesti leikkaustydvélineiden eli mikrotomien kehittyminen ergonomisimmiksi ja kayt-
tajaystavallisemmiksi. Nykyaan liukumikrotomeja ergonomisemmat rotaatiomikromit ovat yleisty-
neet, ja myds moottorikayttdisia malleja on kehitetty kasikayttdisten mallien rinnalle. Yksi suurim-
mista ty6turvallisuuden parannuksista on myds mikrotomiveitsien kehittyminen pienemmiksi ja tur-
vallisemmiksi. (Buesa 2007a.) Tyo6terveyslaitos suosittelee yksipuolisessa tydssa kuormittumisen
véalttamiseksi tyotehtavien vaihtelemista. Tyokierron avulla tyontekijadn kohdistuvaa kokonaiskuor-
mitusta voidaan vahentda jakamalla tydtehtavat useampien tydntekijoiden kesken. Tyokierron toimi-
vuus edellyttda kuitenkin sitd, ettd kaikki tydntekijat hallitsevat tydkiertoon kuuluvat tehtavat. (Tyo-

terveyslaitos 2015.)
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KLIININEN HISTOLOGIA

Histologian tieteenala tutkii kudosten rakennetta ja toimintaa. Histologisen tutkimuksen avulla saa-
daan tietoa sairauden syystd, syntymekanismista ja levinneisyydesta. Kliinisen histologian tutkimuk-
sen painopiste liittyy kasvainten tutkimiseen ja erotusdiagnostiikkaan hyvan- tai pahanlaatuisiksi.
Histologinen tutkimus on tarked osa my®ds monien maksa- ja munuaissairauksien, gynekologisten
sairauksien, ihomuutosten ja joidenkin tulehduksellisten sairauksien diagnosointia ja hoitoa. Kudos-
naytteité tutkimalla voidaan seurata sairauden etenemisté, hoidon tarvetta, vastetta ja ennustetta.
(Myhre 1993, 199.) Kudosten tutkimiseen yleisimmin kéaytetty menetelmd on histologisten leikkeiden

valmistaminen ja tutkiminen valomikroskoopissa (Junqueira, Carneiro & Kelley 1998, 1).

Kliinisen histologian laboratoriossa tydskentelevéat bioanalyytikot valmistavat kudosnaytteista histolo-
gisia leikkeitd patologin tekem&&a mikroskooppitutkimusta varten (Huhtakallio 1995, 10). Patologi
laatii tutkimuksen pohjalta kirjallisen lausunnon, jossa kuvataan todetut muutokset ja esitetdan tul-
kinta niiden laadusta ja merkityksesta potilaan hoidon kannalta. Se sisaltdd my®s kuvauksen nayt-
teestd, arvion edustavuudesta seka koepalojen lukumaaran. Lausunto sisaltdéd myods patologis-
anatomisen diagnoosin (PAD). (Myhre 1993, 201; Makinen 2012b, 1130.)

Histologiset naytteet

Histologiset naytteet ovat tyypillisesti kudosten kappaleita eli koepaloja. Ne voivat olla myds koko-
naisia elimid eli resekaatteja. Koepaloja tarvitaan erilaisten muutosten diagnosointia varten silloin,
kun patologis-anatomisella diagnoosilla on merkitysta potilaalle tehtévien jatkotoimenpiteiden tai
hoitojen kannalta. Kasvaimen erotusdiagnostiikka ja syévan etsiminen ovat tyypillisid koepalan indi-
kaatioita. (Makinen 2012c, 1125-1126.)

Koepaloja otetaan pienkirurgisissa toimenpiteissa, leikkauksissa, tahystyksissa sekd rontgenissa ult-
radéniohjauksessa. Tahystysten yhteydessa koepaloja voidaan ottaa esimerkiksi ruokatorvesta, ma-
halaukusta, keuhkoputkista tai suolistosta. Monista sisdelimistéd, kuten maksasta ja munuaisista, voi-
daan ottaa nayte ihon lapi neulalla. My6s obduktion yhteydessa otetaan koepaloja kuolinsyyn selvit-
tamiseksi. (Myhre 1993, 199; Huhtakallio 1995, 14.)

Koepalat voidaan jakaa pieniin ja suuriin operatiivisiin néytteisiin. Pienid operatiivisia naytteita ovat
paikallispuudutuksessa pienkirurgisissa toimenpiteissad poistetut naytteet, esimerkiksi luomet. Myds
yleisimmat syvakirurgiset naytteet, kuten sappirakko ja umpilisdke lasketaan pieniksi operatiivisiksi
naytteiksi. Suuret operatiiviset naytteet ovat sairauden vuoksi poistettuja elimia, elinten osia tai elin-
ryhmid. Paikallisen muutoksen vuoksi poistetuista naytteista arvioidaan muutoksen luonteen liséksi

sairaan kudoksen poiston onnistuminen. (Makinen 2012c, 1126.)

Tyypillisesti histologiset ndytteet sailotaan fiksointiliuokseen valittémasti naytteenoton jalkeen jatko-
kasittelya varten, jotta entsyymien aiheuttama kudoksen hajoaminen pyséahtyy (Huhtakallio 1995,

14). Osa néaytteista kuitenkin lahetetddn tuoreena patologian laboratorioon, jos niista halutaan tehda
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sellaisia tutkimuksia, joiden toteuttaminen onnistuu vain tuoreesta kudoksesta. Tuorenaytteista val-
mistetaan erikoiskasittelymenetelmalla jaaleikkeitd, jotka voidaan valmistaa diagnosoitaviksi hyvin
nopeasti, vain 15 - 20 minuutissa. Kayttdalueita ovat esimerkiksi vasta-ainetutkimukset ja kirurginen
patologia. (Mékinen 2012c, 1126.) Jaaleikemenetelmaa kasitelladn enemméan omassa kappaleessaan
5.2.1..

2.2 Laadunhallinta histologian laboratoriossa

Laatu voidaan maaritella esimerkiksi siten, miten hyvin jokin tuote tai palvelu soveltuu kayttotarkoi-
tukseensa ja vastaa sille asetettuja odotuksia. Jotta laboratorio voi tuottaa parasta mahdollista pal-
velua asiakkailleen ja kliinikoille, on kattava laadunhallintajéarjestelma valttaméaton. Patologian labo-
ratoriossa laatua tarkkaillaan seké siséisesti ettéd ulkoisesti. Sisdiseen laadunhallintaan kuuluu labora-
torioprosessissa tapahtuvien virheiden eli poikkeamien tunnistaminen ja eliminoiminen. Ulkoinen
laadunvarmistus taas mittaa laboratorion suorituskykya verrattuna muihin laboratorioihin. Lisaksi ul-
koiset laaduntarkkailukierrokset tarjoavat asiantuntijanédktkulman yksittdisen laboratorion toiminnan

ja siella kaytettavien tekniikoiden kehittdmiseen. (Dunk 2013, 5-6.)

Patologian alan valtakunnallinen laaduntarkkailutoiminta aloitettiin Suomessa vuonna 1991 ottamalla
kayttoon laaduntarkkailukierrokset (Helin 1995). Histologisen diagnostiikan ja tekniikan laaduntark-
kailukierroksia jarjestdd Suomessa Labquality Oy (International Academy of Pathology 2010). Histo-
logisen tekniikan laaduntarkkailukierroksilla arviointi on hyva kohdistaa yksildidysti laboratoriopro-
sessin eri osa-alueisiin, jotta laboratorioilla on mahdollisuus paikantaa laboratorioprosessin mahdolli-
sia ongelmia saadun asiantuntijapalautteen perusteella (Helin 1995). Esimerkiksi varjayksen laadun-
tarkkailu on tarke&a, koska epéatasainen varjayslaatu aiheuttaa vaikeuksia leikkeiden mikroskooppi-
selle tarkastelulle ja diagnosoinnille. Varjaysautomaatit ovat luotettavia, mutta vareissa itsessaan voi
olla eroja, jotka vaikuttavat varjysaikaan. Erdn numeron vaihtuminen, tavaran toimittajan vaihtu-
minen, pH-vaihtelut sek& véarin ikd ovat yleisimpia varjayksen laatuun vaikuttavia ongelmia. (Banc-
roft & Layton 2013, 184.)

Suurin osa ongelmista histologisessa laboratorioprosessissa aiheutuu esitietojen puutteellisuudesta
tai virheellisyydestéa tai ndytteiden epdonnistuneesta esikasittelysta. Yleisid ongelmia ovat myés kir-
jaamisessa tapahtuvat virheet ja ndytekasettien virheellinen numerointi tai katoaminen. (Tolppanen
2011.) My6s naytteen alkuperd, laatu ja naytteenottotapa vaikuttavat lopputulokseen, samoin kuin
kaikki histologisen laboratorioprosessin tydvaiheet. Naista syista histologisten leikkeiden laadunarvi-
ointi ei ole yksinkertaista. On helppo néahda, onko leike huono- vai hyvélaatuinen. Sen sijaan on vai-
keaa saada selville huonoon laatuun vaikuttaneet tekijat. (Helin 1995.) Patologin tekeméan diagnoo-
sin oikeellisuus ei riipu pelkastddn hanen ammattitaidostaan, vaan koko naytteen lapikdyman kasit-
telyprosessin aukottomuudesta ja virheettdmyydesta. (Séderstrém 2015.) Patologilla on siis tarked
rooli laboratorion sisdisessé laaduntarkkailussa, silla hdn on viimeinen, joka tarkastaa histologisten
leikkeiden laadun (Dunk 2013, 6). Patologin tulisi antaa laboratoriohenkil6kunnalle palautetta heidén

tekemansa tyon laadusta (Buesa 2007a).
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Poikkeamien systemaattinen kirjaaminen on tarked osa laboratorion sisdista laadunhallintaa ja toi-
minnan jatkuvaa kehittdmistd. Patologian laboratoriossa poikkeama on jokin sellainen tapahtuma jo-
ka aiheuttaa sen, ettd jokin laboratorioprosessin osa ei toteudu sille asetettujen laatuvaatimusten
mukaisesti. Poikkeaman tapahtuessa sen havaitsijan tulee tehd& arvio poikkeaman vakavuudesta ja
ryhtya valittomasti korjaaviin toimenpiteisiin. On téarkedd huomioida, ettd vakavat poikkeamat voivat
vaikuttaa virheellisesti potilaan diagnoosiin ja ennusteeseen voiden siten aiheuttaa vakaviakin seu-
rauksia potilaan hoidon kannalta. Poikkeamien antama informaatio palvelee potilaiden liséksi labora-
torion omaa toimintaa ja ohjaa kehittdm&an laboratorioprosessin oikeita osa-alueita. Tarkoituksena
on loytaa poikkeamia aiheuttavat syyt, jolloin laboratorioprosessin epakohtiin voidaan puuttua ja loy-
taa systemaattisia virheita toiminnassa. Satunnaisvirheiden kirjaaminenkin antaa tietoa siitd mita voi
tapahtua, ja mita toimenpiteitd vastaavien virheiden valttamiseksi voidaan tehda tulevaisuudessa.
(Tolppanen 2011.) Parhaat toimenpiteet histologisen laboratorioprosessin virheiden ehkaisemiseksi
ovat tyontekijoiden hyva perehdytys ja jatkuva taydennyskoulutus (International Academy of Patho-
logy 2010). Koko henkildkunnan on oltava patevaa ja tydhoénsa koulutettua. Lisdksi on térkead etta
laboratoriolla on vakioidut ja sopiviksi katsotut tydohjeet, joita kaikki tyontekijat noudattavat. (Dunk
2013, 7.)
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HISTOLOGINEN LABORATORIOPROSESSI

Histologisia naytteita taytyy kasitella erilaisin menetelmin, ennen kuin ne ovat valmiita mikroskoop-
piseen tarkasteluun (Spencer ym. 2013, 105). Tata vaihetta kutsutaan histologiseksi laboratoriopro-
sessiksi. Histologisen laboratorioprosessin vaiheet ovat naytteen fiksointi, dissekointi, kudoskuljetus,
valaminen, leikkaaminen, varjaaminen ja paallystaminen. (Niskanen 2013a, 13.) Prosessin paamaa-
rand on tuottaa histologisia leikkeitd, joissa tutkittavan ndytteen kudosrakenne vastaisi mahdolli-

simman hyvin eldavan kudoksen rakennetta (Junquiera ym. 1998, 1).

Jotta histologinen laboratorioprosessi voidaan suorittaa laadukkaasti, menetelmien taustalla oleva
teoriatieto on osattava yhdistaa kaytannon taitoihin (Kiernan 2008, 11). Kaikki prosessin tydvaiheet
ovat yhta téarkeita ja jokainen vaihe vaikuttaa leikkeiden lopulliseen laatuun (Helin 1995). Histologi-
set naytteet ovat ainutkertaisia ja korvaamattomia. Néytteen katoaminen tai sen kasittelyn epéon-
nistuminen laboratorioprosessin aikana aiheuttaa kaiken naytteen sisaltdman informaation katoami-
sen. (Buesa 2007.)

Histologisen naytteen valmistaminen mikroskooppitutkimusta varten kestaa keskimaarin 3 - 5 vuoro-
kautta siitéd, kun nadyte saapuu laboratorioon (Huhtakallio 1995, 15). Patologin lausunto on yleensa
valmiina lahteméaan lahettavalle yksikélle noin yhden tydviikon kuluttua tastd. Vaikeasti diagnosoita-
vien ja luuta tai kalkkeutunutta kudosta siséltavien naytteiden kasittely kestdd kauemmin. (Makinen
2012e, 1127.) Naytteiden pitkda kasittelyaikaa selittdd tyon kasitydpainotteisuus (Suomen bio-
analyytikkoliitto 2014).

