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1. UVOD

U ovom zavrsnom radu prikazana je uloga elektronske mikroskopije u patologiji i njena
vaznost u dijagnostici bubreznih bolesti (glomerulopatije), u bolestima popre¢no prugastih
misi¢a (miopatije i mitohondriopatije) i bolestima odlaganja. U bubreznim bolestima
dijagnosticki postupci ukljucuju anamnezu i klini¢ki status, laboratorijske pretrage, slikovne
metode i kod sumnje na glomerulopatiju perkutanu biopsiju bubrega. U radu je prikazana
predanaliticka i analiticka obrada uzorka bubreznog tkiva za elektronsko mikroskopsku
pretragu u rutinskoj dijagnostici primarnih i sekundarnih glomerulopatija, u kojima je
elektronska mikroskopija zajedno sa svjetlosnom i imunoflorescentnom mikroskopijom, zlatni

standard za postavljanje patoloSke dijagnoze.

1.1. POVIJEST ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE

Razvoj elektronskog mikroskopa povezan je s nekoliko vaznih otkri¢a u fizici u 19.stoljecu 1
prvoj polovini 20. stoljeca. Pliicker je 1858. godine otkrio moguénost skretanja elektrona
koriStenjem magnetskog polja, a Riecke 1891. godine utvrdio da se fokusirane katodne zrake
mogu Kkoristiti za izradu jednostavnih le¢a. Hans Burcha je 1926. godine dokazao da se
jednadzba le¢a pod odredenim pretpostavkama moze koristiti za elektrone. Ruska Ernst je
1932. godine konstruirao elektronski mikroskop kojim se moglo izravno mikroskopirati
uzorke postavljene u mikroskop. U tvrtki Siemens je 1939. godine napravljen prvi
komercijalni elektronski mikroskop. U Hrvatskoj je 1952. godine nabavljen prvi elektronski

mikroskop za Institut Ruder Boskovi¢, katodni mikroskop KM4 (slika 1). (1)



Slika 1. Prvi elektronski mikroskop u Hrvatskoj marke Triib, Taiiber&Co. AG Svicarska,

od 1973. godine smjesten u Tehnickom muzeju u Zagrebu.

Zahvaljuju¢i dostupnosti EM, nasi istraZivac¢i su dobili moguénost primjene elektronske
mikroskopije u medicini, biologiji, fizici i kemiji kao njihovi kolege u Europi i svijetu. 1976.
godine nabavljen je elektronski mikroskop u Institutu za metalurgiju Zeljezare Sisak i potom
na Fakultetu strojarstva i brodogradnje SveuciliSta u Zagrebu. Sljede¢i mikroskopi nabavljeni
su u Institutu za fiziku Prirodoslovno-matematickog fakulteta, Medicinskom fakultetu u
Zagrebu, KBC Rebro i KB Dubrava, Medicinskim fakultetima u Rijeci i Osijeku. U medicini
se elektronski mikroskop Kkoristi u klinickoj patologiji za odredivanje podrijetla
nediferenciranih tumora (Sto je danas manje potrebno radi jednostavne i pristupacne
imunohistokemije) i redovno u dijagnostici glomerulopatija, bolesti popre¢noprugastih misi¢a
i bolesti odlaganja. U metalurskoj industriji se transmisijski elektronski mikroskop koristi za
nadzor kvalitete proizvoda.

U posljednje vrijeme uspjelo je vise starih elektronskih mikroskopa zamijeniti modernima,

primjerice 2007. godine u u Klini¢kom zavodu za patologiju KB Dubrava (slika 2).



Elektronski mikroskop nalazi se u Centru za forenzicka ispitivanja i1 vjeStacenja ,,Ivan
Vuceti¢* pri MUP i u Sisku na MetalurSkom fakultetu. U pridruzenim laboratorijima odgaja

se nova generacija stru¢njaka za ultrastrukturu. (1)

