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Zarys histologii

W rzeczywistosci zakres
zainteresowan histologii
bywa traktowany szerzej,

poza histologia 0gdlng
obejmuje tez histologie
szczegotowag (anatomie
mikroskopowg) - nauke

o0 mikroskopowe] budowie
narzadow oraz cytologie.

Histologia

rozwoj
budowa
funkcja

nauka
o tkankach




- Zzespot komorek i1 ich wytworow

TKANKI ZWIERZECE
- zwierzeta tkankowe

V

TKANKI ROSLINNE
- rosliny wyzsze

Podobne pochodzenie, budowa, przemiana materii

1

Przystosowane do okreslonej funkcji na rzecz catego organizmu




Technika histologiczna

Wykonanie trwatego preparatu histologicznego jest procesem
skomplikowanym.

Sktada sie on z szeregu ztozonych czynnosci prowadzgcych
do zachowania struktury tkanki najbardziej odpowiadajgcej je|

stanowi za zycia | uczynienia tych tkanek dostepnymi do
badan mikroskopowych.

Badanie mikroskopowe jest koncowym elementem procedury
nazwane] diagnostykg patomorfologiczna.




Cel'i zadania:

*Pobieranie materiatu

=Utrwalanie

»Ptukanie

=Odwadnianie

"Przeprowadzenie przez ptyny posrednie
=Zatapianie w parafinie

=Krajanie na mikrotomie
»QOdparafinowanie skrawkow

*Barwienie skrawkow




Utrwalenie

do utrwalania

tkanek uzywamy zapobiega
szeregu tzw. destrukcji tkanek
utrwalaczy — Q

10%formalina

(4%forma|dehyd)/

\

zabezpiecza tylko tkanke
przed zmianami jej
struktury, nie czyni jej
natomiast odpowiednio
~— twarda, by mozna jg byto \
krajac¢ na cienkie skrawki

zachowuje
strukture zblizong
do takiej, jaka jest

| w komorce zywej

3128




usuniecie z utrwalone;
tkanki resztek substancji
utrwalajgcych

zanurzenie utrwalonych
tkanek w alkoholu

0 wzrastajgcych stezeniach
poczynajgc od alkoholu 50%
az do alkoholu absolutnego
/




Przeprowadzanie przez ptyny posrednie

skrawki przepaja sie mieszaning
alkoholu absolutnego i ksylenu w stosunku 1 : 1

odbywa sie
stopniowo

skrawki przenosi sie do 2-3 razy zmienianego czystego ksylenu,
gdzie ostatecznie zostajg oczyszczone
z resztek alkoholu i ulegajg tzw. przeswietleniu




Zatapianie w parafinie

rozcienczona
w ksylenie parafina
tatwiej wnika do tkanki

po przepojeniu tkanek ksylenem
przenosi sie je do mieszaniny

ksylenu i parafiny w stosunku 1: 1
_—

tkanki przenosimy do czystej parafiny,
ktdra przepaja je gruntownie wypierajac
rownoczesnie resztki ksylenu




Zarys histologii

Krajanie na mikrotomie

Odparafinowanie i uwodnienie skrawkow

Barwienie

Zamkniecie w srodku konserwujgcym




Barwienie

przewdd wyprowadzajacy tkanka gruczolowa

5 komoérka tuszczowa
przewod wyprowadzajacy

tetnica wypefniona krwia
tetnica wypetniona krwia

6 ikanka gruczofowa
tkanka gruczolowa
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odcinki koricowe z wydzielina sluzowa

Ryc. 5-12 w identycznym powigkszeniu (100 x) na
tym samym materiale tkankowym, tzn. tkance tacznej
prowadzgcej naczynia krwionosne w §liniance pod-
zuchwowej, przedstawiaja osiem najczgsciej stosowa-
nych barwien histologicznych (dalsze szczegéty doty-
czace barwienia komorek i sktadnikéw tkankowych

zob. tab. 1 na s. 240).

Rye. 5. Barwienie hematoksyling i eozyna, w skrécie
H+E, jest zdecydowanie najczgsciej stosowanym rutyno-
wym barwieniem w histologii prawidlowej i patologicznej.

