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UYOD U HISTOLOGIJU

HISTOLOSKI LABORATORIJ I HISTOLOSKE TEHNIKE

- osnovni cilj 1 svrha histoloSkih tehnika je pripremiti i obojiti tkivo tako da se dobije
Sto vierniji prikaz staniénih elemenata uz $to manji gubitak strukture

- Red postupaka u histoloSkom laboratoriju:
I. preuzimanje materijala (priprema za procesuiranje)
2. Fiksiranje tkiva
3. Dehidriranje tkiva
4. Uklapanje tkiva(procesuiranje)
5. Rezanje. bojenje i pokrivanje preparata

- najvaznije je zapamtiti da se radi o jedinstvenom materijalu koji je najéescée neponox ljiv (ne
moze se ponovo uzeti identiéni uzorak tkiva) te ga treba pazljivo tretirati da se ne uniéti

VRSTE MATERIALA

A) biopti¢ki materijal

B) endoskopski rnateriial (sitni komadiéi. najcesée  sluznice probavnih organa dobivene
wastroskopijom i kolonoskopijom)

() materijal sa obdukeija

Dy tkivo eksperimentalnih Zivotinja

PODJELA MATERIJALA PO REDU VAZNOSTIL.

[ intraoperativae (hitne) hiopsije

2. rutinske biopsije~ operativii uzorci
3. obdukcijski materijal

4. eksperimentalni materijal

I Intraoperarivine (hitne) hiopsije
- patolog preuzme uzorak doncsen direkino iz operacijske sale. a tehnidar zapisuje opis
uzorka i odmah izraduje preparat
20 Rutinske biopsije i operativai uzorci
- patolog preuzima materijal. a tehnicar zapisuje opis materijala. biljeZi na¢in ortjentiranja |
posebne zahtjeve u obradi i bojenju

3. Obdukeijski materijal
ne mora biti odmah obraden. manje je zahtjevna obrada

1. Eksperimentalni uzorci
- nizeg su reda hitnosti. zahtevaju vrlo usku suradnju patologa i tehnicara



1) PREUZIMANILE MATERIJALA

- u preuzimanju suraduju lijecnik patolog i tehnic¢ar laborant

- patolog diktira tehnic¢aru opis primljenog uzorka tkiva. uzima uzorke koji su
najpodobniji za obradu te objasnjava tehnic¢aru na koji nac¢in Zeli da se uzorci obrade i
koja posebna bojenja treba provesti

- svaki materijal treba pratiti odgovarajuca uputnica s osobnim podacima pacijenta,
dijagnozom 1 vrstom uzetog materijala uz potpis operatera

2) FTIKSIRANJE TKIVA

- upotrebljavaju se kemikalije koje zovemo fiksativi, a vecina tkiva u laboratoriy dolaze
u fiksativu. osim onih koja se obraduju svjeza (npr. tkiva za hitne biopsije)

- neadekvatno ili slabo fiksirano tkivo ne moze proé¢i postupak obrade 1 izgubljeno je za
analizu

- Pravild fiksacije: fiksativa mora biti u dovoljnoj koli¢ini(20 puta vige od volumena
tkiva koje se fiksira). najprije se u posudu stavlja fiksativ, a potom tkivo, posuda u
kojoj se tkivo fiksira mara biti dovoljno velika da ne dode do deformacije tkiva.
fiksativ sc viemenom trosi pa kod velikih komada tkiva ga treba promijeniti nakon 24
sata, prevelika koncentracija fiksativa moze “sprziti” materijal pa treba paziti na
pravilno razrijedenje, tkivo treba ¢im prije staviti u fiksativ da se sprijece procesi
raspadanja. posuda mora biti adekvatna za transport. treba paziti na otvor posude jer
neki fiksativi dovode do skvréavanja. a drugi do Sirenja tkiva pa se materijal ne moze
izvaditi