Fiksoinnilla tarkoitetaan histologisen naytteen kiinnittdmista. Fiksoinnin tarkoitus on sailyttaa tutkit-
tava kudosnayte muodoltaan ja kemiallisilta ominaisuuksiltaan elavan kudoksen kaltaisena. (Kiernan
2008, 12.) Kudosnaytteet tulee fiksoida mahdollisimman nopeasti naytteenoton jalkeen, silla fiksointi
pysayttaa kudoksessa tapahtuvan bakteeritoiminnan ja entsyymien aiheuttaman solukuoleman eli
autolyysin (Junqueira ym. 1998, 1). Fiksaatiovaiheen onnistuminen on tarkedd, silla se vaikuttaa
prosessin  mydhemmissé vaiheissa naytteen leikkautuvuuteen, varjaytyvyyteen ja morfologiaan
(Naukkarinen 2013a, 11).

Fiksointiin voidaan kayttaa erilaisia menetelmia ja fiksatiiveja. Yleisin fiksointimenetelma on kemialli-
nen fiksointi, jossa kudosndyte upotetaan fiksointiliuokseen. (Cook 1998, 8-9.) Yleisimmin kaytetty
fiksatiivi on formaliini, joka on formaldehydin vesiliuos. Hyva nayte-fiksatiivisuhde on vahintédan 1 :
10. Fiksointiin kuluva aika riippuu kaytetysta fiksatiivista ja kudospalan koosta. Formaliinin ideaalinen
fiksointiaika on 12 - 18h. (Naukkarinen 2013a, 8-11.)

Taydellista fiksatiivia tai fiksointimenetelméaa ei ole (Kiernan 2008, 12). Fiksatiivit yleensd muuttavat
hieman kudoksen kokoa ja kemiallista rakennetta. lonien ja pienten molekyylien hukkaa esiintyy,

koska fiksatiivit inaktivoivat entsyymeja. Nama asiat vaikuttavat kudoksen morfologiaan, joka ei saily
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aivan luonnollisen kaltaisena. (Hurbain & Sachse 2011.) Kohtuullinen kudoksen kovettuminen hel-
pottaa laboratorioprosessissa mybhemmin tapahtuvaa histologisten leikkeiden leikkaamista (Kiernan
2008, 6).

3.2 Dissekointi

Dissekointi eli kdyntiinpano tarkoittaa histologisen néytteen pilkkomista pienemmiksi, edustaviksi
naytepaloiksi. Dissekoinnin suorittaa ndytetyypista riippuen joko patologi tai bioanalyytikko. (Nauk-
karinen 2013a, 13.) Dissekoinnin jalkeen naytepalat kasetoidaan eli laitetaan numeroituihin nayte-

kasetteihin ja kasettien lukumaara kirjataan lahetteeseen (Makinen 2012e, 1128).

Kasetti on muovinen kotelo, jossa nayte kulkee laboratorioprosessin lapi. Kaytossa on erikokoisia ja
erivarisia kasetteja. Kasetin koko valitaan tutkittavan naytepalan koon mukaan. Naytepala ei saa
tayttaa kasettia kokonaan, vaan kasetin reunoille tulee jaada tyhjaa tilaa. Jos naytepala on laitettu
kasettiin liian ahtaasti, kemikaalit eivat paase kudoskuljetuksessa tunkeutumaan kudoksen sisélle ja
naytteen késittely epdonnistuu. Kasetin véarin avulla voidaan kuvata esimerkiksi naytteen kiireellisyyt-

ta tai haluttua varjdysmenetelma&. (Suvarna & Layton 2013, 97-99.)

Pienet koepalat voidaan tutkia kokonaisina eli niitd ei tarvitse dissekoida (Makinen 2012e, 1128).
Bioanalyytikko kasetoi pienet koepalat kokonaisuudessaan naytekasetteihin. Keskikokoiset naytteet
bioanalyytikko mittaa, hopeoi ja dissekoi naytekasetteihin. Suuremmat kudosnaytteet ja leikkausre-
sekaatit dissekoi patologi. (Soderstrom 2015.) Naytteesta riippuen naytekasetteja voi tulla jopa
kymmenia (Mékinen 2012e, 1128).

Dissekointivaiheeseen kuuluu my6s tutkittavan kudosnaytteen huolellinen dokumentointi. Nayte ar-
vioidaan makroskooppisesti seké valokuvataan tai siité piirretdén selkeéd kuva. Kuvasta tulee kayda
ilmi ndytteen muoto, koko ja yksityiskohdat sekd misté kohdasta tai kohdista alkuperdistda naytetta
naytepalat on dissekoitu. Resektio- eli leikkauspinnat merkitdan selkeésti. Naytteen tarkka dokumen-
tointi on tarkeda, jotta patologin on mikroskopointivaiheessa helpompaa perehtyd naytteeseen.

(Naukkarinen 2013a, 13; Makinen 2012e, 1128; Suvarna & Layton 2013, 98.)

3.3 Kudoskuljetus

Fiksoidut kudokset ovat yleensa melko pehmeité ja tarvitsevat tukea, jotta histologisten leikkeiden
leikkaaminen onnistuisi. Kudoskuljetuksessa kudospala taytetaan tukiaineella, jolloin se kovettuu ja
siten leikkaantuu paremmin. Yleisimmin histologiassa kaytetty tukiaine on parafiini. Huoneenlampoti-
lassa parafiini ja kudos vastaavat kovuudeltaan toisiaan, mik& on tarke&a leikkaamisvaiheen onnis-
tumisen kannalta. (Cook 1998, 19, 27.) Kudoskuljetuksen vaiheet ovat vesihuuhtelu, dehydrointi,
kirkastaminen ja kyllastaminen (Niskanen 2013a, 14). Nykyaan laboratorioissa kaytetdan automati-

soituja kudoskuljettimia (Suomen bioanalyytikkoliitto 2014).
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Kudoskuljetuksen ensimmadinen vaihe on vesihuuhtelu, joka tarkoittaa fiksointiliuoksen poistamista
kudoksesta huuhtelemalla sitd vedella (Niskanen 2013a, 14). Seuraavaksi tapahtuva dehydrointi tar-
koittaa veden poistamista kudoksesta. Se tapahtuu nousevassa etanolisarjassa, yleisimmin alkaen 70
% etanolista aina 100 % etanoliin. Vesi siis poistetaan ja korvataan etanolilla. (Junqueira ym. 1998,
2.) Dehydrointi on valttamaton tytvaihe, koska parafiini ja vesi eivat liukene toisiinsa. Jos vetta ei
ensin poisteta, parafiini ei pddse tunkeutumaan sisélle kudokseen, vaan jahmettyy kudospalan ym-

parille. Talldin kudoksen leikkaaminen on vaikeaa. (Cook 1998, 19.)

Dehydroinnin jalkeen etanoli poistetaan kudoksesta korvaamalla se liuottimella. Tata vaihetta kutsu-
taan kirkastamiseksi, silla tyovaihe tekee kudoksen lapikuultavaksi. Liuottimen tulee olla liukeneva
seké etanolin ettd tukiaineen kanssa. Yleisimmin kaytetty liuotin on ksyleeni, silla se liukenee para-
fiiniin. Kirkastamisvaiheen jalkeen naytteet upotetaan sulaan parafiiniin 58 — 60 °C |amp6tilassa. Ta-
t& vaihetta kutsutaan kyllastamiseksi. LAmpd saa liuottimen haihtumaan, ja kudos tayttyy tukiaineel-

la. (Junqueira ym. 1998, 2.) Kudoskuljetus kestaa yhteensa n. 15 tuntia (Niskanen 2013a, 14).

3.4 Valaminen

Kudoskuljetuksen tavoin my@s valamisen tarkoitus on antaa kudosnaytteelle tarvittava tuki, jotta
nayte ja sen kudosrakenteet eivat hajoaisi leikkaamisvaiheessa. Kudoskuljetuksessa nayte on kyllas-
tetty parafiinilla, eli se on tuettu sisépuolelta. Valamisessa parafiini jahmetetdan kudosnaytteen ym-
parille, eli ndyte tuetaan myos ulkopuolelta. Valamisvaiheessa sulan parafiinin muotteihin annoste-
lemiseen kaytetddn valuautomaattia. Valettua kudosnaytetta kutsutaan blokiksi. (Cook 1998, 19, 28;
Spencer ym. 2013, 110; Niskanen 2013a, 14.)

Valettava kudosnayte asetetaan muottiin aina suurin leikkauspinta alaspain, silla tarkoituksena on
saada poikkileikkauskuva halutusta rakenteesta (Niskanen 2013a, 14). Muotteja on erikokoisia, ja
sopiva koko valitaan naytepalan koon mukaan. Naytepala ei saa tayttdd muottia kokonaan, vaan
muotin reunoille tulee ja&da tyhjaa tilaa. Nain kudospalan ympérille mahtuu riittavasti parafiinia tu-
kemaan naytettd. (Spencer ym. 2013, 110.) Naytepalaa tulee painaa muotin pohjaan asti tasaisesti
kun se asetetaan muottiin (Tolppanen 2011). Kasetti laitetaan muotin paélle kanneksi, ja muotti tay-
tetddn parafiinilla. TAméan jalkeen muotti siirretddn nopeasti kylmalevylle, jolloin parafiini jahmettyy

tasaisesti kudospalan ymparille. (Spencer ym. 2013, 110.)

Epdonnistunut valaminen saattaa aiheuttaa blokin hajoamisen ja jopa naytteen tuhoutumisen leik-
kaamisvaiheessa. Liséksi, jos nadytettd ei paineta tasaisesti muotin pohjaa vasten, ndytepala menee
helposti vinoon. Tama johtaa siihen, ettda naytteen koko pintaa ei saada leikattua lasille ja nayte voi
jaada osittain analysoimatta. (Tolppanen 2011.) Diagnostiikan kannalta on ehdottoman téarkeda aset-
taa kudosnayte muottiin oikein pdin, jotta haluttujen kudosrakenteiden tarkastelu mikroskopointivai-

heessa mahdollistuu (Spencer ym. 2013, 110).
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Leikkaaminen

Koska kudokset ja elimet ovat yleensa liilan paksuja lapdisemaan valoa, ne taytyy leikata ohuiksi ja
leikkeiksi mikroskopointia varten. Laadukkaat ja oikeanpaksuiset leikkeet ovat ehdoton edellytys his-
tologisen naytteen kudos- ja solurakenteiden mikroskooppiselle tarkastelulle. (Niskanen 2013a, 14.)
Yleisimmin kliinisessa histologiassa kaytetty leikepaksuus on 4 - 5 um. Paksumpia (10 - 20 pm) leik-
keité tarvitaan esimerkiksi kun halutaan tarkastella keskushermoston rakenteita. Paksuudeltaan hy-
vin ohuita (1 - 2 pm) leikkeité tarvitaan erityisen solukkoisten kudosten, esimerkiksi imusolmukkei-
den, tutkimiseen. Leikkaamiseen kaytettavia tyokaluja kutsutaan mikrotomeiksi. (Chandak ym. 2012,
2.)

Leikattava nayteblokki kylmennetdadn kylmalevylla ennen leikkaamista (Spencer & Bancroft 2013
128). Blokin on hyva kylmentya kunnolla, silld kovaa ja kylm&a materiaalia on helpompi leikata kuin
lAmmintd ja pehmedd. Kylmentdmisen jalkeen nayteblokki kiinnitetddn mikrotomin blokinpidikkee-
seen, jossa se pysyy paikallaan. Leikattaessa mikrotomin leikkaustera eli veitsi lahestyy tutkittavaa
nayteblokkia aina ennalta maaritellyn etéisyyden eli leikepaksuuden verran. Kun néyteblokki kohtaa
leikkausteran, se liukuu terdn lapi, jolloin syntyy ennalta maaritellyn paksuinen leike. (Chandak ym.
2012, 2, 14, 71.) Onnistuneet leikkeet siirretddn hetkeksi kylmé&én vesihauteeseen kellumaan. Siitéa
ne siirretdan lampimaan vesihauteeseen, jossa ne suoristuvat. Suoristuneet leikkeet poimitaan késin
pensselin avulla varovasti objektilasille ja laitetaan kuivumaan ja odottamaan vérjaysta joko 1ampo-
levylle tai lampokaappiin. (Niskanen 2013a, 15.) Kuivattamiseen sopiva lampétila on n. + 37 °C.
Tassa lampdtilassa lasi ja leike kuivuvat, mutta lampétila ei ole liian korkea sulattamaan parafiinia.
Jos parafiini sulaa, lasilla oleva kudos saattaa hajota. Toisaalta jos kuivattaminen epdonnistuu ja

leikkeet jaavat mariksi, ne irtoavat lasilta varjayksessa. (Cook 2012, 37.)