Ryc. 6. Barwienie hematoksylina zelazista wg Heiden-
haina bylo dawniej najczgsciej stosowana metoda w mi-
kroskopii $wietlnej do przedstawiania szczeg6téw cytolo-
gicznych, jak mitochondria, centriole i tonofilamenty
(por. ryc. 40 i 478).

Rye. 7. Metoda tréjbarwna wg Goldnera (zwana tez
Massona-Goldnera) uwypukla przede wszystkim taczno-
tkankowe wi6kna kolagenowe dzigki wybarwieniu ich na
kolor zielony w przeciwienstwie do cytoplazmy komoérek,
ktéra barwi si¢ na kolor czerwony do fioletowego.

Ryc. 8. Reakcja PAS (skrét od periodic-acid-Schiff,
czyli kwas nadjodowy — odczynnik Schiffa) barwi gliko-
gen oraz muko- i glikoproteiny na kolor czerwonofioleto-
wy. Tutaj szczeg6lnie wyraZnie widoczne sa odcinki kofi-
cowe gruczotu produkujace §luz (por. z ryc. 53, 168,
335). Jadra komérkowe dla kontrastu wybarwiono za po-
moca hemalaunu (rodzaj hematoksyliny).




Barwienie

przewod wyprowadzajacy tkanka gruczofowa

tetnica wypelniona krwia

Ryc. 9. Barwienie wg van Gieson jest réwniez tréjbarw-
ne i nalezy do najczesciej stosowanych barwieri rutyno-
wych w patologii, poniewaz dzi¢ki wyraznemu wybarwie-
niu wiékien kolagenowych na kolor czerwony pozwala na
szybka oceng liczby tych widkien, co jest bardzo wazne
W rozpoznaniu wielu proceséw chorobowych (widknie-
nie, stwardnienie).

Ryc. 10. Barwienie rezorcyno-fuksyna przedstawia wy-
tacznie widkna elastyczne w barwach ciemnofioletowo-
czarnych. Ten rodzaj wiokien musi by¢ specjalnie bar-
wiony (innym barwnikiem dla elastyny jest orceina), po-
niewaz Zzadne z normalnie stosowanych barwieri ich nie
uwidacznia. Jadra zostaty wybarwione za pomoca czer-
wieni jadrowej.

Ryc. 11. Barwienie bt¢kitem alcjanu (podobnie jak bte-
kitem astra) stuzy do specyficznego wykrywania kwas-
nych mukopolisacharydéw, ktére mozna zaobserwowaé
dzigki niebieskiemu zabarwieniu w kilku odcinkach koni-
cowych gruczotéw produkujacych §luz.

Rye. 12. Barwienie azan (pochodzi od nazw barwnik6w
azokarmin i anilinblau = blekit aniliny) jest klasycznym
barwieniem stosowanym w histologii i uwypukla przede
wszystkim widkna kolagenowe i retikulinowe oraz §luz
w réznych odcieniach niebieskiego.

tkanka gruczofowa  tetnica z blaszka sprezysta wewnetrzna
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Tabela 1. Barwienia

Barwienie

B Wiékna . .

Barwienie Jadra Cytoplazma kolagenowe Widkna sprezyste

H+E = hematoksylina — niebiesko- czerwona czerwone nie zabarwione lub jasno-

eozyna fioletowe rézowe

Azan = azokarmin — bfekit czerwone bladorézowo- niebieskie nie zabarwione (tylko w

anilinowy czerwona lub przypadku gestego utkania

stabo niebieska np. btony lub wigzadta

sprezyste: czerwone lub
czerwono-niebieskie)

Barwienie na witdkna elastycz- czerwone blador6zowa szare czarnofioletowe lub

ne (rezorcyna — fuksyna lub ciemnobrazowe

orceina) najczesciej w potacze-

niu z czerwienia jadrowa trwata

(dla zabarwienia jader)

van Gieson (hematoksylina ze- czarne zofta czerwone nie zabarwione (tylko w

lazista — kwas pikrynowy — przypadku gestego utkania

fuksyna kwaséna) np. btony lub wigzadta
sprezyste: zotte)

Metoda tréjbarwna wg Masso- brazowo- ceglasto- zielone nie zabarwione

na-Goldnera (hematoksylina czarne czerwona

zelazista — ponceau — fuksyna

kwasna — azofloksyna —

zielen jasna)

Hematoksylina zelazista wg niebiesko- — — jasnoszare

Heidenhaina (szczegdlnie przy- czarne

datna dla przedstawienia orga-
nelli oraz poprzecznego praz-
kowania w mig$niach)




Czas, a badanie

Nie nalezy nigdy podczas przygotowywania preparatow
dazy¢ do zbyt szybkiego ich wykonania - nie opracowywac
metod skroconych, bo prowadzg one z reguty do niesolidnej,
bezwartosciowej pracy.