Slika 2. Elektronski mikroskop tip 120 kV TEM u KB Dubrava

1.1.1. OSNOVE ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE

Teorijske osnove elektronske mikroskopije postavio je Louise de Broglie. Dualna priroda
djelovanja svjetlosti na materiju znaci da sve materijalne Cestice imaju valna svojstva. Prije
izuma elektronskog mikroskopa, mo¢ razludivanja u svjetlosnoj mikroskopiji bila je
ograni¢ena na valnu duljinu svjetlosti. U elektronskoj mikroskopiji za veu mo¢ razlu€ivanja
koristi se snop elektrona jer ima manju valnu duljinu. Svi elektronski mikroskopi imaju
posebno ugradene uredaje koji sprecavaju oneciSCenje preparata. Razlikuju se skenirajuci
elektronski mikroskop i transmisijski elektronski mikroskop. U skeniraju¢oj elektronskoj
mikroskopiji fokusirani uski elektronski snop ,,obasjava‘“ preparat, skenira povrsinu i oblikuje
sliku detekcijom elektrona koji se odbijaju od vanjske povrSine preparata (dojam 3D);
razluc¢ivost je 0,4 nm, a maksimalno uveéanje 1000 do 1500 puta. Transmisijski elektronski

mikroskop koristi snop elektrona koji prolazi kroz vrlo tanak preparat; razlucivost je 0,05 nm.
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Jako ubrzani elektroni udaraju na fluorescentni zaslon kao na filmski negativ i stvaraju sliku.
Izvor elektrona je katoda pod visokim naponom u apsolutnom vakuumu koji se postize
pomocéu pumpi. Za razlikovanje objekata medusobno udaljenih manje od 100 nm bolji je
transmisijski elektronski mikroskop jer ima 100 puta vecu razlikovnu mo¢ od skenirajuceg
elektronskog mikroskopa. U elektronskom mikroskopu umjesto optickih le¢a postoje tzv.
blende, metalni zasloni na sitnim rupicama koji suzavaju snop elektrona. Snop se centrira
pomocu Cetiri potenciometra i tako postize maksimalna jacina snopa, ali gubi dio elektrona
koji imaju tendenciju rasprSivanja. Idealno bi bilo posti¢i da snop sadrzi Sto vise elektrona jer
o tome ovisi mo¢ razlu¢ivanja mikroskopa i kvaliteta dobivenih slika. Bioloski materijal za
elektrone je potpuno propustan i ako materijal nije bio fiksiran, slika nema kontrasta. Zbog
toga se u primarnoj fiksaciji i postfiksaciji koristi osmium tetraoksid koji se veze za razne
strukture, osobito membrane i ¢ini ih slabije propusnima ili nepropusnima za elektrone.
Preparati se potom kontrastiraju solima teSkih metala da se pojaca nepropusnost. Na slici na
elektronskom mikroskopu su strukture koje su nepropusne za elektrone sive ili tamnosive.
(2.3)

1.2. GRADA BUBREGA

Bubreg je parni tubularni Zljezdani organ koji izlu¢uje mokra¢u. Masa jednog bubrega je 150
g. Obavijen je vezivnom ¢ahurom i masnim tkivom, izgledom podsje¢a na zrno graha jer ima
prednju 1 straZnju stranu, lateralni konveksni 1 medijalni konkavni rub. Na prerezu se vidi kora
1 srZ koju €ine isprugane piramide gradene od sabirnih cijevi (slika 3).

Kora je zrnata zbog Malpighijevih tjelesaca (glomerula) i bubreznih kanalica. Glomerul s
pripadajué¢im kanali¢ima tvori nefron, funkcionalnu jedinicu bubrega. U jednom bubregu ima
1-2 milijuna nefrona, a svaki je dug 2-3 cm. U kona¢nom bubregu (metanefros) nefroni se
razvijaju tako da su najstariji jukstamedularno, a najmladi subkapsularno, zavrsavaju razvoj u
djecjoj dobi i do adolescencije hipertrofiraju. Primarni urin je ultrafiltrat plazme koji se cijedi
u Bowmanov prostor i odlazi u proksimalni zavijeni kanali¢, Henleovu petlju 1 distalni
zavijeni kanali¢, a iz njega u sabirni kanali¢ 1 sabirnu cijev. Kortikalni nefroni su brojniji
(80%), manji i s kratkom Henleovom petljom, smjesteni u vanjskoj kori. Jukstamedularni

nefroni su rjedi (20%), ve¢i i s duzom Henleovom petljom, smjesteni blizu srzi.
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Slika 3. Grada bubrega

Kroz bubreg u minuti protje¢e 500 ml krvi. Dnevno se u glomerulima filtrira 190 litara
primarnog ultrafiltrata, a nakon resorpcije i sekrecije u bubreznim kanali¢cima u bubreznu
nakapnicu izlu¢i oko 2 litre konac¢nog urina. Glavna funkcija bubrega je odrzavanje
homeostaze organizma koja ukljuCuje izluCivanje otpadnih i organizmu stranih tvari,
odrzavanje acidobazne ravnoteze, odrzavanje stalnog volumena krvi i stalne koncentracije

elektrolita, regulaciju arterijskog krvnog tlaka i luc¢enje odredenih hormona.