Koska leikkeiden laatu vaikuttaa siihen, miten kudoksen rakenteet erottuvat mikroskoopissa, huo-
nosti leikattu tai muuten huonolaatuinen leike voi aiheuttaa vaikeuksia tai virheen naytteen tulkinta-
vaiheessa (Chandak ym. 2012, 2.) Liséksi leikkeiden laadulla on suora vaikutus niiden véarjaytyvyy-
teen, silla paksuudeltaan epéatasaiset leikkeet varjaytyvat epéatasaisesti tai eri kohdista erivarisiksi
(Naukkarinen 2013c, 38). Yleisimpia leikkaamisen haasteita aiheuttavat tylsynyt veitsi ja lammennyt
blokki, jotka aiheuttavat artefaktaa kuten esimerkiksi ryppyja leikkeisiin. Liian jyrkka leikkauskulma
voi my6s tehda leikkeista ryppyisia. Kun leikkauskulma on sopiva, naytteeseen kohdistuu vahemman
painetta ja kitkaa. Veristen kudosten leikkaaminen on my@s haastavaa, silla ne reikiintyvat helposti
leikattaessa. (Chandak ym. 2012, 69, 71.)

Histologisen laboratorioprosessin aikaisemmista tydvaiheista erityisesti epdonnistunut parafiinilla kyl-
lastdminen vaikuttaa naytteen leikkautuvuuteen ja kudos murenee helposti leikattaessa (Cook 2012,
36). Jos leikkausvaiheessa huomataan ongelmia ndytteen leikkautuvuudessa eika blokista saada lei-
kattua laadukasta leikettd, blokki kannattaa sulattaa. Taman jalkeen néytepala rehydroidaan, kéasi-

tellaén uudelleen kudoskuljetuksessa ja valetaan uudestaan blokiksi. (Kiernan 2008, 55.)
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Mikrotomilla leikkaaminen vaatii kddentaitoja ja kaytdnnoén harjoitteleminen on ainoa keino oppia
tama taito. Leikkaajan on tiedettava, miten leikkaamisessa tarvittavia valineita kaytetédan ja huolle-
taan. Jo harjoittelun alkuvaiheessa taytyy lisaksi opetella hyvan leikkeen kriteerit, jotta leikkaaja op-
pii alusta alkaen leikkaamaan laadukkaita leikkeitd. Hyvin koulutettu ja paljon harjoitellut laborato-
riohoitaja pystyy tuottamaan laadukkaita leikkeitd nopeasti. Liiallinen pyrkimys nopeuteen ei tassa
tybvaiheessa kuitenkaan kannata, silla silloin leikkeiden laatu kéarsii. (Chandak ym. 2012, 2, 83.) Li-
saksi leikatessa on muistettava, etté histologisen naytteen tavoin myos jokainen leike on ainutlaatui-

nen. Jokainen leikattu leike, jota ei kaytetd, véahentda naytteen alkuperdéista tietoa. (Buesa 2007a.)

3.6 Varjaaminen ja paallystaminen

Koska useimmat kudokset ovat luonnostaan varittémia, niiden mikroskooppinen tarkastelu ilman
varjaysta on vaikeaa. Histologiset naytteet varjataan, jotta kudoksen eri osat ja rakenteet voidaan
helpommin erottaa toisistaan tekemall& ne erivérisiksi. On olemassa useita erilaisia véreja ja var-
jaysmenetelmi&, jotka soveltuvat erilaisiin tarkoituksiin. (Junqueira ym. 1998, 3; Kiernan 2008, 74-
75.) Varit ovat varillisia orgaanisia yhdisteitd, jotka sitoutuvat kudokseen selektiivisesti (Cook 1998,
70). Varit sitoutuvat kudokseen vérjyksessa tapahtuvan kemiallisen reaktion avulla. Vareilla pyri-
tdédn saamaan aikaan kontrasti eri rakenteiden vdlille. Eri rakenteet saadaan esille erivarisind kéayt-
tdmalla kahta tai useampaa varid. (Cook 1998, 64-65.) Varjaysliuoksessa kaytetdan varien liséksi
my0ds muita aineita, jotka parantavat varjaystulosta. Téllaisia aineita kutsutaan mordanteiksi. (Cook
1998, 75.)

Vérien kayttdtapa vaihtelee. Progressiivinen varjays tarkoittaa sitd, etta leikkeité varjataan niin pit-
kdan kunnes haluttu varin voimakkuus on saavutettu. Regressiivinen varjays tarkoittaa sitd, etta
leikkeité varjataan liilkaa niin, ettd ne ovat tummempia kuin halutaan, ja sitten poistetaan ylimaarai-
nen vari. Ylimaaraisen varin poistamista kutsutaan diffaukseksi. Regressiivinen varjaystapa on yleen-
sa parempi, silla varit varjadvat kudoksen rakenteen liséksi my@s taustan. Kun véria poistetaan,

my0ds osa taustan varista poistuu, jolloin morfologian tarkastelu on helpompaa. (Cook 1998, 76.)

Yleisimmin kaytetty varjays on hematoksyliini-eosiini eli HE-varjays. HE-varjdyksessd hematoksyliini
varjaa tuman ja muut kudoksen happamat rakenteet sinisiksi. Eosiini varjad eméaksiset sytoplasman
ja sidekudoksen punaisiksi. (Junqueira ym. 1998, 3.) HE-varjayksen suosiota selittdd menetelméan
yksinkertaisuus seka sen kyky erottaa useat eri kudosrakenteet toisistaan (Bancroft & Layton 2013,
173). Varjaykset tehdaan nykyddn useimmiten automaattisella varjaysautomaatilla, mutta myds ka-
sivarjaysta voidaan kayttaa tarpeen mukaan. Varjayksen jalkeen objektilasilla oleva nayte voidaan
peittda peitinlasilla. Nain nayte sailyy ja kudosten rakenteita voidaan tutkia vuosienkin jalkeen. Pei-
tinaineena kaytetddn yleensd ksyleenipohjaista limaa. (Naukkarinen 2013a, 15.) P&allystémisen

avulla saadaan paras ja selkein ndkyma naytteesta (Cook 1998, 95).
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MIKROTOMIA

Mikrotomia on histologisessa laboratorioprosessissa kaytetty menetelmd, jolla kudosnayte voidaan
leikata ohuiksi leikkeiksi ja kiinnittda objektilasille mikroskooppista tarkastelua varten. Mikrotomiassa

kaytettavaa leikkaustydkalua kutsutaan mikrotomiksi. (Chandak ym. 2012, 2.)

Kudoksen mikroskooppinen tutkiminen mahdollistui ensi kerran historiassa valomikroskoopin keksi-
misen myota. Kudosta yritettiin aluksi tutkia vuolemalla siité ohuita siivuja partateralla mikroskopoin-
tia varten. Pian kuitenkin huomattiin, ettéa jotta valo lapdisisi naytteen, olisi tarkeda kehittdd mene-
telmd tuottaa siisteja ja tasalaatuisia, noin 0-100 pm paksuisia leikkeitd. Ensimmaiset tédhan tarkoi-
tukseen soveltuvat mikrotomin kaltaiset laitteet keksi George Adams Jr. jo 1770-luvulla. Talléin mik-
rotomeista kaytettiin nimitysté leikkauskone. 1800-luvun lopussa véarjaysten ja leikkauskoneiden ke-
hittyminen mahdollistivat kudosten mikroskooppisen tarkastelun solutasolla asti. Vuonna 1839 Char-
les Chevalier alkoi kayttaa leikkauskoneista sanaa mikrotomi. Mikrotomien keksimisesté ja kehittami-
sestd on vain vahan tarkkaa tietoa, mutta monien keksijoiden ja tutkijoiden tiedetdan vuorotellen
uudistaneen ja kehittaneen mikrotomeja jo 1700-luvulta lahtien. Mikrotomien kehittyminen on mah-
dollistanut hyvin pienten kudoksen rakenteiden tutkimisen, silla nykyisilla mikrotomeilla voidaan lei-

kata jopa vain 0,05 um:n paksuisia leikkeita. (Chandak ym. 2012, 4-7.)

Erilaiset mikrotomit

Erityyppisia mikrotomimalleja on kehitetty erilaisiin tarkoituksiin ja erilaisten materiaalien leikkaami-
seen sopiviksi (Cook 1998, 33). Sopiva mikrotomi valitaan tydn laadun ja tutkittavan ndytemateriaa-
lin mukaan. Eri mikrotomimallit eroavat toisistaan kooltaan ja toimintamekanismeiltaan. (Chandak
ym. 2012, 15.) Mikrotomit voidaan jakaa toimintamekanisminsa mukaan kahteen ryhméaan. On mik-
rotomeja, joilla leikattaessa veitsi likkuu kohti nayteblokkia, joka pysyy paikallaan. On myds mikro-
tomeja, joilla leikattaessa veitsi pysyy paikallaan ja blokinpidike liikkuu kohti veistd. (Chandak ym.
2012, 11.)

Kaikissa mikrotomimalleissa on kolme laitteelle tyypillistd osaa, jotka ovat laitteen toiminnan perus-
ta. Nama ovat blokinpidike, veitsenpidike ja saattéruuvit, joilla voidaan saataa leikkauskulmaa ja lei-
kepaksuutta. Leikattava nayteblokki kiinnitetdédn mikrotomissa olevaan blokinpidikkeeseen, ja leikka-
usterd eli veitsi kiinnitetdén veitsenpidikkeeseen. (Chandak ym. 2012, 14.) Yhteisté kaikille malleille
on myds se, ettd kun mikrotomilla leikataan, joko leikkaustera lilkkkuu kohti blokkia tai blokki liikkuu
kohti leikkausterad aina ennalta maaritellyn etdisyyden verran. Tama kayttdjan maarittdma etaisyys

on siten sama kuin leikattavien leikkeiden paksuus. (Chandak ym. 2012, 2.)

Mikrotomin mallin ja toimintamekanismin lisdksi myds mikrotomiveitselld on merkitysta. Mikrotomi-
veitsena kaytetdan teras-, lasi- tai timanttiveitsia riippuen leikattavasta materiaalista, sen kovuudes-
ta ja halutusta leikepaksuudesta. (Chandak ym. 2012, 4.) Nykyaan parafiinileikkeiden leikkaamiseen

kaytetaan yleisimmin kertakayttdisia terasveitsid (Niskanen 2013a, 1). Yleisimmin kliinisen histologi-
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an laboratorioissa kaytetaan liuku- ja rotaatiomikrotomeja (Cook 1998, 34). Ne soveltuvatkin hyvin
parafiinileikkeiden leikkaamiseen (Chandak ym. 2012, 14-15).

Liukumikrotomin veitsiosa on liikkuva ja blokinpidike pysyy paikallaan. Blokki asetetaan pidikkee-
seen leikkauspinta ylospéin, ja veitsi liikkuu vaakatasossa blokkia kohti lahestyen sitd ylhaaltapain.
Liukumikrotomia kaytetdan vetamalla raskasta kelkkaa, johon veitsi on kiinnitetty. Liukumikrotomit
ovat painavampia ja raskastekoisempia kuin muut mikrotomityypit. Ne sopivat hyvin parafiinileikkei-
den mutta myo6s suurikokoisten ja kovien naytteiden leikkaamiseen. Raskastekoisuutensa vuoksi ne
ovat kuitenkin myds tyélaita kayttaa. Liukumikrotomin kaytdssa ongelmia voi aiheuttaa se, etta veitsi

saattaa hypahtaa osuessaan kovaan kudosmateriaaliin. (Cook 1998, 34; Chandak ym. 2012, 18-19.)

Rotaatiomikrotomin veitsi on vaakatasossa ja pysyy paikallaan. Rotaatiomikrotomissa on py®éritet-
tava kasikampi, jota pyorittamalla blokki liikkuu pystysuunnassa veista kohti ylhaalta alas suuntautu-
valla liikkeelld. Jokainen ohjauspydran pyorahdys tuo blokinpidikettd lAhemmaéas mikrotomin terda.
Kun blokki ylittdd veitsen terén, ndyte leikkaantuu ohueksi leikkeeksi. (Chandak ym. 2012, 15-16;
Junqueira ym. 1998, 2.) Uudempiin rotaatiomikrotomimalleihin on asennettu moottori, jota voidaan
ohjata esimerkiksi jalkapolkimella. Rotaatiomikrotomin etuja ovat sen vakaus, jolloin leikkaamista
héairitsevaa tarindd syntyy vahemman. Silla voidaan myos leikata seké yksittéisia leikkeitd etté leike-
nauhaa. (Chandak ym. 2012, 16-17.) Rotaatiomikrotomit eivét kuitenkaan sovellu suurikokoisten tai

kovien naytteiden leikkaamiseen yhta hyvin kuin liukumikrotomit (Cook 1998, 34).

4.2 Jaaleikkeet ja jaaleikemikrotomia

Jaaleikkeiden kayttdalueita ovat entsyymihistokemia, immonohistokemia ja rasvavérjaykset. Jaaleik-
keet sopivat histokemiallisesti pienten molekyylien ja herkkien entsyymien tutkimiseen siksi, etta
jaadyttaminen ei fiksatiivien tapaan inaktivoi useimpia entsyymejéa, eika pienten molekyylien havikkia
tapahdu. Rasvaisten naytteiden kéasittelyyn menetelma sopii siksi, koska rasvamolekyyleja liuottavaa
ksyleenikasittelya ei tarvita. (Spencer & Bancroft 2013, 129-131; Junqueira 1998, 2-3.) Jadleikkeet
sopivat hyvin esikasittelymenetelmaksi myds elektronimikroskopiaan (Hurbain & Sachse 2011). Me-
netelm&a tarvitaan myo6s kirurgisen operaation aikana silloin, kun kasvaimen diagnoosilla on merki-
tysté jatko-operaation kannalta ja diagnoosi tarvitaan nopeasti. Jaéleikkeet voidaankin valmistaa la-

boratoriossa diagnosoitaviksi hyvin nopeasti, vain 15 - 20 minuutissa. (Mékinen 2012c, 1126.)