Etapy preparatyki

Etapy preparatyki w mikroskopii wietlnej Etapy preparatyki w mikroskopii elektronowej

skrawek y
pod szkielkiem nakrywkowym w 7 bi . skrawki gotowe do
obieranie $rodku zamykajacym, np. balsamie @ pobieranie 8 H
Fi)ywei tkanki Kanadyjskim (prepa,alnigwavy) : ~—7 zywej tkanki [mlkroskopowama
P hYd 1=
— lL oifvadiiari bt pobrany fragment tkanki @ [ kontrastowanie dodat-
o xlzra:;:mi Wha t°_ olac ] kowe (barwienie) na-
jgcych stezeniac : 5 fozonych skrawkow
pobrany fragment tkanki L Keicigta (rep: wtraclenkich

menty tkanki
przeznaczonej

P2
uamienie skrawkow

- do utrwalenia
[ dociete frag- nawodr_'nienie w al_koholach utrwalanie;
menty tkanki Rimalelgey SigeniasH np. w glutaraldehydzie
przeznaczonej e krojenie ultracienkie
do utrwalenia =F za pomoca noza szklanego
1 odparafinowanie - plukanie tkanki | lub diamentowego, natozenie
w ksylenie w buforze wooi] skrawkow na siateczki
miedziane
utrwalanie, . x kontrastowanie (barwienie) tkanki

np. w formaldehydzie

4

odwadnianie w alkoholach
o wzrastajacym stezeniu

L

zatopienie, np. w parafinie
lub paraplascie

Rl

gotowy bloczek
parafinowy

w catosci (kontrastowanie w bloku)
~3-

| skrawek nalozony na
i wysuszony

odwadnianie w alkoholach
o wzrastajacym stezeniu

3
przepojenie tkanki
niepolimeryzujaca zywica

R
zatopienie w zywicy (np. zywicy
epoksydowej, jak Epon lub Araldit), |
| polimeryzacja w 60°C ‘

h Y4

krojenie na mi-
krotomie z no-
zem stalowym

gotowy
spolimeryzowany
bloczek zywicy

T

bloczek zywicy w uchwycie
i dociety do krojenia

Ryc.kl.‘ Sghcmat blokowy nastgpujgcych po sob}ie. etapow preparatyki koniecznych, aby ze §wiezo pobranej tkanki
uzyskac zabarwiony skrawek histologiczny (grubosci 10 ym) przygotowany do mikroskopii $wietine;. Ryc. 2. Schemat blokowy nastgpujacych po sobie etapéw preparatyki koniecznych, aby ze §wiezo pobranej tkanki

uzyskaé ultracienki skrawek (grubosci 50 nm) ostatecznie przygotowany do mikroskopii elektronowej.




Ryc. 4. Poréwnawcze przedstawienie obrazéw w mikroskopie $wietlnym (a) i elektronowym (b) tego samego peche-
rzyka surowiczego z trzustki szczura ilustruje réznice pomigdzy okresleniami ,,powigkszenie” i ,,rozdzielczo$¢”. Chociaz
oba zdjgcia wykonane sa w identycznym powickszeniu koficowym 2 700 x , na zdjgciu z mikroskopu Swietlnego (lewym)
poza jadrem (1), ziarnami wydzielniczymi (2) i $wiattem pecherzyka nie mozna rozpoznac zadnych dalszych szczeg6tow
cytologicznych. Zdjecie mikroskopowo-elektronowe (prawe) wykonano przy duzo wigkszym powigkszeniu pierwotnym
(dajacym wieksza rozdzielczos¢) i dlatego wida¢ dodatkowo rozne inne organella, jak mitochondria (3), i duza liczbg
uporzadkowanych poktadéw cystern siateczki srodplazmatycznej ziarnistej (4). Wyrazniej i bardziej kontrastowo wi-
doczne sa takze chromatyna jadrowa i granice naczyi wlosowatych.