NAJCESCI FIKSATIVI:
a) Formalin (40%vodena otopina plina formaldehida) - najéesce se koristi 10% formalin-
koristi se za sva tkiva. postoje slijedeci oblici: nepuferirani. neutralni. puterirani i Kaisering
(za muzejske preparate-fiksira se oko 14 dana)
- nepuferirani stvara talog. puferirani ne stvara talog pa je bolji za stani¢ne detalje
b) Glutaraldehid - koristi se uglavnom za tkiva u elektronskoj mikroskopiji. koristi se
puferiran
¢) Zivin klorid — najbolji fiksativ za hematopoetska i retikuloendotelna tkiva
d) Kalijev dikromat- pogodan je za histokemijske reakcije
e) Osmijev tetroksid- vrlo je skup, koristi se gotovo iskljucivo u clektronskoj mikroskopiji, za
pojedinaéne stanice i male uzorke tkiva
t) Trikloroctena kiselina- koristi se za dekalciniranje okostalih tkiva
- osim njih rijede se koriste kromna kiselina. pikrinska kiselina. etilni alkohol 1 aceton.
obi¢no u kombinacijama s drugim fiksativima

FIKSIRANIE PARAMA

- Koristi se kod smrznutih rezova sviezeg thiva. ne  upotrebljava se u rutinskoj
upotrebi. veé za histokemijske reakceije 1 tada se najéesce koriste pare formaldehida

FREEZE-DRYING (su$enje smrzavanjem)
- Postupak koji zamijenjuje fiksaciju, potrebna je skupa tchnika pa se ne Koristi u rutinskom
racdu



3) DEHIDRACTIA

Tkivo prije uklapanja u parafin treba dehidrirati 5to se obicno provodi etiinim

alkoholom sve vece koncentracije (uzlazni red) —~ zapo€inje se sa 70% (50% kod vrlo

osjetljivih tkiva). nastavija sa 90% te potom 100%

- svaki se alkohol mijenja tri puta i u svakoj otopini tkivo stoji 1-2 sata (za uzorke tkiva
debljine do 7 mm. za veée i deblje dehidracija traje duze)

- lza postupka dehidracije. a prije uklapanja u parafin. uzorci tkiva se stavljaju u
intermedij koji sluzi za bistrenje

- Najbolji su kao intermediji: henzen, toluen i ksilen, te derivali jestivog ulja

- Benzen se najrijede koristi jer je izrazito toksican. dok su toluen i ksilen manje toksicni
pa se najéesde Koriste. naravno uz odgovarajuce mjere zastite

- Derivati jestivog ulja su najmanje toksicni. all najskuplji i tehnicki kompheiran za

upotrebu pa se ne koriste rutinski

4) IMPREGNACIIA PARAFINOM [ UKLAPANITE

- Vrijeme prozimanja parafinom je izrazito vazno. jer ukoliko se tkivo provede kroz premali
broj promjena parafina. uzorak ¢e ostati sirov te se nece modéi rezati i pripremiti za oCitavanje
- bitna je i vrsta tkiva. gusta tkiva (npr.mozak) zahtjevaju dvostruko duze vrijeme prozimanja
parafinom od jetre ili bubrega. dok tkiva koja sadrze mnogo krvi zahtjevaju krace vrijeme
prozimanja

-veéina intermedija zahtjeva 2-3 promjene paralina

- proces prozimanja parafinom najcesce se odvija pomocu urcdaja za procesuiranje
liistokineta u kojem se u kogarice ili kazete stavljaju uzorei tkiva koji se kroz rupice na
kodaricama (kazetama) prozimaju kemikalijama

UKLAPANIE
- prenodenje proZetog tkiva u tekudi parafin koji se nalije u kalup te se hladenjem pretvara u
kocku ili blok
- tkivo se utiskuje u kocku paralina dok je on jo§ tekuci
- potom se kocka oznaci naljepnicom na kojoj je napisan broj uzorka
- nakon toga se kocke stavljaju u frizider na hladenje i kad se u potpunosti ohlade s njih se
skida kalup 1 potom se rezu

5) REZANJE. BOJENJE 1 OCITAVANIE
- da bi se tkivo moglo gledati pod mikroskopom treba ga u€initi prolaznim za zrake svjetlosti
(kod

svictlosnog mikroskopa) ili snop elekirona (kod elektronskog mikroskopa)
- osnovni cilj je izraditi jednoliki. tanki preparat, bez pukotina I pruga
- preparati sc rezu na uredaju koji se zove mikroton
- mikrotom se sastoji od drzaca preparata