Yleensa naytemateriaalina kaytetdan fiksoimatonta kudosmateriaalia eli tuorendytteitd, silla fiksoitu
kudos ei jaadyttamisen jalkeen leikkaudu hyvin ja varjaytyy huonosti (Chandak ym. 2012, 22). Jaa-
leikemenetelmén periaate on sama kuin fiksoinnin: kun tuore kudos jaadytetdan nopeasti, biologiset
toiminnot siind pysahtyvat (Hurbain & Sachse 2011). Yleenséa jaadyttamiseen kaytetddn nestemaista
typped. Jaadyttamisen jalkeen nayte siirretdan jadleikemikrotomiin eli kryostaattiin, jonka lampdtila
on - 20 °C. Kryostaatissa leikataan n. 5 pm paksuisia leikkeitd, jotka sitten pikavarjataan. Jaaleikkei-
ta valmistettaessa on térkedd huomioida tyoturvallisuus. Tyontekijan tulee huomioida ja suojata it-

sensd liuosten ja kryostaatin kylmilta lampdétiloilta. (Niskanen 2013b, 23-24)
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Vaikka jaaleikemenetelmalla saadut leikkeet eivat ole yhta laadukkaita kuin parafiinileikkeet, mene-
telmén etuna on nopea diagnoosi (Chandak ym. 2012, 51). Menetelmalla on selkeita etuja, mutta
siihen liittyy myds muutamia ongelmia. Kun kudos jaatyy, siihen saattaa muodostua morfologiaa héi-
ritsevia jaakiteitd. Nopealla jaadyttdmiselld voidaan kuitenkin estda jadkiteiden muodostuminen ku-
doksen sisélle. Myds leikkaamisvaiheessa syntyy helposti artefaktaa. Nama asiat voivat johtaa same-

aan morfologiaan. (Hurbain & Sachse 2011.)

4.3 Kovakudosnaytteet ja niiden leikkaaminen

Kovakudosnaytteiksi kutsutaan luuta tai rustoa sisaltavia naytteitd. Kovakudosnaytteitd ovat esimer-
kiksi luuydinnaytteet ja hampaat. Kovakudokset ovat liilan kovia leikattaviksi tavallisilla mikrotomilla
ilman erikoiskasittelyd. Kovakudos voidaan vaihtoehtoisesti valaa joko parafiiniin tai muoviin. Jos ko-
vakudos valetaan parafiiniin, se tulee dekalsifioida ennen kudoskuljetusta. Dekalsifioinnilla tarkoite-
taan tutkittavan kudoksen pehmentamista liuottamalla siitd epéorgaanisia suoloja, jotka tekevéat ku-
doksesta kovan. Dekalsifioinnin avulla mahdollistetaan myos se, ettd tukiaine eli parafiini paasee
naytteen kyllastamisvaiheessa tunkeutumaan kovakudoksen sisélle. Dekalsifiointiin voidaan kayttéa
joko muurahais- tai typpihappoa tai EDTA:ta. (Naukkarinen 2013b, 30; Kiernan 2008, 45.) Luun de-
kalsifioiminen kuitenkin havittda luusta téarkeitd suoloja, muuttaa luun morfologiaa ja siten vaikeut-
taa diagnosointia (Cano-Sanchez, Campo-Trapero, Gonzalo-Lafuente, Moreno-Lopez & Bascones-
Martinez 2005).

Vaihtoehdoksi dekalsifioinnille on kehitetty muovivalutekniikka. Muoviin valamisen etuna on se, etta
luun morfologia sailyy kun dekalsifikaatiota ei tarvita. Dekalsifioimattomien naytteiden avulla voidaan
morfologian lisdksi tutkia myds luun solubiologiaa, mika ei ole muutoin mahdollista. Biologian tutki-
misesta on merkittdvaa hydtya monien luuston sairauksien, kuten esimerkiksi osteoporoosin, tutki-
misessa. Muovivalutekniikassa tutkittava nayte valetaan fiksoinnin ja kudoskuljetuksen jalkeen muo-
viin. Kayttokelpoisimmiksi muoveiksi ovat osoittautuneet epoksi- ja akryylimuovit. Muoviin valettujen
leikkeiden leikkaamiseen tarvitaan erityinen kovakudosmikrotomi, mutta koska luun ja muovin ko-
vuus ovat lahelld toisiaan, nayte leikkautuu hyvin. Naytteestd saadaan myos leikattua ohuempia
leikkeitd, jolloin erotuskyky mikroskoopissa paranee. Leikkaamisen jalkeen leikkeille tehdddn muo-

vinpoisto ennen varjaamistéa. (Cano-Sanchez ym. 2005; Naukkarinen 2013b, 30, 32.)

Muovivalutekniikkaa voidaan hyédyntda myos silloin, kun tarvitaan erikoisohuita leikkeitéa joko valo-
tai elektronimikroskooppitutkimusta varten. Parafiinin ominaisuudet eivat riitd nain ohuiden (0,5 - 1
pum) leikkeiden tuottamiseen, eikd parafiini myoskaan sovellu elektronimikroskopiaan, silla parafiini ei
kesté siihen elektronimikroskoopissa kohdistuvaa elektronisuihkua. Muoviin valetuista erikoisohuista
leikkeistd on hydtyd mm. munuais- ja imusolmukendytteiden tutkimuksessa, silld niiden siséltavien
hyvin pienten rakenteiden tarkastelu mahdollistuu erotuskyvyn lisédntyessd. Muovivalutekniikan
haasteena on menetelméan ty6lays verrattuna dekalsifiointimenetelmé&&n. Muoviin valaminen ja muo-
viin valettujen leikkeiden varjadminen vie myds enemman aikaa kuin parafiinileikkeiden vastaava ka-

sittely. (Naukkarinen 2013b, 30, 32.)
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THERMO SCIENTIFIC MICROM HM340E-ROTAATIOMIKROTOMI JA STS-VESIHAUDE

Thermo Scientific Microm HM340E -mikrotomi on rotaatiomikrotomi, joka soveltuu hyvin vaati-
vienkin parafiinileikkeiden leikkaamiseen. Se on tarkoitettu paivittéiseen kliiniseen laboratoriotyéhon
ja ladketieteelliseen tutkimuskayttéon. Mikrotomin veitsi on vaakatasossa ja se pysyy paikallaan lei-
katessa. Kun laitteen ohjauspyoraa pydritetdaan, blokinpidike liikkuu pystysuunnassa veitsen teraa
kohti ylh&altéa alas suuntautuvalla liikkeella. Kun blokki ylittda veitsenterdn, naytteestd leikkautuu
ohut leikke. Microm HM340E-mikrotomilla voidaan leikata 0,5 pm — 100 um paksuisia leikkeita. Mik-
rotomiin voidaan myds asentaa Cool-cut blokinpidike, jonka avulla nayteblokki pysyy kylmana pi-
dempaan. Nain yksittdisen ndytteen tydstdmiseen kaytettavissa olevaa aika pitenee. (Thermo Fisher
Scientific 2011a.)

Mikrotomin ohjauspaneeli sijaitsee laitteen vasemmalla puolella. Sen voi joko asettaa kiinni mikro-
tomiin tai sitd voi kayttaa irrallaan laitteesta. Ohjauspaneelin voi myos siirtda laitteen oikealle puolel-
le, ja sen nupit voidaan irrottaa ja kiinnittaa toiselle puolelle. Ohjauspaneelista sdadetdan trimmaus-
ja leikepaksuudet seka saadetdan blokinpidikkeen etéisyytta veitsenterastda. Ohjauspaneelin valik-
konappain avaa valikon, jonka kautta paastaan saatdmaan laitteen asetuksia. Keinuliikendppainta
painamalla voidaan ottaa kayttéon ns. keinuliiketoiminto. Keinuliiketilassa ohjauspyotraa ei pyoritetd,
vaan liikutetaan ylos- ja alaspéin suuntautuvin liikkein. Microm HM340E-mikrotomissa on lisaksi au-
tomaattinen retraktiotoiminto, jonka voi halutessaan valita pois kaytdstd. Kun tdmé& toiminto on
paalla, blokin pidike siirtyy leikatessa aina 60 um taaksepdin suojaten siten nayteblokkia ja veista.
Veitsi ei talldin kosketa tai naarmuta naytetta. Tyo6turvallisuussyista laitteessa on myos jarru, joka
lukitsee ohjauspyo6ran ja blokinpidikkeen paikoilleen. Jarrun kdyttdminen ehkaisee tapaturmia blo-

kinpidiketta ja veista kasiteltdessa. (Thermo Fisher Scientific 2011a.)

Thermo Scientific Microm STS-vesihaude koostuu mikrotomin veitsenpidikkeeseen kiinnitetta-
vasta leikkeenkuljetinsillasta, lammitettavasta vesialtaasta seka lampotilansaatoyksikdsta. Se voi-
daan liittdd kaikkiin nykyisiin Thermo Scientificin rotaatiomikrotomimalleihin, jolloin saadaan kéayt-
t66n mikrotomitydskentelya helpottava vesiliukuominaisuus. Leikkaaminen tapahtuu normaalisti mik-
rotomin ohjauspyoraa pyorittamalld. Onnistuneet leikkeet katkaistaan katkaisuterallg, jolloin ne valu-
vat virtaavan veden mukana kuljetinsiltaa pitkin suoraan lAmminvesialtaaseen, josta ne poimitaan
objektilasille. Vesiliu'un avulla leikkeitd ei tarvitse erikseen suoristaa ja siirtéa erillisiin vesihauteisiin,
vaan ne aukeavat virtaavassa vedessa. Virtaava vesi my0s estaa leikkeitd vahingoittumasta. Leik-
keen laatua voidaan arvioida jo ennen leikkeen katkaisemista sen auetessa virtaavassa vedessa.
LAmminvesihauteen pohjassa oleva valo valaisee leikkeen alapuolelta, mik& helpottaa leikkeen laa-
dun arviointia sen kelluessa l[Amminvesihauteessa. Syntyva parafiinijdite ohjautuu virtaavan veden
mukana suoraan parafiinijatekoriin, joten tyoskentely on siistid. Tydskentelyn paatyttya STS-

vesihauteen osat voidaan irrottaa ja puhdistaa. (Thermo Fisher Scientific 2011b.)

Vesi kiertaa laitteessa vedenkiertopumpun avulla. Pumppu kuljettaa vetta kylmavesialtaasta virtaus-
letkun kautta teranpidikkeelle ja veitselle, josta vesi valuu tasaisena virtana leikkeenkuljetinsillalle.

Kuljetinsillalta vesi valuu jatesiivilan Iapi takaisin kylméavesialtaaseen, kun silta on ylhaalla. Kun silta
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on laskettu, vesi valuu lamminvesihauteeseen. Kun lamminvesihauteen vesi saavuttaa tietyn kor-
keuden, ylimaaréainen vesi kulkeutuu takaisin kylmavesialtaaseen useiden jatesiiviliden lapi. Nain

lAmminvesihauteen veden lampdtila pysyy halutulla tasolla. (Medig Suomi Oy.)
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KAYTTOOHJE OPPIMATERIAALINA

Ohje on selvitys siitd, miten tulee toimia, jotta paastaan haluttuun lopputulokseen. Ohje voi olla ko-
konaan sanallinen tai kuvallinen, tai se voi olla tekstin ja kuvien yhdistelma. Kayttdohjeella tarkoite-
taan jonkin laitteen, koneen tai menetelman kayttdoon opastavaa ohjetta. (Kankaanpaa & Piehl 2011,
295-299.) Laadimme opinnaytetydna kayttboppaan STS-integroidulle Microm  HM340E-
rotaatiomikrotomille. Opas siséltaa laitteen kokoamis- ja huolto-ohjeet, opastaa silla tydskentelyyn,
tarjoaa ratkaisuja yleisimpiin ongelmatilanteisiin seké kertoo histologisten leikkeiden laatukriteereis-

ta.

Kayttoohjeilla on omanlaisensa tyypillinen rakenne. Jo ohjeen alussa on hyva esitella lopputulos, jo-
hon sen avulla on tarkoitus paasta. Jos kayttdohje opastaa laitteen kayttdon, laitteen osat tulee esi-
telld kuvien avulla. Kaikki tytvaiheet, jotka taytyy suorittaa lopputulokseen paasemiseksi, tulee esit-
taé selkeésti ja loogisessa jarjestyksessa. Koska laatimamme kayttbopas on suunnattu henkildille,
jotka eivat ole ennen kayttaneet laitetta, oppaan ymmarrettavyyteen ja selkeyteen on hyva kiinnit-
taa erityistd huomiota, silla epéaselvat ohjeet voivat johtaa virheisiin tydskennellessa tai saattavat ai-
heuttaa vahinkoa laitteelle. Ne voivat olla myds tyéturvallisuusriski. (Kankaanpaa & Piehl 2011, 295-
299.)