Badanie histopatologiczne

badanie mikroskopowe
materiatu cytologicznego
(komorkowego) lub
histologicznego (tkankowego)

pobranie materiatu roznymi metodami

laboratoryjne techniki przygotowania oceny pobranego materiatu




Techniki pobierania materiatu

=Cytologia ztuszczeniowa

»Biopsja aspiracyjna cienkoigtowa (BAC, punkcja)
*Biopsja gruboigtowa (oligobiopsja)

*Biopsja wiertarkowa

*Biopsja otwarta

*Biopsja srodoperacyjna (badanie dorazne, intra)




Laboratoryjne techniki przygotowania pobranego materiatu

Dreparaty sarvione

Dreparaiy mreZone
[0ZIneEr”

Zarowno przygotowanie, jak i ocena preparatow jest
dokonywana przez histopatologa.




Preparaty barwione

Preparaty barwione (wykonywane w tzw. trybie zwyktym) - tg
technikg uzyskuje sie najlepszg jakosSC preparatu
histopatologicznego. Dzieje sie to kosztem czasu
potrzebnego do przygotowania preparatow - kilka dni.

Jednak tak przygotowany preparat histopatologiczny
pozwala na tatwiejsze 1| dokfadniejsze odroznienie
poszczegolnych elementow komorkowych czy tkankowych.

Niekiedy, dla uzyskania dodatkowych informaciji, pobrany
materiat do badania poddaje sie dodatkowym technikom
laboratoryjnym np. Immunohistochemicznej. Moze
to wydtuzac czas przygotowania preparatu.




Preparaty mrozone

Preparaty mrozone (wykonywane w tzw. trybie doraznym,
Intra, badanie srodoperacyjne) - przygotowanie preparatow
tkankowych w ten sposob, pozwala na postawienie diagnozy
w ciggu kilku minut od chwili pobrania materiatu.

Odbywa si¢ to jednak kosztem jakosci preparatu, ktorego
ocena jest trudniejsza anizeli preparatu barwionego. Stad,
w przypadku takich nowotworéw jak chtoniak, czerniak,
miesak, trudnych do oceny srodoperacyjnej (podczas
zabliegu operacyjnego), jak I w kazdym innym watpliwym
przypadku, ostateczng odpowiedz co do charakteru guza
otrzymuje sie po wykonaniu badan w tzw. trybie zwyktym.




Rozmaz

Materiatem jest wydzielina, ptyn lub aspirat uzyskany
Z biopsji cienkoigtowej.

Materiat cytologiczny rozmazuje sie bezposrednio na
szkietku podstawowym, ktore zanurza sie w utrwalaczu,
nastepnie barwi | oglgda pod mikroskopem.




Czemu stuzy badanie?

Wstepem do kazdego postepowania leczniczego jest zebranie, za
pomocg dostgpnych metod diagnostycznych, mozliwie jak najWIQkSZGJ
llosci informacji o chorobie nowotworowej.

Szczegoblne znaczenie, wazne dla wyboru metody leczniczej, rozlegtosci
zabiegu operacyjnego i rokowania, ma ustalenie typu histologicznego
nowotworu | stopnia jego ztosliwosci.

W niektorych przypadkach wystarcza tylko stwierdzenie obecnosci
komorek nowotworowych (bez okreslenia typu) dla podjecia dalszych
decyzji terapeutycznych.

Wspoiczesne zasady onkologii zabraniajg podejmowania decyzji
terapeutycznych bez rozpoznania histopatologicznego. Lekarz musi
zatem dgzyc do ustalenia rozpoznania histopatologicznego. Do tego celu
uzywa jednej lub kilku metod diagnostycznych.

Na wybodr rodzaju badania zasadniczy wptyw majg takie czynniki jak:
podejrzewany typ nowotworu, rodzaj naktuwanej tkanki, osiggalnosc
guza, uzycie miejscowego lub ogdlnego znleczulenla metoda
operacyjna w przypadku stwierdzenia nowotworu.
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