(stoli¢a). drzaga noza s nozi¢em te naprave koja omogucava priblizavanje preparata nozicu
- debljina reza morala bi sc kretati oko 4 mikrona. dok se jako celulama tkiva (npr. limfni
Evorovi) rezu na 2 mikrona
- tipovi mikrotoma: rotacioni. klizni (najcesci). vibracioni (za histokemiju i
imunohistokemiju). mikrotom za smrzavanje ili kriostat (u postupku se koristi tekuci dusik-
smrzavaju se tkiva za intraoperativne biopsije na -40 C). ultramikrotom

(za izradu vrlo tankih rezova- obi¢no u znanstvene svrhe)



SMRZNUTI REZOVI

_ ova tehnika upotrebljava se kad je potrebno hitno izraditi preparat ili kad treba dokazat
neku tvar ili staniéni element koji se rutinskom obradom gubi (npr. masti. enzimi, antigeni)

- u rutinskom radu ¢esto treba hitno izraditi preparate tijekom operativnog zahvata. a takve se
biopsije nazivaju intraoperativae i\ itie biopsije

- 7a izradu rutinskih preparata potrebno je najmanje 24 sata. dok se hitni preparati izraduju u
vremenu od 3-13 minuta. kriostatskom tehnikom

- pregledom hitne biopsije potrebno je odgovoriti na pitanja je I tumaor slo¢udan ili
dobroc¢udan. dopire li do rubova wzorka ili se §iri izvan granica uzorka

- danas se tkiva mogu prije smrzavanja podvrgnuti djelovanju fiksativa koji u kratkom
vrement unistavaju virus HIV-a

_ tkiva se moraju smrzavati brzo. jer sporo smrzavanje dovodi do stvaranja velikih.
nepravilnih kristala koji kidaju tkivo

- brzo smrzavanje postize se primjenom tekucey dugika. ugljik-dioksida ili suhog leda

_ tehnika rada: smrznuto tkivo s¢ pomocu vode i1 zelatine lijepi 7a stolic. smrzavanjem se
fiksira za stoli¢ te potom reze pomocu smrzavajuceg mikrotoma

- postoje debljine rezova: ultratanki (30nm), polutanki (0.5-2.u) te tanki (10 u)

- kriostatski rezovi potom se pohranjuju u plasti¢no) posudi u frizideru

BOJENJE U HISTOPATO LOGIN

- rutinsko bojenje koje se upotrebljava u histopatologiji za prikazivanje jezgre i citoplazme
naziva se “hematoksilin-cozin il HE-metoda

- lom metodom jezgre se boje plavo. a citoplazme puzicasto

- hematoksilin je prirodna boja ekstrahirand iz drvela. o da bl postao upotrebljiv mora se
oksidirati u hematein

- kako bi postao boja za jezyre hematein se mora vezati s metalima
(al\.lminijem.kromonxieljezom)

- najcesce se upotrebljava hematein vezan s aluminijem ie nastaje kompleks hemalaun

- u histokemiji postoje Fazlidite otopine hemalauna kao §to su Mayerova, Harrisova,
Lilliejeva, Hansenova

_ ,a rutinsko bojenje operativiog materijala upotrebljava se Harrisova otopina, a za
obdukeijski materijal Mayerova

- sve otopine osim Lilligjeve moraju se mijenjati svakl tjedan jer s¢ koli¢ina hemalauna
smanjuje uslijed vezivanja na tkiva

_ hemalaun je boja koja “dozrijeva’ te nakon pripreme mora “odlezali” na svijetlu najmanje
14 dana

_7a razliku od hematoksilina. cozin je umjetna boja koja se verze za komponente citoplazime
te daje citoplazmi suckasto-crvenu boju

- osim najedceg HE bojenja koriste se i druge metode. npr. Giemsa za prikaz karakteristika
jezgre | citoplazme. Feulgeneova reakeija za prikaz jezgrine DNA. Kernechtrot kojim se
jezare boje crveno

_ ostale metode za bojenje jezgara: modificirani cresyl fast violet. azure-eozin. Jonesov

srebrni metionin, argivofilna tehnika bojenja(sa srebrom)
METODE BOJENJA ZA'V EZIVNO TKIVO