Jotta kayttoohjetta olisi helppo lukea ja seurata, eri tydvaiheet on hyva otsikoida ja numeroida.
Kayttoohje tulee jasennelld aikajarjestyksen mukaisesti, eli ohjeen on edettava jarjestelmallisesti ai-
na edellisestd tydvaiheesta seuraavaan. Nain lukija voi kdyda ohjetta kohta kerrallaan 1api ja toimia
kohta kohdalta ohjeiden mukaan. On térke&a, etté ohjeessa on kuvattu jokainen tytvaihe, joka tay-
tyy suorittaa. Ohjeessa on kuitenkin oltava ainoastaan tarpeelliset asiat, eikd siind saa olla mitéan
ylimaaraista. (Kankaanpéd & Piehl 2011, 295-299.) Sisallon lisdksi on myo6s téarkedd panostaa kayt-
toohjeen ulkonakdon, silla sen perusteella muodostetaan ensivaikutelma tekstista. Kayttdohjeen tu-
lee olla innostava ja helposti l[&hestyttava, joten siind kannattaa kayttaa valeja, luetteloita, taulukoita
ja kuvia. Ne tekevat ohjeesta selkedmman ja kiinnostavamman nakdisen seka helpottavat lukemista.
Siséllysluettelo ja numeroidut otsikot auttavat lukijaa |6ytdmaén tarvitsemansa tiedon sekd hahmot-

tamaan kokonaiskuvan ohjeen sisallosta. (Alasilta 1999, 59-65.)

Laatimamme kayttdopas on suunniteltu opetuskayttéon. Sen avulla bioanalyytikko-opiskelijat voivat
harjoitella mikrotomin kaytt6a ja leikkaamista koulun harjoitustunneilla. Tdman vuoksi kayttdop-
paamme on myds oppimateriaalia. Oppimateriaalilla tarkoitetaan opetuksessa kaytettadvaa materiaa-
lia, jonka tarkoituksena on edesauttaa oppimista. Oppimateriaalin tulee tukea opettajan tyota seka
herattdd oppijassa tunteita ja ajatuksia. Oppimateriaalin tarkein tavoite on saada oppija oppimaan.
(Heinonen 2005, 30-31.) Oppiminen tarkoittaa opitun asian soveltamista kaytantoon. Ohjeen tehta-
va on motivoida, orientoida ja ohjata toimintaa. Ohjeiden perimmainen tarkoitus onkin opettaa, eli
saada lukija ymmartdmaan haluttu asia ja toimimaan sen mukaisesti. (Repo & Nuutinen 2003, 40,
138-139.)
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OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITTEET

Opinnaytetydmme tarkoitus oli tuottaa oppimateriaalia Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytiikan
koulutusohjelman Kliinisen histologian ja sytologian opintojaksolle. Teimme bioanalyytikko-
opiskelijoille kayttdoppaan Thermo Scientific Microm HM340E-rotaatiomikrotomille ja Microm STS-
vesihauteelle. Kayttdopas on suunniteltu kaytettavaksi harjoitustunneilla opetuksen rinnalla, ja sen
avulla opiskelijat voivat myods tytskennelld itsendisesti laitteella. Oppaaseen sisaltyy STS-integroidun
Microm HM340E-mikrotomin kokoamis- ja huolto-ohjeet. Lisdksi opas ohjaa kohta kohdalta mikro-
tomilla tydskentelyyn, tarjoaa ratkaisuja yleisimpiin leikkaamiseen ja laitteen kayttéon liittyviin on-

gelmatilanteisiin seké kertoo histologisten leikkeiden laatukriteereista.

Laadukkaiden histologisten leikkeiden leikkaaminen on térked taito patologian laboratoriossa tyos-
kentelevalle bioanalyytikolle. Mitd enemman koulussa on mahdollista harjoitella leikkaamista, sita
varmempana taidoistaan opiskelija voi lahte&d ty6harjoittelujaksolle. Siksi opinndytetyémme tavoit-
teena on tukea bioanalyytikko-opiskelijoiden mikrotomitydskentelyyn liittyvda oppimista koulun har-
joitustunneilla ja siten antaa heille hyva tieto- ja taitoperusta keskussairaalassa tapahtuvalle kliinisen
histologian harjoittelujaksolle. Lisdksi tavoitteena oli osallistua opetuksen kehittdmistoimintaan opin-
tojakson harjoitustuntien sujuvuuden edistamiseksi. Oma tavoitteemme oli syventdad histologiseen
laboratorioprosessiin liittyvéad osaamistamme ja syventyéa erityisesti mikrotomitydskentelyyn, joka on

térked osa histologista laboratorioprosessia.
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TYON TOTEUTTAMINEN

Toiminnallinen opinnaytety®

Opinnaytetydmme on luonteeltaan toiminnallinen opinndytetyd. Toiminnallisen opinnaytetydn tarkoi-
tus on tuottaa jokin tuotos, joka voi olla esimerkiksi opas, kirja, cd-levy tai verkkojulkaisu. Tavoit-
teena voi olla esimerkiksi ammatillisen toiminnan jarjestdéminen, jarkeistiminen tai ohjeistaminen
kaytannon toimintaan. Toiminnallinen opinnaytetyd koostuu seké tuotoksesta ettd opinnaytetydn kir-

jallisesta osuudesta eli opinnaytetydraportista. (Vilkka & Airaksinen 2003.)

Valitsimme opinndytetyémme aiheeksi toiminnallisen opinndytetyon, silla halusimme osallistua ope-
tuksen kehittdmistoimintaan tuottamalla opiskelijoiden oppimista tukevaa oppimateriaalia. Opinnay-
tetydmme on luonteeltaan kehittdmisty®, jonka tavoitteena oli tuottaa kéytadnnon toimintaan ohjeis-
tavaa ja kaytdnnonléheistd opetusmateriaalia. Opinndytetyémme tuotos on kayttbopas STS-
integroidulle Microm HM340E-rotaatiomikrotomille. Tarkea lahtdkohta tybllemme oli tuottaa opiske-
lijalahtdista oppimateriaalia, joka soveltuisi kaytettavaksi harjoitustunneilla opetuksen rinnalla. Valit-
simme tuotoksemme toteutusmuodoksi painetussa muodossa olevan oppaan, jotta opiskelijat voivat

helposti hyddyntaa sita harjoitellessaan mikrotomityoskentelya.

Toiminnallisen opinndytetydn raporttiosuuden tulee pohjautua ammattiteoriaan, siind tulee kuvata
opinnaytetydprosessi ja sen tulee siséltda pohdintaosuus, jossa opiskelija arvioi omaa oppimistaan.
Raporttiosuuden kielen tulee olla sujuvaa, ja siind opiskelijan tulisi pysty& osoittamaan alansa asian-
tuntemusta yhdistaméalla alansa teoreettinen tietoperusta ammatilliseen taitoon. (Vilkka & Airaksinen
2003.) Opinndytetydmme Kkirjallisessa osuudessa kuvaamme opinndytetydprosessimme etenemisen,
perustelemme tydskentelyssdmme ja tuotoksemme toteuttamistavassa tekemiamme ratkaisuja seka
arvioimme omaa oppimistamme ja ammatillista kasvuamme. Raporttiosuudessa olemme pyrkineet
kayttamaan mahdollisimman luotettavaa lahdetietoa ja kokoamaan tyémme teoriaosuuden sellaisek-
si, etta se liittyy tiiviisti opinndytetydmme tuotokseen tukien nain lukijan kasitysta aiheeseen liitty-

vasta asiantuntemuksestamme.

Opinnaytetydprosessin eteneminen

Saimme opinndytetyémme aiheen Kliinisen histologian ja sytologian opettaja Jaana Hoffrénilta syk-
sylla 2013. Halusimme liittd& opinnéaytetydémme aiheen bioanalytiikan erikoisaloista kliiniseen histolo-
giaan, koska olemme erityisen kiinnostuneita juuri siitd. Opettaja kertoi, ettd koululle oltiin hankki-
massa uutta STS-integroitua Microm HM340E -rotaatiomikrotomia, jolle tarvittiin suomenkielinen ja
yksinkertaistettu kayttdohje. Aihe kiinnosti meitéd ja se oli toteuttamiskelpoinen, joten otimme sen
vastaan. Paasimme kevaalla 2014 kokeilemaan vastaavalla laitteella tyéskentelya tydharjoittelujak-
soillamme. Kokenut tydntekija opasti meita laitteella tydskentelyyn ja laitteen huoltamiseen. Hanen
kanssaan ajauksia vaihtaessamme saimme ensimmaisia ideoita kayttdopastamme ja sen toteutusta-

paa varten.
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Tyoharjoittelun jalkeen aloitimme opinnaytetydmme tyostamisen, ja aihekuvauksemme hyvaksyttiin
syksylla 2014. Tamén jalkeen ryhdyimme kirjoittamaan tydsuunnitelmaa, joka hyvéksyttiin myo-
hemmin samana syksynd. Tydsuunnitelman hyvéiksymisen jalkeen pa&simme harjoittelemaan lait-
teen kayttod koululla. Harjoittelimme laitteen kokoamista, silla leikkaamista sekd puhdistamista ja
huoltamista. Saimme apua laitteen kayttoon liittyen sek@ ohjaavalta opettajaltamme ettéa laitteen

maahantuojan (Medig Suomi Oy) edustajan meille toimittamista valmistajan ohjemateriaaleista.

Syksyn aikana teimme laitteelle lyhen pikaohjeen, jonka toimivuutta testasimme kaytadnndssa bio-
analyytikko-opiskelijoiden Kliinisen histologian opintojakson harjoitustunneilla. A4-kokoisen pikaoh-
jeen etusivulla opastettiin vaihe vaiheelta nayteblokin trimmaaminen ja leikkaaminen. Pikahjeen
kaantdpuolella kerrottiin myoés lyhyesti leikkaamisen ongelmatilanteista, ratkaisuista ja histologisten
leikkeiden laatukriteereistéd. Seurasimme miten opiskelijat tydskentelivat laitteella kyseisen pikaoh-
jeen avulla. Liséksi opetimme heille mikrotomitydskentelya ja leikkaamista kéytdnndssa. Nain saim-
me kasityksen siitd, millainen opiskelijoiden tieto- ja taitotaso mikrotomitydskentelyyn liittyen on,
kun leikkaamista harjoitellaan ensimmaisen kerran koulussa ja kuinka opiskelijat hyddynsivét kirjoi-
tettuja ohjeita tydskentelyssaan. Tatéa kautta lahdimme miettimaan, millaisia kayttdohjeita opiskelijat
tarvitsevat ja millainen kayttdopas soveltuisi parhaiten harjoitustunneilla kaytettéavaksi. Huomasim-
me esimerkiksi, ettd kirjoitetut ohjeet tarvitsevat tuekseen selkeitd kuvia. Ohjeiden olisi my6s hyva
olla lyhyité ja edeta vaihe vaiheelta eteenpdin, jotta ne on helppo siséistda. Kysyimme myds suoraan
opiskelijoilta, mita he toivoivat kayttdoppaalta ja saimme palautetta pikaohjeen toimivuudesta. Opis-
kelijat kokivat ohjeemme toimivaksi ja korostivat kuvien merkitystd ohjeiden ymmarrettavyyden

kannalta.

Kuvasimme koululla STS-integroitua mikrotomia, sen osia ja laitteella tyoskentelemista useaan ot-
teeseen syksyn 2014 ja kevaan 2015 aikana, jotta saimme otettua selkeité valokuvia opasta varten.
Kayttoopasta kootessamme kiinnitimme huomiota hyvaltd kayttdohjeelta vaadittaviin ominaisuuksiin
ja rakenteeseen. Kayttdopas tehtiin Microsoft Word tekstinkasittelyohjelmalla. Kuvat rajattiin sopi-
viksi Adobe Photoshop kuvankasittelyohjelmalla ja liitettiin tekstink&sittelyohjelmaan. Kun saimme
koottua kayttboppaan mielestimme valmiiksi, 1dhetimme sen luettavaksi ja arvioitavaksi ohjaavalle
opettajallemme seké laitteen maahantuojan edustajalle. Opettaja ja edustaja olivat molemmat hyvin
tyytyvaisia oppaaseemme ja saimme siitd hyvad palautetta. Laitteen edustajan pyynnésta teimme
viela pienia korjauksia ja muutoksia oppaaseen. Seka tuotos ettd raporttiosuus valmistuivat helmi-

kuussa 2015, jonka jalkeen opinnaytetydmme eteni viimeistelyvaiheeseen.
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POHDINTA

Tydn eettisyys ja luotettavuus

Bioanalyytikon eettisten ohjeiden mukaan bioanalyytikon on kunnioitettava biologisen naytemateri-
aalin luovuttajan yksityisyytta ja oikeuksia sekd noudatettava salassapitovelvollisuutta (Suomen Bio-
analyytikkoliitto 2011). Opinndytetydhdomme ei liity eettisia ongelmia, silla harjoittelu- ja valoku-
vausmateriaalina kaytimme bioanalyytikko-opiskelijoiden harjoitustdisséa valamia nayteblokkeja.
Naytteissa ei ollut potilastietoja tai muita sellaisia tietoja, joiden vuoksi potilasturvallisuus olisi vaa-

rantunut.

Suomen Bioanalyytikkoliiton mukaan bioanalyytikolla on myds vastuu ammatin ja koulutuksen kehit-
tAmisestd. Taman opinnaytetydn kautta olemme osallistuneet ammattialamme koulutuksen kehitté-
miseen tuottamalla oppimateriaalia. Samalla olemme vastuussa tuottamamme materiaalin ja opin-

naytetydmme kirjallisen osuuden sisdltdman tiedon oikeellisuudesta ja luotettavuudesta.

Kokosimme tuottamamme kayttdoppaan pitkalti laitevalmistajan omien ohjeiden pohjalta. Laiteval-
mistajan oma tieto STS-integroidun Microm HM340E-mikrotomin toiminnasta ja kaytdsta on kuiten-
kin luotettavinta mahdollista tietoa, jota juuri kyseisen laitteen kaytdsta on saatavilla. Siksi ko-
kosimme laitteen osia, kayttdéa ja huoltamista kasittelevat luvut valmistajan omien kayttéohjeiden
pohjalta yksinkertaistettuun, opiskelijoiden harjoituskayttéén soveltuvaan muotoon. Muu oppaaseen
kokoamamme tieto on perdaisin tyon kirjallisessa osuudessa kaytetyista, luotettaviksi katsomistamme

lahteista.

