CWICZENIE 1¢cz. A

Przeglad metod patomorfologicznych stosowanych w diagnostyce klinicznej. Zasady
wspolpracy patomorfologa z lekarzem klinicznym.

Patomorfologia kliniczna jest specjalnoscia, ktorej zadaniem jest dostarczenie informacji o istocie
procesu chorobowego na podstawie wygladu morfologicznego zmienionych narzadow, tkanek i ko-
morek. Uznaje sie, ze dla wiekszosci jednostek chorobowych rozpoznania patomorfologiczne sa
najbardziej wiazace w catym procesie diagnostycznym i sa obarczone - w poréwnaniu z innymi
metodami - mata liczba bteddw diagnostycznych. Z tego powodu wynik badania patomorfologiczne-
go czesto weryfikuje rezultaty catego postepowania diagnostycznego. Postgpowanie z materiatem do
badania patomorfologicznego musi by¢ nacechowane szczeg6lna odpowiedzialnoscia, gdyz - w
odrdznieniu od np. badania krwi lub moczu - badania takiego zwykle nie mozna powtorzy¢. Za btedy
diagnostyczne wynikajace z niewlasciwego postgpowania wstepnego z materiatem przeznaczonym
do badania patomorfologicznego, odpowiada lekarz kierujacy.

Aby wiasciwie wykorzysta¢ mozliwosci oferowane przez patomorfologie kliniczna, niezbgdna
jest znajomos¢ wymogow i ograniczen przy tego rodzaju badaniach.

Biezace ¢wiczenie ma charakter demostracji, pokazujacej niektdre z metod patomorfologii
Klinicznej.

METODY OCENY | RODZAJE BADAN PATOMORFOLOGICZNYCH

Mozna je podzieli¢ wedtug nizej podanych kryteriow.
e Poziom oceny zmian chorobowych
1.badanie catego ciata i jego narzadow (badanie posmiertne czyli sekcja naukowo-lekarska)
2.badania tkanek w mikroskopie swietlnym
3.badanie cytologiczne w mikroskopie swietlnym
4.badania ultrastrukturalne
e Rodzaj materiatu dostarczonego do badania
1. Narzad
a/ preparat pooperacyjny
2. Wycinek tkankowy
a/ pobrany podczas operacji chirurgicznej
b/ oligobiopsja (gr. oligos - skapy) pobierana specjalnymi kleszczykami z powitok
ciata, bton sluzowych, surowiczych, najczesciej podczas badan fiberoskopowych i z
uzyciem wziernikow.
¢/ biopsja gruboigtowa pobierana przezskérnie z narzadoéw miazszowych (watroba,
nerka) specjalna igta o srednicy rzedu 1-2 mm, pozwalajacej uzyska¢ wateczek tkanki
oraz biopsja wiertarkowa kosci.
d/ wyskrobiny (strzepki tkankowe pobierane skrobaczka np. z jamy macicy, przetok,
kosci)
3. Materiat cytologiczny
a/ biopsja aspiracyjna cienkoigtowa (zabieg podobny do zastrzyku, z uzyciem
typowej igly iniekcyjnej i strzykawki; naktucie badanej tkanki oraz wytworzenie
podcisnienia poprzez wsteczny ruch ttoka powoduje niewielka, miejscowa
traumatyzacje, wystarczajaca do uwolnienia niewielkich grup komorek aspirowanych
do swiatta igty; z komorek tych sporzadza sig preparaty cytologiczne)
b/ cytologia ztuszczeniowa
* ptyny z jam ciata i aspiraty (przy wigkszej objetosci ptynu, w ktérym
znajduje si¢ ztuszczony material komdrkowy, jest on zageszczany przez
delikatne wirowanie lub sedymentacje)

* rozmaz, szczotkowanie (materiat uzyskany z powierzchni zmiany lub
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btony sluzowej, ktory jest bezposrednio nanoszony na szkietko
mikroskopowe)
4. Badanie posmiertne catego ciata (sekcja zwtok).

e Metody oceny zmian morfologicznych
1. badanie z uzyciem mikroskopu $wietlnego (badania tego typu stanowia olbrzymia
wigkszos¢ ocen kliniczno-morfologicznych, wystarczajaco wydolne dla rozpoznania ok. 95%
przypadkow).

a. badania tzw. rutynowe: histopatologiczne (technika parafinowa, barwienie
hematoksyling i eozyna, czas trwania 3-4 doby, w przypadku koniecznosci
odwapnienia dtuzej) oraz cytologiczne (czas trwania kilka godzin).

b. z uzyciem barwien dodatkowych i odczynow histochemicznych (w praktyce
najczesciej stosuje sig barwienie mucikarminem w celu wykazania $luzu, impregnacje
wiokien siateczkowych srebrem, odczyn paS /periodic acid & Schiff/ dla wykazania
grup 1-2 glikolowych w weglowodanach i inne)

c. badanie srodoperacyjne ( nie utrwalony materiat tkankowy jest zamrazany,
krojony na mikrotomie i barwiony hematoksyling i eozyna; czas oczekiwania na
wynik 15-25 min., w celu ustalenia dalszego przebiegu operacji; gorsza w poréwnaniu
z technika parafinowa jakos¢ obrazu mikroskopowego nie zawsze pozwala ustali¢
szczegoOtowe rozpoznanie)

d. badanie immunocytochemiczne

2. opis makroskopowy zmian

3. oceny ilosciowe i potilosciowe szczegdlnie przydatne przy ocenie tzw. przypadkow
granicznych (np. czy zmiana jest jeszcze stanem przed nowotworowym czy juz
nowotworem). Badania te sa zmudne i czasochtonne.