- najéedce koridtene metode bojenja za prikaz vlakana veziva: Van Gieson. Masson trikrom
metoda(Matlory). Pinkusovo bojenje s kiselim orceinom i Giemsom (za kozu). Gomory (za

retikulinska viakna).oreein(za elastiéna viakna). Giemsa(za vezivo, bakterije i kodtanu si7)



a)

HISTOLOGIJA
(NAUKA O TKIVIMA)

SEPITELNA TKIVA

Epitelno tkivo je prvo 1 osnovino thivo koje se javlja u najranijem embrionalnom
razvoju
gradeno je od stanica koje su gusto poredane u zatvorenom smjedtaju. a rasporedene
su u jedan il vise slojeva stanica
slobodna povrsina epitelnih stanica okrenuta je prema vanjskom sv ijctu (npl koza) il
prema lumenu Supljeg organa (npr. crijevo. dudnik) N T
ispod epitelnih stanica nalazi se bazalna membrana koja prifjeze uzveziviu podlogu (
Kad tumorsko tkivo nastalo u epitelu probije bazalnu membranu. karcinom prelazi iz in
situ stadija u invazivai karcinom koji ima sposobnost stvaranja metastaza)
Razlikujemo 3 vrste cpitela: a) pokrovni

b) zljezdani

¢) usjetni
POKROVNI EPITI-L

pokriva povrsinu tijela te sve slobodne povrsine u unutrasnjosti tijela. sliti tijelo
mehanicki od odtecenya. te od isusivanja i drugih $teinih utjecaja

Kod pokrovnog epitela razlikujemo tri osnovna tipa stanica: plocaste. kubicne i
cilindricne te prijelazne (mogu biti rasporedene u jedan sloj ili vise slojeva)
Jednoslojni plocast epitel oblaze npr. najmanje izvodne kanale Zlijezda. zaviéne
zracne kanalice w alveole

specijaint oblici jednoslojnog plocastog epitela su endote] | Jsou Lljblglm I\l\(m zile
unutarnju povrsinu srea). mezotel (oblaze popluénicu na. pdk-%mrrﬁ e
mezenhimni epitel (oblaze zglobne ¢ahure 1 ovojnice mozya)

Mnogoslojni plocast epitel je najieséi i najolporniji. kao koza se nalazi na pOVISIN
tjcla.a oblaze 1usnu Supljinu. zdrijelo. jednjak. glasnice i rodnicu

- Jednoslopi cilindriéni epitel oblaze probavni sustav od zeluca do anusa. lumen jajovoda te

maternice

Mnogoslojni cilindri¢nt oblaze vece odvodne kanale Zlijezda e dio uretre
Viseredni cilindri¢ni epitel s trepetiljkama poscbna je varijanta cilindricnog epitela
koji oblaze najved¢i dio disnoy sustava

Prijelazni epitel oblaze najvedi dio mekracnog sustavia

by ZLIEZDANT EPETEL

Specijaliziran je za funkceiju sekrecije

epitelne stanice imaju sposobnost da sintetiziraju i izlucuju tvari Koje nazivamo sekreti
(npr. hormont) koje organizam treba za svoje potrebe ili ekskrete .produkte razgradnje
koji s¢ odbacuju

) OSTETNI EPITTE:L i )

\
- sastavni dio osjetnth organa L&«Q Wy

POTPORNO TKIVG

Zajednicki naziv za sva tkiva koja v organizmu imaju mehanickue ulogu



- Sva potporna tkiva izgradena su od dviju razlicith elemenata- stanica i medustanic¢ne
tvar
Podjela potpornih tkiva zasniva se na svojstvima medustaniéne tvari pa raztikujemo:
a) VEZIVNO TKIVO
b)Y HRSKAVICNO TKIVO
¢) KOSTANO TKIVO

A) VEZIVNO TKIVO
- povezuje kosti u obliku ligamenata 1 zglobnih ¢ahura. obavija misi¢e i spaja ih s
kostima. ¢int stromu unutar epitelnth organa

Stanice vezivnog tkiva: fibrociti. histiociti. leukociti. mastociti. mezenhimske stanice.