Tydomme kirjallisessa osuudessa periaatteenamme oli kdyttdd mahdollisimman uusia ja luotettavia
julkaisuja lahdetietonamme. Tama periaate toteutui kdytédnnodssa kuitenkin vain osittain, silla ai-
healuettamme kasittelevia julkaisuja on saatavilla niukasti. Kliinisen histologian laboratoriotyé on
muuttunut vain vahan viimeisten vuosikymmenten aikana ja vanhat menetelmat ovat yha kaytossa,
joskin joitakin uusiakin menetelmia on noussut vanhojen rinnalle. Tama selittdd osaltaan sitd, miksi
histologian perustekniikoista on ollut vaikeaa l6ytda monipuolisesti tietoa. Suurin osa kayttamistam-
me lahteista on oppikirjoja, mutta tieto ei ole vanhentunutta ja on paaosin perdisin tuoreista julkai-
suista. Kaytimme liséksi tieteellisia artikkeleita tukemaan tydmme luotettavuutta. Suomenkielisista

artikkeleista saimme hyvan kéasityksen patologian laboratoriotoiminnasta Suomessa.

Tavoitteiden toteutuminen

Opinnaytetydmme tarkoitus oli laatia selked ja kaytannéllinen kayttdopas STS-integroidulle Microm
HM340E-rotaatiomikrotomille. Tavoitteenamme oli, etta kdyttbopas mahdollistaa opiskelijan itsendi-
sen tyoskentelyn laitteella opastaen sen perustoimintojen kayttéon selkeiden kuvien ja kirjoitettujen
ohjeiden avulla. Alkuperdisen suunnitelmamme mukaan kayttéopas olisi ollut lyhyt, muutaman sivun
mittainen laminoitu vihkonen. Ryhdyimme tydstamaan kayttdopasta harjoiteltuamme ensin laitteen

kayttoa itsendisesti ja seurattuamme bioanalyytikko-opiskelijoiden tydskentelyd. Huomasimme pian,
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etta ohjeesta oli tulossa aluksi suunnittelemaamme laajempi. Oli selvad, ettd jo kuvien lisdédminen
oppaaseen tulisi kasvattamaan sen sivumaaraa huomattavasti ajattelemaamme laajemmaksi. Lisaksi
koska tarked paamaaramme oli tehda opiskelijoiden kayttdon soveltuva ja heiddn oppimistaan tuke-
va opas, halusimme sisallyttda oppaaseen laitteen kayttdohjeiden lisdksi tietoa histologisten leikkei-
den laatukriteereisté ja tarjota ratkaisuja mikrotomitytskentelyssa usein eteen tuleviin ongelmatilan-
teisiin. Mikrotomitydskentelyn ep&onnistumiseen 16ytyy monia virheldhteitd, ja aloittelijan ei valtta-
matté ole helppo hahmottaa histologisille leikkeille asetettuja laatukriteerejé. Siksi uskomme opiske-
lijoiden hyotyvén ndista lisdohjeista koulun harjoitustunneilla, joiden aikana he harjoittelevat mikro-

tomitydskentelyd ensimmaista kertaa.

Kun suunnittelimme kayttéoppaan rakennetta ja ulkoasua, téarkeitd paamaariamme olivat ohjeen
selked visuaalinen ilme, ohjeiden helppolukuisuus ja niiden toimivuus kaytanndssa. Halusimme kayt-
taa paljon kuvia kirjoitettujen ohjeiden tukena, jotta ohjeiden virhetulkinnan riski olisi mahdollisim-
man pieni. Laitteessa on paljon irrotettavia osia, ja erityisesti laitteen kokoaminen on ensikertalaisel-
le haastavaa ilman kuvia. Haasteenamme oli myds kirjoittaa ohje siten, ettd tydvaiheet etenevét
loogisesti ja aikajarjestyksessa. Kiinnitimme tahan erityistd huomiota ja testasimme laatimiemme oh-
jeiden toimivuutta itse moneen otteeseen kaytanndssa. Paatimme ryhmitelld eri tydvaiheet otsikoit-

tain, jotta oppaan siséllysluetteloa voidaan helposti kayttaa kulloinkin tarvittavan tiedon etsimiseen.

Opettajalla on harjoitustunneilla usein suuriakin ryhmia opiskelijoita ohjattavanaan, eika yksil6lliseen
ohjaamiseen valttamatta jaa paljon aikaa. Uskomme oppaamme helpottavan opiskelijoiden ja opet-
tajan ajankayttdéa harjoitustunneilla. Oppaan avulla opiskelijat voivat itse ratkaista mikrotomityds-
kentelyssa syntyvia kaytanndn ongelmia, silla useimmat niistd ovat helposti ratkaistavissa. Opettajan
ei talloin tarvitse kayttad aikaa jokaisen opiskelijan yksil6lliseen ohjaamiseen mikrotomin kayttéon
littyen, ja opiskelijoiden on mahdollista keskittyd enemman itse opeteltavan asian eli leikkaamisen
harjoittelemiseen. Mitd enemman opiskelijan on koulussa mahdollista harjoitella leikkaamista, sitéa

varmempana taidoistaan han voi lahte& patologian laboratoriossa tapahtuvalle tyéharjoittelujaksolle.

Uskomme, ettd onnistuimme hyvin toteuttamaan opinnaytetytllemme asettamamme tavoitteet ja
ehka jopa ylittdmaén ne, silla oppaastamme tuli suunnittelemaamme monipuolisempi ja laajempi
kokonaisuus. Oppaan toimivuutta on testattu kdytdnndssa ja sen toimivuutta on arvioinut seka lait-
teen edustaja ettd ohjaava opettajamme. Tekemamme opas on meista selked, loogisesti eteneva ja
opiskelijoiden kaytt6on hyvin soveltuva kokonaisuus. Olisi tietysti ollut hyva paasta seuraamaan, mi-
ten bioanalyytikko-opiskelijat kayttavat valmista opasta, mutta saimme kuitenkin hyvaa palautetta
opiskelijoilta jo tekemastamme pikaohjeesta. Liséksi heidan tydskentelynsa seuraaminen koulun har-

joitustunneilla naytti suunnan siihen, millainen opas soveltuu parhaiten juuri opiskelijoiden kayttoon.

9.3 Oman oppimisen ja ammatillisen osaamisen kehittymisen arviointi

Taman opinndytetyén kautta olemme perehtyneet histologiseen laboratorioprosessiin ja teoriaan
prosessissa kaytettyjen menetelmien taustalla. Olemme myds perehtyneet bioanalyytikon ty6tehta-

viin kliinisen histologian laboratoriossa sekéa erityisesti syventédneet tietdmystdmme ja k&ytannon
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osaamistamme mikrotomitydskentelyyn liittyen. Tama on kehittdnyt ammatillista kasvuamme ja eri-
koisosaamistamme liittyen Kliiniseen histologiaan. Samalla olemme osallistuneet opetuksen kehitta-
mistoimintaan tuottamalla opetusmateriaalia. Toivomme, ettd tuottamamme opetusmateriaali edis-
tda bioanalyytikko-opiskelijoiden ammatillista kasvua ja patologian laboratoriossa tarvittavia tydela-

man taitoja, niin kuin opetusmateriaalin tekeminen edisti omiamme.

Opinnaytetydprosessin aikana opimme my6s suunnittelemaan ja toteuttamaan kayttdoppaan ope-
tusmateriaaliksi, toteuttamaan projektin seka kirjoittamaan tieteellista tekstid. Opinnaytetydproses-
sin ajan teimme yhteisty6tad, sovimme tydnjaosta ja suunnittelimme ajankayttémme siten, etta tyds-
timme opinnaytetydtdmme tasaisessa tahdissa. Nain pysyimme aikataulussa ja opinnaytetydproses-

sin etenemista oli helppo seurata. Prosessin tekeminen hioi myds tiimityotaitojamme.

Aiheen rajaaminen histologiseen laboratorioprosessiin ja mikrotomiaan diagnostisen patologian osa-
alueina oli meille selke& valinta. Mikrotomia on oppi mikrotomitydskentelysta, joka on téarkea histolo-
gisen laboratorioprosessin tydvaihe. Teoriatiedon etsiminen ja hyddyntaminen sen sijaan oli vaike-
ampaa, mutta tiedonhakutaitomme kehittyivat informaatikon avustuksella. Samalla opimme arvioi-
maan loytamamme tiedon hyddynnettavyytta ja luotettavuutta kriittisesti. Loytamamme lahdemate-
riaali oli suurimmaksi osaksi englanninkielistd, joten terminologian kdantdéminen suomekesi oli haas-
tavaa. Tata kautta kuitenkin kehitimme kielellisia taitojamme ja opimme aiheeseemme liittyvad eng-

lanninkielistéa terminologiaa.

Kaiken kaikkiaan opinndytetyon tekeminen oli laaja ja vaativa prosessi, joka on haastanut ja ohjan-

nut meita kehittyméaan tiellamme bioanalytiikan asiantuntijoiksi monin tavoin.
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1 Johdanto

Tama kayttdopas on tarkoitettu kaytettdvaksi Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytiikan
koulutusohjelman kliinisen histologian harjoitustunneilla. Opas on suunniteltu mikrotomitydskentelyn
vasta-alkajalle ja se on tarkoitettu ensisijaisesti bioanalyytikko-opiskelijoiden kayttoon. Oppaaseen sisaltyy
Thermo Scientific Microm STS -vesihauteella integroidun Thermo Scientific Microm HM340E -
rotaatiomikrotomin kokoamis- ja huolto-ohjeet. Liséksi opas ohjaa kohta kohdalta mikrotomilla
tyoskentelyyn, tarjoaa ratkaisuja yleisimpiin ongelmatilanteisiin sekd kertoo histologisten leikkeiden
laatukriteereista.

Mikrotomitydskentely on téarked osa laboratoriohoitajan tyotd kliinisen histologian laboratoriossa.
Leikkaaminen on yha padosin kasityota, ja se vaatii kddentaitoja ja harjaantumista. Leikkaamaan ei voi
oppia Kirjoitetuista ohjeista, vaan se on taito, jonka voi oppia vain harjoittelemalla. Toivomme kuitenkin

taman kayttajan oppaan tarjoavan hyvia kaytannon vinkkeja leikkaamiseen.

Taman oppaan ei ole tarkoitus korvata valmistajan omaa kayttéohjetta. Tarvittaessa valmistajan omasta

kayttoohjeesta 16ytyy liséa tietoa, ohjeita ja ratkaisuja laitteen kayttoon liittyen.

Tutustuthan kayttéohjeisiin, ennen kuin aloitat tydskentelyn HM340E -mikrotomilla, jotta osaat kayttaa
laitetta oikein ja turvallisesti.



2 TyoOturvallisuus

Huomioi aina seuraavat turvallisuusasiat, kun tyoskentelet laitteella.

Turvallisuussyistd kdytéd aina jarrua ja veitsen suojaa, kun kasittelet blokkia tai
blokin pidikettd. Jarrun ollessa paalla ohjauspyora ja blokin pidike lukkiutuvat
paikoilleen. Jarruvipu loytyy ohjauspydran alta.

Mikrotomiveitset ovat todella teravia ja aiheuttavat helposti haavoja. Ole aina
erityisen varovainen, kun kasittelet niita.

Mikrotomitydskentely on toistotydta, jossa sama tybasento ja tydvaiheet
toistuvat. Siksi on tarkeaa huolehtia tydbergonomiasta.

Kasiteltavat naytteet ovat mahdollisesti tartuntavaarallisia.

>p b P

3 Thermo Scientific Microm HM340E -rotaatiomikrotomi

Thermo Scientific Microm HM340E on rotaatiomikrotomi, joka soveltuu hyvin vaativienkin
parafiinileikkeiden leikkaamiseen. Rotaatiomikrotomissa veitsi on vaakatasossa ja se pysyy paikallaan. Kun
laitteen ohjauspyoraa pyoritetéddn, blokin pidike liikkuu pystysuunnassa veitsen terdd kohti. Kun blokki
ylittaa veitsenteran, nayte leikkaantuu ohueksi leikkeeksi. Microm HM340E -mikrotomilla voidaan leikata

0,5 um — 100 um paksuisia leikkeita. Yleisimmin kaytetty leikepaksuus on kuitenkin 1-10 um.

Mikrotomin ohjauspaneeli sijaitsee laitteen vasemmalla puolella. Sen voi joko asettaa kiinni mikrotomiin
tai sitd voi kayttaa irrallaan laitteesta. Ohjauspaneelista saddetddn trimmaus- ja leikepaksuudet, ja sen
avulla voidaan muuttaa myds muita asetuksia. Ohjauspaneelin kayttdon opastetaan omassa luvussaan
(3.2). Microm HM340E -mikrotomissa on myds jarru, joka lukitsee ohjauspytran ja blokinpidikkeen
paikoilleen. Jarrun kayttdminen ehkdisee tapaturmia blokinpidikettad ja veistd kasiteltdessa. Mikrotomin
osat esitelladn omassa luvussaan (3.1.).



3.1 Mikrotomin osat

Kuva 1. Microm HM340E.

0,

OL-cut

Kuva 2. Microm HM340E.