4. badania elektronowo-mikroskopowe

0g6lne zasady wspoélpracy patologa z innymi specjalnosciami klinicznymi.

e Pelna informacja kliniczna

Skierowanie materiatu tkankowego lub cytologicznego do badania musi by¢ uzupetnione
maksymalnie petna informacja o pacjencie, dotychczasowych wynikach innych badan, hipotezach
diagnostycznych, a wielu wypadkach stosowanym leczeniu (zwlaszcza: chemioterapii,
hormonoterapii, radioterapii, antybiotykoterapii, leczeniu przeciwpadaczkowym). W przypadku
badan tkanki chrzestnokostnej niezbedne jest dostarczenie radiogramow. Do skierowania nalezy
dotaczyc¢ takze krotki opis makroskopowy zmiany i/lub obrazu srédoperacyjnego.

e Wiasciwe utrwalenie

Celem utrwalenia jest zapobieganie autolizie, najczesciej przez denaturacje biatka (stad po
utrwaleniu materiat jest jatowy i stwardniaty). Standardowym utrwalaczem dla tkanek jest 4%
roztwor wodny aldehydu mréwkowego zbuforowany do pH = 7.2 (czyli 10% zbuforowana
formalina), a materiatu cytologicznego 70% roztwor alkoholu etylowego. W szczegolnych rodzajach
badan sktad utrwalacza nalezy ustali¢ z patologiem. W przypadku badan srédoperacyjnych, materiat
musi by¢ dostarczany w soli fizjologicznej w ciagu kilkunastu minut.

Badany materiat nalezy niezwlocznie umiesci¢ w utrwalaczu (tzn. nie moze by¢ chocby
minimalnie wysuszony). Szybkos$¢ penetracji 10% formaliny w tkance wynosi ok. 4 mm/dobe. W
celu umozliwienia szybkiej penetracji wigksze narzady powinny by¢ nacigte.

llos¢ utrwalacza w naczyniu musi Kilkukrotnie (5-8 razy) przewyzsza¢ objetosé nadsytanego
materiatu (utrwalacz ,,zuzywa” si¢ podczas utrwalania), a naczynie z badanym materiatem musi by¢
na tyle duze, aby nie odksztatca¢ przesytanych narzaddéw oraz powinno posiada¢ szeroki otwor
umozliwiajacy swobodne wyjecie stwardniatych po utrwaleniu tkanek

e Dokumentacja badania



Naczynie z badanym materiatem musi by¢ szczelnie zamknigte oraz opatrzone trwatym opisem
(sporzadzanym np. na plastrze lub opatrzone kodem paskowym) i zawierajacym nazwisko i imi¢
chorego oraz miejsce pobrania materiatu. Do badania nalezy dotaczy¢ szczegotowo wypetniona karte
skierowania.

Innymi zagadnieniami z zakresu procedur diagnostycznych, ktore beda omawiane na zajeciach z
patomorfologii (zwlaszcza na ¢wiczeniach z patologii szczegdtowej) i na ktdre nalezy zwréci¢ uwage
podczas nauki sa:

« Optymalizacja (,,taktyka”) postgpowania diagnostycznego z udzialem patomorfologa
klinicznego;

e Specjalne wymogi zwigzane z niektorymi rodzajami badan i szczegolnymi sytuacjami
klinicznymi;

e Formulowanie rozpoznan patomorfologicznych i klinicznych, doktadne rozumienie
znaczenia stosowanych nazw. Zagadnienia nozologiczne i taksonomiczne, czyli wybor
klasyfikacji i kryteriow podziatu schorzen oraz sposéb definiowania i rozumienia terminow
diagnostycznych (nazw polskie, facinskich i angielskich) sa bardzo wazne dla porozumiewania
si¢ miedzy lekarzami. Pamigtajmy jednak przy tym, ze natura nie Kieruje si¢ naszymi podziatami,
a zjawiska biologiczne sa procesami ciagtymi a nie skokowymi (tak jak klasyfikacje).
Klasyfikacje sa jednak niezbedna ,,proteza” myslowa, umozliwiajaca zrozumienie ztozonosci
procesow biologicznych i ich opis.




PREPARATY DO DEMONSTRACIJI | OMOWIENIA

1. preparat pooperacyjny szyjki macicy pobrany skalpelem (barwienie H+E)
Brzeg odciecia fragmentu czesci pochwowej szyjki macicy dokonanej skalpelem w czasie operacji
plastycznej u 24 letniej kobiety z powodu urazu kanatu szyjki (obraz zblizony do normotypowego).