plazma stanice. masne i1 pigmenine stanice

Medustanicna tvar
- lzmedu stanica nalazi se medustanicna tvar. sastopn se od vesiviili viakana i amorfie
fvari
a) vezivna viakna djele se u i skupine:
kolagena
retikularne
elasticna

- kolugena viakna su najrasprostranjeniggsasts SRS REAVRTT. PreleZno su
eradene od bjelancevine kolagena (zbog \|70u!m1),gmul,e1\ulm¢w—-»u+d-e&ﬂc kolagena
viakna pokazuju dvolon) formiraju snopove

- Pesedateoprsaro S vista kolagena (tp T-najeeséi. up H-uglavnom u hrskavier. tp HI-

najcesce zajedno s tipom Lotip [V- u bazalno] membrani. tip V-papmanje-prondess:
nalazi se takoder u bazalnoj membrani)

refikalarna vlakna- vrlo tanka. tvore mrezu, otporna na kiseline. luzine 1 vreiu vodu. iz

njth mogu nastati kolagena viakna. pa se retikularna jod navzivaju prekolagena viakna
- nalaze se v retikularnom tkiva- imMi ¢vorovis slezena. kostana sr2)
- elasticng viaknea- tanja su od kolagenih. ne formiraju snopove. imaju izrazito veliku
clasti¢nost. rastezanjem se mogu produljiti 100-130%. nalaze se u plucima |
stijenkama krvnih zila srca

- amorfna fvar- ispunjava prostor imedu staniea 1y lakana. sastofi se od asnovae rari o
tivie tekudine

- Osnovm ivar ¢ine glikozaminoglikani 1 strukturni ehikoproteint (fibronektin, laminin 1
hondronektin)

- Tkivna fekucina je transudat krvoe plazme. sadizi bjelan¢evine. hormone i produkte
metabolizma
preko nje hranjive tvari dospijevaju iz kevi do stanica, o produk i stanica dospijevaju u
kv

PODIELA VEZINVNOG TRIVA
Vezivino tkivo dijeli se na: ) neformivano (rahlo 1 gusto vezivino thivo)

b) formirane (tetive. [tbrozne membrane)
¢) vezivno (Kivo s posebnim svojstvima - (clasueno tkivo. masno tkivo. pigmenmo tkivo)

.7



By HRSKAVIONO TRIVO
- razlikujemo: hijalinu. elasticnu i veziviu hrskavicu

) KOSTANO TKIVO
- gradeno je od kostanih stanica (osteoblasti- stvaraju kost. osteoklasti- razaraju kost) i
medustaniéne tvari

MISICNO TKIVO

- (z i ) #

sastoji se od viakana koja imaju  izraZenu sposobnost kontraketje

- S obzirom na gradu. inervaciju i na¢in kontrakcije. misicno se tkivo djeli na;
a) glatko, b} skeletno i ¢) sréano

- a) glatko misicno tkivo: nalazi se v organima koji nisu pod utjecajem nade volje. nego
autonomnog zivéanog sustava. npr. zeludac. erijeva. dusnik. mokracni mjehur
- h) skeletno misicno tkivo: specijalizirano je za kratkotrajne snazne kontrakeije. to su
npr. misici lica i vrata. oit. misiéi jezika i jednjaka
- ¢ sréano misicno tkivo: specijalizirano je za snazne riimiéne kontrakeije

ZIVCANO TKIVO

- izgraduje sredisnji 1 periferni zivéani sustay
- sastoi se od:
1) Zivcanih staica. 2 Fiveanih viakana v 3 newroslije

1) Zivéane stanice: izeraduju sivu supstancu sredisnjeg Zivéanog sustava 1 ganglije
- 2j Fivcana viakna: izgraduju periferne zivee 1 ziveéane puteve (bijela supstanca)
-3 newroglija: vrsi potpornu ulogu i sudjeluje uizmjeni tvari u Zivéanom tkivu (Sini

oko 30% volumena mozgu)
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a) fiksaciju | \‘.nuccsu'n".\njc tkiva
b) metode demaskiranja antigena
¢) agense 1 metode bojenja

d) znanje 1 iskustvo osoblja

e) ofitavanje rezultata

PROTUTLIELA

~ pripadaju skupini imunoglobuling koji se stvaraju kontakiom imunolodkog sustava sa
straniim tvarma (antigenima) 1 imaju sposabnost vezivanja na antigene kojl su
1zazvali njihovu sintezu