1. Ohjauspaneeli

Ohjauspaneelin  kayttddn ja ominaisuuksiin
opastetaan tarkemmin seuraavan sivun luvussa
3.2.

2. Blokin pidike

Pidikkeessd on Cool-Cut ominaisuus, joka
kylmentaa néayteblokkia.

3. Ohjauspyora

Ohjauspytraa pyoritetddn kayttdjasta poispain
suuntautuvalla liikkeella. Yhdella pyorahdyksella
blokin pidike ldhestyy terdd aina yhden
leikepaksuuden verran.

4. Jarruvipu

Kun tdma vipu on yldasennossa, jarru on paalla.
Talloin sekd ohjauspyora ettd blokin pidike
lukkiutuvat paikoilleen. Jarru vapautetaan
kaantamalla vipu ala-asentoon.



3.2 Ohjauspaneeli

Nuppi A. Trim/Feed

Tatd nuppia kaytetddn leikkausasetusten
sdatamiseen. Painamalla nuppia voidaan valita
asetukseksi joko Trim tai Feed. Trim-asetusta
kaytetaan blokin trimmaamiseen ja Feed-asetusta
varsinaisten leikkeiden leikkaamiseen. Seka
trimmauspaksuus ettd leikepaksuus voidaan
saataa sopiviksi pyorittamalla nuppia.

Nuppi B. Karkeasyotto

T&ta nuppia pyorittdmalla voidaan sdatéda blokin
pidikkeen etaisyytta suhteessa terdan. Kun nuppia
pyoOritetddn kayttajasta poispdin, pidike siirtyy
kauemmas terasta. Kayttajaa kohti pydritettaessa
pidike taas lahestyy terdd. Kun nuppia painetaan,
blokin pidike siirtyy aina yhden valitun trimmi-
tai leikepaksuuden verran kohti terda.

Nappain 1. Valikkonappain

Tama nappain avaa valikon, josta l6ytyvat
ohjauspaneelin naytén asetukset,
retraktioasetukset, kielivalikko, ajan ja
paivamaaran asetukset sekd@ tehdasasetuksien
palauttaminen.

Néappain 2. Vieritysnappain

Ohjauspaneelin  ndyton keskiriville voidaan
vaihtoehtoisesti asettaa nakyviin joko leikelaskuri
(counter), leikattujen leikkeiden paksuuden
summa (sum of section thicknesses) tai jaljella
oleva elektroninen sy6ttdalie (remaining travel to
the front end position). Tama tapahtuu
painamalla néppainta 2.

Nappain 3. Nollausnappain

Tatd nappéinta painamalla voidaan nollata
leikelaskuri tai leikepaksuuksien summa.

Nappéain 4. Keinuliikenappain

Tatd nappdintd painamalla voidaan ottaa
kayttoon ns. keinuliiketoiminto. Keinuliiketilassa
ohjauspyoraa ei pyoritetd, vaan liikutetaan ylos-
ja alaspdin suuntautuvin liikkein. Toiminto
kytketdan pois painamalla nappdainta uudelleen.

X

Kuva 3. Ohjauspaneeli.

Nappain 5. Muistindppain

Tama nappdain tallentaa laitteen muistiin blokin
pidikkeen etdisyyden terastd. Nappainta voidaan
painaa, kun ensimmainen trimmattava blokki on
saadetty sopivalle etéisyydelle terdstd. Kun nayte
on leikattu ja uusi trimmattava blokki asetetaan
blokin  pidikkeeseen, ndppainta painetaan
uudestaan. Talléin  blokin  pidike siirtyy
automaattisesti samalle etéisyydelle terasta, missa
se oli ennen ensimmaisen naytteen
trimmaamista. Huom! Taméan toiminnon
kayttaminen edellyttaa sité, etta leikattavat blokit
on valettu samalle tasolle.

Retraktiotoiminto

Kun tdma toiminto on paalla, blokin pidike siirtyy
leikatessa aina 60 pm taaksepéin suojaten siten
nayteblokkia ja terda. Tera ei talloin kosketa tai
naarmuta naytettd. Toiminto on paalla, kun
RETRACTION -valo palaa ohjauspaneelin
naytolla. Toiminto voidaan kytked péaalle
tai pois nappaimen 1 valikon Kkautta.



4 Thermo Scientific Microm STS-vesihaude

STS-vesihaude koostuu veitsenpidikkeeseen kiinnitetystd leikkeenkuljetinsillasta, lammitettavasta
vesialtaasta sekd lampdotilansaatoyksikdsta. Se on helppo kiinnittdd mikrotomiin, jolloin saadaan kayttéon
mikrotomitydskentelyd helpottava vesiliukuominaisuus. Vesiliu’'un avulla leikkeita ei tarvitse erikseen
suoristaa ja siirtaa erillisiin vesihauteisiin, vaan leikkeet aukeavat virtaavassa vedessa. Onnistuneet leikkeet
katkaistaan katkaisuteralla, jolloin ne valuvat kuljetinsiltaa pitkin suoraan lamminvesialtaaseen, josta ne
voidaan poimia objektilasille. STS-vesihaude helpottaa myds laadunarviointia leikkaamisen aikana.
Leikkeiden laatu voidaan tarkastaa heti kun yksittainen leike tai leikenauha aukeaa virtaavassa vedessa ja
seuraavan kerran sitten kun leikkeet kelluvat lamminvesihauteessa. Syntyva parafiinijite ohjautuu

virtaavan veden mukana suoraan parafiinijatekoriin, joten tyoskentely on siistia.

Kuva 4. STS-integoitu Microm HM340E.



4.1 STS-vesihauteen osat

Kuva 5. STS-vesihauteen osat.

1. jatekaukalo

2. veitsenpidikkeen alaosa
3. pieni jateritila

4. kylmavesiallas

5. virtausletku

6. vesialtaan kaapeli

7. lamminvesihaude + kansi
8. jatesiivila

9. parafiinijatekori

10. veitsenpidikkeen yldosa

11. leikkeen kuljetinsilta



4.2 Laitteen kokoaminen

Kootessasi laitetta voit kdyttaa apuna myds sivujen 7 ja 8 kuvia.

1. Aseta jatekaukalo paikalleen mikrotomin metallisten kiskojen valiin.
2. Aseta veitsenpidikkeen alaosa paikalleen liu'uttamalla se kiskoille. Kiristd osa paikalleen sen

vasemmalla puolella olevasta vivusta.

Kuva 6. Veitsenpidikkeen alaosaa asetetaan paikalleen.

3. Aseta pieni jateritila paikalleen veitsenpidikkeen alaosan takaosassa olevaan koloon.

4. Aseta kylmévesiallas paikalleen tyontamalla se kiinni mikrotomin etuosaan.

5. Aseta jatesiivila paikalleen kylmavesialtaan paalle.

6. Aseta lamminvesihaude paikalleen kylmavesialtaan lampdlevyn paalle.

7. Laita sellua parafiinijatekorin pohjalle ja aseta se paikalleen jatesiivilan paalle niin, ettd jatekorin

vino sivu asettuu tiiviisti lamminvesihauteen seinda vasten.

8. Tayta kylmavesiallas 600 ml tislatulla vedelld kaatamalla vesi jatesiivilan lapi.

9. Tayta lamminvesihaude 800 ml tislatulla vedella. Laita kansi paalle.
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4.2.1 Veitsenpidikkeen ja kuljetinsillan kokoaminen

1. Loysad veitsenpidikkeen alaosan oikealla puolella oleva vipu. Liitd veitsenpidikkeen ylaosa

veitsenpidikkeen alaosaan kuvan osoittamalla tavalla. Kirista vipu.

2. Loysaa veitsenpidikkeen yldosan oikealla
puolella oleva vipu. Liu'uta kuljetinsilta
paikalleen veitsenpidikkeen ylaosaan kuvan

osoittamalla tavalla. Kirista vipu.

Kuva 8. Veitsenpidikettd asetetaan
paikalleen.

3. Tarkista ettd kuljetinsilta on sopivalla etdisyydelld lamminvesihauteesta. Kuljetinsillan tulee yltaa

vesihauteeseen kun silta on laskettu alas. Silta voidaan nostaa ja laskea kuvassa 9 nakyvalla vivulla.

Kuva 9. Kuljetinsilta ylhdalla ja laskettuna lamminvesihauteeseen.



4.2.2 Leikkauskulman saataminen

1. Loysad nuolen osoittama veitsenpidikkeen

alaosan kiristysvipu.

. Saada leikkauskulma litkuttamalla

veitsenpidikkeen yldosaa. Sopiva
leikkauskulma on 10°+2°. Leikkauskulma

luetaan asteikolta kuvan 10 mukaisesti.

Kirista kohdassa 1 loysatty  vipu.
Leikkauskulma on sdédetty.

4.2.3 Virtausletku

1. Tarkista ettd veden virtausnopeussaadin on

saadetty nollille.

Ime ruiskulla ilmakuplat pois virtausletkusta.
Kun ruiskuun virtaa vettd, ilmakuplat on
poistettu.

Kiinnitd virtausletku kuljetinsillan oikealla
puolella olevaan liitoskohtaan.

Kuva 10. Leikkauskulman saataminen.

Kuva 12. Virtausletkun liitoskohta.




4.2.4 Lammonsaatoyksikko

1. Kiinnita vesialtaan kaapeli
lammonsaatoyksikon takapaneeliin ja kiristé
ruuvit.

Kuva 13. Lammonsaatoyksikon takapaneeli.

2. Tarkista, etta veden virtausnopeus on saadetty e
nollille. Virtausnopeudensaadin 16ytyy

kylmavesialtaan kyljesta.

Kuva 14. Virtausnopeudensaadin.

3. Laita virtajohto sdhkopistokkeeseen ja
kaynnista STS-vesihaude painamalla
lammonsaatoyksikon  virtanappia  (O\1),
jolloin lamminvesihauteen lampd6tila alkaa

nousta.

Kuva 15. Lammonséaatoyksikon etupaneeli.

4. Aseta vesihauteen lampdtila lammonsaatoyksikon etupaneelista painamalla SET-ndppaintd. Pida se
pohjassa, kun asetat lampétilan. Valitse haluttu lampétila nuolindppaimilla. Parafiinileikkeiden
leikkaamiseen sopiva lampdtila on n. 42 °C. Pida asetusndppainté pohjassa vield pari sekuntia, jotta
valittu lampdtila tallentuu muistiin.



5 Mikrotomilla tyoskentely

Mikrotomilla tydskentely vaatii taitoa, huolellisuutta ja karsivallisyytta. Tyodskentelyn aikana tulee

kiinnittdd huomiota seuraaviin tarkeisiin seikkoihin.

v

v

Kayta leikkaamiseen aina teravaa veista. Kun veitsi tylsyy, vaihda se uuteen.

Huolehdi veitsen puhtaudesta. Siihen tarttuu helposti parafiinia, jolloin leikkaaminen vaikeutuu.

Siksi leikkaamisen aikana veitsesta tulee aika ajoin pyyhkia parafiinijaamia pensselilla.

Blokin lampdtila. Leikkaaminen on helpompaa, kun blokki on kylma. Parafiini pehmenee
lammetessaan, jolloin leikkaaminen vaikeutuu. Huolehdi siitd, ettei blokki padse lampeneméaan
lilkaa ja laita se tarvittaessa takaisin kylmenemaan.

Leikkausnopeus. Mitd kovempaa materiaalia leikkaat, sitd hitaampi leikkausnopeus. Sopiva

leikkausnopeus Ioytyy kokeilemalla.

Oikea leikkauskulma on tarked laadukkaiden leikkeiden saamiseksi. Jos leikkauskulma on liian
loiva, blokki leikkautuu huonosti tai ei leikkaudu lainkaan. Jos leikkauskulma on liian jyrkka,
leikkeeseen ja blokin pinnalle syntyy tarindaaltoja. Oikea leikkauskulma Thermo Scientific Microm -
mikrotomeissa on 10 astetta. Leikkauskulman saatdminen kasitellaan luvussa 4.2.3.

Joskus leikkaamisessa ilmenevat ongelmat johtuvat aiempien tyodvaiheiden epdonnistumisesta.
Epaonnistunut kudoskuljetus aiheuttaa naytteen huonon leikkautuvuuden. Jos blokki murenee

leikattaessa, syyna on epaonnistunut valaminen.

Jotkut naytemateriaalit ovat vaikeampia leikattavia, kuten veriset tai rasvaiset naytteet. Niiden

leikkaaminen vaatii taitoa ja harjaantumista.

Huom! Noudata aina tyoturvallisuusohjeita mikrotomilla tyéskennellessasi!
Varomaton tydskentely voi aiheuttaa vammoja.



5.1 Esivalmistelut

1. Laita leikattavat blokit kylmenemaan kylmalevylle.

2. Tarkista, etta laite on koottu oikein ja kayttékunnossa.

3. Laita mikrotomin pistoke pistorasiaan ja kdynnista virrat. Mikrotomin virtakatkaisin 16ytyy laitteen

takaosasta alhaalta. Cool-Cut kdynnistyy laittamalla pistoke pistorasiaan.

4. Otaesille tarvittavat valineet. Tarvitset pensselin, veitsia, objektilaseja ja kasipyyhepaperia.

5. Aseta veitsi paikalleen luvun 5.1.1 ohjeiden mukaisesti.

6. Saada trimmaus- ja leikepaksuudet luvun 5.1.2 ohjeiden mukaisesti.

7. Kaynnista veden virtaus vesialtaan kyljessa
olevasta veden virtausnopeuden sdatimesta.
Sopiva virtausnopeus on vdlilla 4-5. Vesi
virtaa liian voimakkaasti, jos vettd valuu

veitsen taakse.