4. skape wyskrobiny z trzonu macicy
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5. poprawnie sporzadzony preparat cytologiczny wymazu z szyjki macicy (barwienie H+E)

6. skapy i zle utrwalony preparat cytologiczny z szyjki macicy (barwienie H+E)
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8. biopsja cienkoiglowa z watroby - normotypowy obraz cytologiczny (barwienie H+E)

Preparaty cytologiczne pobrane metoda aspiracyjna pod kontrola USG (dr K. Bielnik) z watroby 64-
letniej kobiety, ze zmiany o niejasnym obrazie ultrasonograficzym, o charakterze nieostro
odgraniczonego guza hiperechgenicznego srednicy 3 cm. Przy naktuciu zmiany (igta nr 7), brak
wyczuwalnego oporu. Obraz cytologiczny preparatu zblizony do normotypowego dla watroby, nie
pozwala na potwierdzenie podejrzenia zmiany nowotworowej.

sjg aspiracyjna cienkoigtowa powinien wykonywac lekarz-patomorfolog — zastandw sie¢ dlaczego)

Zw6¢ uwage na:

Pod matym powiekszeniem (100 x):

Brak widocznych struktur histologicznych

Utozenie komorek w postaci duzych ptatow taczacych si¢ ze soba komorek (utrzymana
kohezja hepatocytdw), z ktorych jedynie nieliczne leza izolowane

Ostre granice ptatow

Mato obfite skrzepy krwi i nieliczne rozproszone erytrocyty, bez cech hemolizy

Brak tzw. tta rozmazu

Pod duzym powigkszeniem (400 x)

Jednowarstwowy uktad komorek (wszystkie hepatocyty leza w jednej ptaszczyznie, nie
naktadajac sie na siebie)

zblizona do siebie wielkos¢, ksztatt i barwliwosé jader (monomorfizm jader komérkowych)
doskonale utrzymana strukture chromatyny jadrowej, z czytelnym rysunkiem
heterochromatyny

obecnos¢ pojedynczych, niekiedy podwdjnych jaderek, sporadycznie widoczne inkluzje
jadrowe

jednolita strukture cytoplazmy, bez wodniczek

brak wyraznych granic komérkowych




9. badanie mrozakowe wycinka z watroby w badaniu $rodoperacyjnym (barwienie H+E)
Fragment watroby pobrany od 58-letniego mezczyzny w czasie operacji niedroznoznosci jelita
cienkiego, podczas ktdrej chirurg wykryt jasniejsze ognisko w watrobie podejrzewane o nowotwor
[T ‘."-“ﬁ -r‘ 3 A Y

10. odczyn immunohistochemiczny na tzw. cigzkie cytokeratyny w biposji igtowej gruczotu
krokowego (system wizualizacyjny z uzyciem 1,3 diaminobenzydyny (DAB), podbarwienie
hematoksylina).

Jeden z 6 preparatow pobranych metods igtowa (sextans) z prostaty 65-letniego mezczyzny
cierpiacego na bole krocza i utrudnienie oddawania moczu, z podwyzszeniem poziomu antygenu
sterczowego (PSA — ang. prostate specific antigen) we krwi do 16 ng/I.

Zwbé uwage na:




Pod matym powigkszeniem (20 x):
o Wydtuzony ksztatt wycinka (przekroj wateczka wyjetego z igty)
e Gniazdo waskich cew gruczotowych silnie wybarwopnych na brazowo (dodatni odczyn na
cytokeratyny w utkaniu raka)
o Pojedyncze, dos¢ duze cewy wyznaczone obecnoscia jader zabarwionych hematoksylinag
(ujemny odczyn na cigzkie cytokeratyny w cewach nienowotworowych)
Pod srednim powigkszeniem (200 x)
e Rozmieszczenie oraz ksztatt jader wyznaczonych hematoksylina,w podscielisku i w
prawidtowych cewach gruczotowych, nie wykazujacych ekspresji ciezkich cytokeratyn.
e Zamaskowanie przez silny odczyn DAB profilow jader w cewach raka
e Zrdznicowanie ksztattu i wielkosci cew raka oraz zr6znicowanie grubosci wyscietajacego

nabtonka.
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ZAGADNIENIA I HASLA DO PRZYGOTOWANIA
e technologia przygotowania preparatu histologicznego (utrwalanie, barwienie, preparat
parafinowy, zamrazanie tkanek, skrawanie na mikrotomie)
e technologia przygotowania preparatu cytologicznego (wykonanie rozmazu, utrwalanie,
barwienie)
e  budowa i zasady uzytkowania mikroskopu swietlnego
e  przeciwcialo i antygen

e  mors smier¢
0 mors clinica smier¢ kliniczna
O mors personalis smier¢ osobnicza
e  autolysis autoliza czyli rozktad samoistny
spowodowany przez enzymy tkankowe
o mumificatio zeschnigcie
e  putrefactio gnicie (rozktad bakteryjny)
. stigmata mortis znamiona smierci
o livors mortis plamy posmiertne
O rigor mortis stezenie posmiertne
o palor mortis blados¢ posmiertna
o frigor mortis ozigbienie posmiertne
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