VRSTE IMUNO GLOBULINA

a) H\/’H,JNOGLOBUL\N G- ¢ini tr Cetvrtine svib imunoglobulina u ljudskoj krvi
_ osnovna mu je funkeija neutralizacija virusa i pakterijskih roksina te pospjeéi\fanje
fagocitoze ' '

b) H\"]l,.‘iN(f)GL()BL’?'\,h\'l A - drugi je po Kolicini u plazmi i prviu vanjskim

scL\‘rct'm'm(slim\. SuzZe. \fz-\g.inulni sekret. pronhaln sekret)

_ psnovna mu je uloga zaslita mukoznih povrsing (sluznica) od virusai bakterija

¢) IMUNOG LOBULIN M- glavno protutijelo u primarno] reakciji

d) H\/IUNQ('}L(,)BUUN D- nalazi se u fragovima u serumu



) IMUNOGLOBULIN I~ najmanje zastupljen. sudjeluje u alergijskim reakcijama

- postoje MONOKLONALNA i POLIKLONALNA protutijela

- poliklonalna su imunohistokemijski razli¢ita i veZu se na razli¢ite epitope na molekuli
antigena

- monoklonalna su imunohistokemijski identi¢na i vezu se na jedan specificni epitop
na antigenu

- uproizvodnji poliklonalnih antitijela koriste se Zivotinje (kuni¢i.koze) kojima se u
kozu unese antigen te njihov organizam tada stvara protutijela koja se potom uzimaju
iz krvi zivotinge

- u proizvodnji monoklonalnih protutijela Koriste se misevi kojima se u trbudnu supljinu
ubaci antigen te se potom skuplja ascites sa protutijelima

AFINITET PROTUTLIELA
- Razlikujemo unutradnji i funkcijski afinitet- unutradnji se odnosi na spectficnost. a
funkcijski na ja¢inu vezivanja antigena i protutijela

KRIZNA REAKTIFNOST
- nastaje kad su na dva razli¢ita antigena prisutni isti epitopl (mjesta vezivanja). pa
protutijelo moze reagirati i sa normalnim tkivnim proteinima

RUKOVANJE I POHRANA PROTUTLIELA

- Za pohranu je bitno voditi ratuna o temperaturi i nacinu ¢uvanja — vedina protutijela
pohranjuje se na temperaturi od 4-8°C. dok se razrijedent serumi 1 frakeije imunoglobulina
cuvaju na -20°C

- posuda za uvanje ne smije imati $Vejsivo apsorpeije proteing

OSNOVNI PARAMETRI U IMUNOHISTOKLMII
1) Titar protuijela-definira se kao najvece razrijedenje antiseruma s optimalnim

obojenjem preparata
ako je titar protutijela konstantan. protutijela visokog afiniteta reagiraju brze s tkivinm

antigenima od onih s niskim alinitetom 1 intenzivnije se boje u kracem inkubacijskom
razdoblju

2) Razrijedenja profutijelu
~ Proizvodaci obi¢no nude unaprijed razrijedene otopine ili preporucaju omjer
razrijedenia uz optimalnu temperaturu i vrijeme inkubacije

3) Urijeme inkuhacije
- najprije je potrebno odrediti optimalno vrijeme. jer ako ono nije konstatno moze uzrokovati
velike varijacije u kvaliteti i intenzitetu reakeije. a potom se odreduje optimalno razrijedenje

e
- o2

) Lemperatura inkubacije
- ravnoteza izmedu antigena i protutijela najbolje se postize na temperaturi od 37°C.a
moze se primijeniti i teperatura od 4°C v kombinaciji s duzom inkubacijom ili
inkubacijom preko noci
- preparati inkubirani duze vrijeme na 37°C moraju se pohraniti u vlaznoj komori da b
se sprijecilo isusivanje
- visa temperatura inkubacije dozvoljena je za veda razrijedenja protutijela



NAJCESCE KORISTENT TKIVNI ANTIGEN]