Kuva 16. Virtausnopeudensaadin.

8. Kastele veitsen terd ja koko kuljetinsilta
pensselilla, kunnes vesi virtaa tasaisesti pitkin

kuljetinsiltaa.

Kuva 17. Veitsen teraa kostutetaan
pensselilla.



5.1.1 Veitsen asettaminen

1. LoOyséa kuvassa nékyva veitsenpidikkeen yldosan vipu.

2. Liu'uta veitsi paikoilleen ja kirista vipu.

Kuva 18. Kiristysvipu ja veitsen liu’'uttaminen paikalleen.

Huom! Mikrotomin veitsi on erittdin terava, ja silla viiltad helposti sormeensa.
Kayta aina jarrua kun vaihdat veitsen.

5.1.2 Leike- ja trimmauspaksuuksien saataminen

1. Trimmaamiseen kaytetddn leikkausasetusta
Trim. Valitse Trim ohjauspaneelin naytolta
painamalla nuppia 1. S4ada trimmauspaksuus
pyorittamalla nuppia 1. Sopiva

trimmauspaksuus on 10 - 20um.

2. Leikkaamiseen kaytetddn leikkausasetusta

Feed. Valitse Feed ohjauspaneelin naytolta
painamalla nuppia 1. Saada leikepaksuus

pyorittdmalla nuppia 1. Sopiva leikepaksuus

on 3-5um.
Kuva 19. Ohjauspaneeli. Kulloinkin valittuna
oleva asetus nakyy naytélla tummennetulla
pohjalla.
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5.2 Trimmaaminen

Nayteblokit on trimmattava ennen kuin niistd voidaan tehda leikkeitd. Trimmaus tarkoittaa ylimaaraisen
parafiinin poistamista naytteen pinnalta. Blokki on trimmattu, kun naytealue paljastuu kokonaan parafiinin
alta. Alla on muutamia trimmaamista havainnollistava esimerkkikuvia.

1. Trimmaamaton blokki.
Naytealue on viel& parafiinin sisalla.
2. Trimmattu blokki.

Koko naytealue on paljastunut parafiinin sisaltd. Blokin pinta on
kauttaaltaan tasainen.

3. Epéatasaisesti trimmattu blokki.

Terd leikkaa blokkia vain osittain. Blokin pidike on 10ystynyt tai
sen sdatdja on muutettu.

4. Vaurioitunut blokki.

Blokin pidike on saadetty liian lahelle veitsenterad. Veitsi on
murtanut blokista kokonaisen palasen ohuen leikkeen sijaan.

Kuva 20.

Vasemmalla trimmaamaton blokki.

Keskella trimmaus on vield kesken; néytealue on viela osittain parafiinin sisalla.
Oikealla trimmattu blokki. Naytealue on paljastunut kokonaan parafiinin sisalta.



5.2.1 Trimmaamisen tydvaiheet

1. Aseta blokki pidikkeeseen kuvan osoittamalla tavalla.

Huom! Mikrotomin veitsi on erittain terava, ja silla viiltaa
helposti sormeensa. Kayta aina veitsensuojaa ja jarrua kun
vaihdat blokin tai pidat taukoa tydskentelysta.

Kuva 21. Blokin asettaminen.

2. Valitse ohjauspaneelin naytdlta Trim painamalla nappia 1.

3. Saada blokki sopivalle etaisyydelle veitsesta pyorittamalla varovasti
ohjauspaneelin nappia 2. Painamalla nappia blokki siirtyy aina yhden
valitun leikepaksuuden verran lahemmas teraa.

Huom! Ole varovainen ettei veitsi kolhaise blokkia. Blokki
voi murtua ja pahimmassa tapauksessa ndyte voi menna
kokonaan pilalle. Etdisyyden huolellinen saataminen on
tarkeda.

Kuva 22. Ohjauspaneeli.

4. Pyorita ohjauspyoraa itsestasi poispain suuntautuvalla liikkeella. Jokainen ohjauspydran pyérahdys
tuo blokkia yhden valitun trimmauspaksuuden verran lahemmas veista.

5. Kun veitsi osuu blokkiin, se alkaa leikata ja syntyy parafiininauhaa.

6. Katkaise syntyva parafiininauha katkaisuterdlla painamalla
katkaisuteran vipua. Jate valuu kuljetinsiltaa pitkin jatekoriin.

Huom! Trimmausvaiheessa kuljetinsillan on oltava (kuvan
23 mukaisesti) ylhdalla, jotta parafiininauha ei valu
lamminvesihauteeseen vaan parafiinijatekoriin.

Kuva 23. Nuoli osoittaa katkaisuteran
vipua. Kuljetinsilta on ylhaalla.



5.3 Leikkaaminen

1. Kun blokki on trimmattu, valitse Feed

ohjauspaneelin naytolta.

2. Aloita varsinainen leikkaaminen. Pydrita

ohjauspyorad niin leikkeité alkaa syntya.

Kuva 24. Onnistunut leike on valmis
siirrettavaksi lamminvesialtaaseen.

3. Kun saat leikattua hyvan leikkeen, nosta
kuljetinsilta vesihauteeseen nostamalla

kuvan nuolen 1 osoittamaa vipua.

4. Katkaise sitten leike Kkatkaisuteralla
painamalla nopeasti vipua 2. Leike liukuu

lamminvesihauteeseen.

5. Nosta kuljetinsilta nopeasti takaisin
paikoilleen, jotta lamminvesihauteen

lampdotila ei laske.

Kuva 25. Nuoli 1: kuljetinsillan vipu. Nuoli 2:
katkaisuterdn vipu.

Huom! Jos kylma vesi jaa valumaan naytteen kuljetinsiltaa pitkin lamminvesihauteeseen,
lamminvesihauteen lampdotila laskee ja kylméan veden lampétila nousee. Talldin leikkeet eivéat
endd avaudu kuljetinsillalla ja suoristu lamminvesihauteessa. Siksi on térkedd nostaa
kuljetinsilta pois lamminvesihauteesta heti sen jalkeen, kun leike on valunut sinne. Tarkkaile
lamminvesihauteen lampdtilaa lampotilansaatdyksikon naytolta.



6. Poimi leike altaasta objektilasille pensselin avulla. Pida leiketta hellasti paikallaan pensselin karjella.

Upota objektilasi veteen ja sieppaa leike lasille.

Huom! Kayta poimimiseen vain kuivaa pensselid. Poimiminen ei onnistu maralla
pensselillg, silla parafiini tarttuu siihen kiinni. Huolehdi myds siita, etté laadukas leike
ei repea tai rypisty kun siirrat sité objektilasille.

Kuva 26. Leikettd poimitaan objektilasille.

7. Tee lasille tarvittavat merkinnat ja aseta lasi kuivumaan.

8. Arvioi leikkeen lopullinen laatu, kun lasi on kuivunut.



54 Hyvan leikkeen kriteerit

v' Arvioi leikkeen laatua jo ennen kuin kaytat katkaisuterdda ja paastat leikkeen valumaan
lamminvesihauteeseen.
v Arvioi leikkeen laatu uudelleen sen kelluessa vesihauteessa. Lamminvesihauteen valo valaisee

leikkeen alapuolelta, jolloin laatua on helpompi arvioida.

v Leikkeessa ei saa olla ryppyja, reikia eika artefaktaa

v Leikkeen tulee olla ehja ja tasaisen ohut

v" Naytealueen tulee nakya kokonaisena

v Leikkeessa ei saa olla repedmia tai halkeamia eika siita saa puuttua osia
v' Leikkeessa ei saa olla paloja muista leikkeista tai roskia

v' Leikkeen ja objektilasin valiin ei saa jadda ilmakuplia tai roskia

Leike 1. Onnistunut leike, jossa koko naytealue on ehja, rypyton ja siisti.
Leike 2. Muuten onnistunut leike, mutta ndytealueella on ryppyja ja se on lasilla ylosalaisin. (vrt leike 1.)

Leike 3. Kauttaaltaan ryppyinen ja reikdinen leike. Nayte on myos trimmattu huonosti; osa naytealueesta
nakyy himmeampana. Leikkeessa nakyy myos artefaktaa.

Leike 4. Leikkeessa on raita-artefaktaa, joka johtuu sotkuisesta tai tylsasta veitsesta.

Leike 5. Leikkeen ja objektilasin valissd on ilmakuplia. Leikkeen poimiminen objektilasille on
epaonnistunut.



5.4 Ratkaisuja leikkaamisen ongelmatilanteisiin

Ongelma
Leikkeet ovat

paksuudeltaan epatasaisia

Leikkeet ovat ryppyisia

Leikkeissé on tdrindaaltoja

Leikkeet repeilevat
leikatessa

Leikkeissa on raitoja tai
naarmuja

Blokki leikkautuu vain
osittain tai viistosti

Leikkeet eivat suoristu

Taulukko 1. Ratkaisuja leikkaamisen ongelmatilanteisiin. Mukaellen Thermo Scientific Microm HM355S

kayttboohje 2009, 64.

Syy

Tylséa veitsi

Vaara leikkauskulma

Tylsé veitsi
Liian lammin blokki
Vaara leikkauskulma

Liian suuri leikkausnopeus

Liian suuri leikkausnopeus

Vaara leikkauskulma

Tylséa veitsi

Sotkuinen veitsi

Tylsa veitsi
Sotkuinen veitsi
Blokki on trimmattu
epatasaisesti

Blokinpidike on vaarassa

asennossa suhteessa veitseen

Kuljetinsilta on jaanyt
valuttamaan vetta
lamminvesihauteeseen

Ratkaisu

Vaihda veitsi (ks. luvut 5.1.1 ja 6.1)

S4ada leikkauskulma (ks. luku 4.2.3)

Vaihda veitsi
Kylmenna blokki
Saada leikkauskulma

Pyorita ohjauspyoraa hitaammin

Pyorita ohjauspydrad hitaammin

Saada leikkauskulma

Vaihda veitsi

Puhdista veitsi tai vaihda se

Vaihda veitsi

Puhdista veitsi tai vaihda se

Trimmaa blokkia kunnes sen pinta on

kauttaaltaan tasainen

Pyydéa opettaja sdatamaan pidike
oikeaan asentoon

Nosta kuljetinsilta ja odota etté

lamminvesihauteen lampotila nousee



6 Kun lopetat tydskentelyn

Kun olet lopettanut tydskentelyn, tee ensin seuraavat asiat.

v' Laita jarru paalle vaantamalla ohjauspydran alla oleva jarruvipu ylaasentoon. Tarkista, etta

ohjauspyora on lukkiutunut.

v/ Sammuta virrat ja irrota pistokkeet pistorasioista. Mikrotomin virtakatkaisin l16ytyy laitteen takaa.
STS-vesihaude sammutetaan lammonsaatoyksikdn etupaneelin virtanapista. Cool-Cut sammuu, kun

sen pistoke irrotetaan pistorasiasta.

6.1 Veitsen irrottaminen

1. Ldysaa nuolen osoittama vipu ja liu’uta sitten veitsi sivusuunnassa varovaisesti pois paikaltaan.

2. Laita kaytetty veitsi veitsikotelon pohjasta 16ytyvaan jatesailioon.

Kuva 27. Veitsen irrottaminen.
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6.2 STS-vesihauteen puhdistus ja huolto

Voit kayttaa apuna sivun 8 kuvaa ja luetteloa laitteen osista.

Huom! Kaikki irrotettavat osat tulee puhdistaa huolellisesti parafiinista. Irrotettavien
metalliosien puhdistukseen voi kayttaa parafiinin poistoainetta. Parafiinijatetta ei saa
joutua lavuaariin, silla se tukkii viemarit.

1. Nosta lamminvesihaude pois lammityslevylté. Kaada vesi lavuaariin. Huuhtele ja kuivaa.

3. Nosta jatesiivila pois kylmavesialtaan paalté. Puhdista ja huuhtele.
4. Irrota virtausletku kuljetinsillasta ja laita sen paa jateastiaan, esimerkiksi tyhjaan dekantterilasiin.
5. Tyhjenna kylmavesiallas jateastiaan pumpun avulla: paina lammonsaatoyksikén sinistd nappia

pohjassa. Pyyhi tyhjennetty allas kuivaksi paperilla.

Kuva 28. Jateastia ja virtausletku. Kuva 29. Tyhjennysnappi.



o

Irrota kylmavesialtaan pohjassa oleva pumppusuodatin imuletkusta. Puhdista suodatin parafiinista.

N

Irrota kuljetinsilta. Loysaéa veitsenpidikkeen yldosan oikealla puolella oleva vipu. Liu’uta

kuljetinsilta sivusuunnassa pois paikaltaan.

8. Puhdista kuljetinsilta parafiinistad. Puhdista katkaisutera ja sen takaosa erityisen huolellisesti.

9. Loysaa veitsenpidikkeen alaosan oikealla puolella oleva vipu. Liu’uta ja nosta veitsenpidikkeen
ylaosa pois paikoiltaan.

10. Loysaa veitsenpidikkeen alaosan vasemmalla puolella oleva vipu. Irrota veitsenpidikkeen alaosa

vetamalla se pois kiskoilta. Puhdista myds pieni jateritila.

11. Irrota ja puhdista jatekaukalo.

Lopuksi: Ala kokoa STS-vesihaudetta, vaan jata irrotettavat osat kuivumaan yon yli.
Na&in vesi ei aiheuta osien jumittumista toisiinsa.
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