1) intermedijalni filamenti (citokeratin- za epitel. vimentin- za vezivo. dezmin- za misicno
tkivo. GFAP- za gliju u mozgu i NF- neurofilament za zivéana viakna)

2) epitelni antigeni: citokeratin. EMA (epitelni membranski antigen)

3) misiéni antigeni: dezmin. mioglobin. aktin(za glatke misice)

4) vaskularni (krvozilni) antigeni: faktor VIIL CD 34 CD 31

3) izoantieni krvnih grupa: ulex-lecitin

6)-antigeni za zivéano tkivo: S-100. NSL(neuron specilicna enolaza). NI. GFAP

7) histiocitni antigeni: CD 68, altal-antitripsin. alfal-antikimotripsin

8) ostali antigeni: M1C-2(genski produkt). antigeni bazalne membrane. p S3(tumor supresor
gen

PRIMJERI BOJENJA U IMUNOHISTOKEMILJI

1. CITOKERATIN: epitelni tumori, mezoteliomi. rabdoidni tumort. epiteloidni sarkomi
2 DEZMIN: tmori skeletne. sréane i glatke muskulature

3. FAKTOR VIII: benigni vaskularni tumori. hemangioendoteliomi

4.$-100: benigni i maligni tumori Zivcanih ovojnica. hondrosarkomi. neki hiposarkomi

MOLEKULARNE TEHNIKE U PATOLOGHI

- U laboratorijima klinickih ustanovau standardnoj upotrebi je nekoliko metoda koje se
temelje na hibridizacijskim tehnikama
- primjeri su : a) FILTER HIBRIDIZACLIA
by IN SITU HIBRIDIZACLIA

a) FILTER HIBRIDIZACHIA

- to je metoda hibridizacije nukleinskih kiselina
- postupak: ciljna DNIC ekstrahira se iz tkiva i prenese na nitrocelulozu ili najlonski filter
(taj postupak moze biti izravan - kad je potrebno poznavati velicinu frakcije nukleinskih
kiselina) ili neizravan(kad to nije potrebno)
potom slijedi hibridizacija vezanjem proba nukleinskih Kisclina obiljezenih radionukiidom
- filter hibridizaciju je najbolje izvoditi na svjezem tkivu. ali se dobri rezultati postiZu 1 na
tkivu koje je fiksirano alkoholom ili tormalinom te uklopljeno u parafin
- ova metoda je standardna i pouzdana. ali zbog tehnickih problema danas se manje
zvod
by IN SITU HIBRIDIZACHA
- Najslozenija i najosjetljivija metoda za detekeiju mitohondrijske RNA
metoda je vrlo osjetljiva. a bazira se na principu vezanja obiljezenih odsjecaka
jednolancane DNA ili RNA koje sadrze komplementarni slijed baza na cilinu stanicnu
DNA ili RNA stvarajudi stabilne hibride
-{\?\ - 7a obiljezavanje preba koriste se radioaktivi izotopi (vodika. sumpora i fosfora)
zbog nekih nedostataka obiljezavanja radioaktiviim izotopima. danas se sve vise
Koriste ne-radioaktivie probe abiljezene biotinom te ¢esce. digoksigeninom Koji se
pokazao stabilnijim. otpornijim i osjetljivijim

ARMIVIRANIE PREPARATA I NALAZA



_ histoloska stakla i parafinske kocke pohranjuju se svakodnevno kako bi se zastitili od
vanjskih utjecaja (npr.izbjeljivanja preparata na svjetlu) te se izbjeglo nagomilavanje 1
omoguéilo lakse pronalazenje preparata

- zapravilno arhiviranje potrebno je osigurati adekvatan prostor te sustav evidencije

- histologki preparati u arhivi se ¢uvaju najmanje 5 godina, dok se parafinske kocke
histologkih preparata te obdukcijskog materijala cuvaju 10 vodina

- histologki preparati ¢uvaju se u ormarima i kutijama s okomitim pretincima kako bl se
izbjealo sljepljivanje stakala

- preparali te njihove paralinske kocke yavedeni su u arhivi pod brojevima kako bi se
olaksalo trazenje te vadenje iz arhive

HISTOLOGIIA
(NAUKA O TKIVIMA)

EPITELNA TKIVA