1.2.1.GRADPA GLOMERULA

Glomerul ili ,,bubrezno tjeleSce* prvi je opisao Malpighi u 17. stoljecu (slika 4). To je pocetni
okrugli dio nefrona promjera 200 um graden od kapilarnog klupka utisnutog u slijepi kraj
proksimalnog zavijenog kanali¢a, tzv. Bowmanovu ¢ahuru. Na vaskularnom polu glomerula
ulazi aferentna i izlazi eferentna arteriola (slika 4a). Na urinarnom polu primarni ultrafiltrat
istjeCe u proksimalni zavijeni kanali¢ (slika 4b). Bowmanova cahura ima dva lista koja
omeduju Bowmanov prostor: parijetalni list je graden od jednog sloja plocastog epitela, a

visceralni list od podocita koji noZicama poput paprati obavijaju glomerularne kapilare.



Slika 4a. Glomerul *vaskularni pol (Jones, 400x)

Slika 4b. Glomerul *urinarni pol (HE, 400x)

Kapilare su oblozene fenestriranim endotelom koje lezi na glomerularnoj bazalnoj membrani.
S vanjske strane glomerularne bazalne membrane su gusto nanizane noZice podocita (slika 5).
Fenestre endotela, GBM 1 pukotinasta membrana izmedu noZica podocita predstavljaju
filtracijsku barijeru debljine 0,1um. Prema centru glomerula endotel je direktno u kontaktu s

mezangijskim stanicama koje imaju potpornu, kontraktilnu i reaktivnu ulogu.



Slika 5. Filtracijska barijera (7 800x) (Ijubazno$¢u prof. dr. sc. Danice Gale$i¢ Ljubanovic,

Klini¢ki zavod za patologiju KB Dubrava, Zagreb)

1.3. BOLESTI GLOMERULA - PRIMARNE | SEKUNDARNE

1.3.1. UZROCI GLOMERULARNIH BOLESTI

Bolesti bubrega pogadaju pojedini odjeljak bubrega - glomerule, tubulointersticij ili krvne
zile, ali se konacno patolo$ke promjene razviju u svima pa je bubrezni parenhim reduciran i
bubreg smanjen. Bolesti tubulointersticija su infektivne ili alergijske prirode, bolesti krvnih
zila povezane s hipertenzijom ili vaskulitisom, a glomerularne bolesti mogu biti imunoloski
posredovane, metabolicke, hemodinamske ili hereditarne. Za razliku od bolesti drugih
odjeljaka, glomerularne bolesti je potrebno analizirati pomocu elektronskog mikroskopa, kako
bi se odredilo ultrastukturno stanje GBM i lokalizacija imunih depozita. Bolesti glomerula
klasificiraju se prema uzroku, patogenezi, patohistoloskoj slici, klinickoj prezentaciji, a
prvenstveno po tome je li bolest ogranicena na bubreg (primarna glomerulopatija) ili su
bubrezi pogodeni u sklopu sustavne bolesti (sekundarna glomerulopatija). Bubrezno oste¢enje

utjece na tijek osnovne bolesti.



Uzroci glomerulopatija ¢esto nisu poznati (idiopatske glomerulopatije). Poznati uzroci su
infektivni (virusi, bakterije), autoimune bolesti (primarne i sekundarne), bolesti odlaganja ili
metabolizma te nasljedne glomerulopatije (Alportov sindrom, bolest tankih membrana,
Fabryjeva bolest). Bolesti glomerula mogu biti posredovane imunoloskim ili neimunoloskim
zbivanjima. ImunoloSko oStecenje glomerula je posljedica odlaganja imunokompleksa iz
cirkulacije, stvaranja imunokompleksa in situ s intrinziénim ili usadenim antigenom i
imunoreakcija koje su posredovane T-stanicama. Talozenjem cirkuliraju¢ih imunokompleksa
poveca se koncentracija potencijalno Stetnih agensa u glomerulu, nestane negativni naboj na
GBM 1 poraste filtracijski tlak. Uzroci neimunoloski posredovanih glomerularnih bolesti su
metabolicki (dijabetes, amiloidoza), hemodinamicki (hemoliticko-uremicki sindrom) ili

nasljedni. (4,5)

1.3.2. BUBREZNI SINDROMI

Glomerularne bolesti mogu se klasificirati prema klinickom sindromu kojim se o€ituju. Bitni
pokazatelji su: aktivnost bolesti, veli¢ina proteinurije, postojanje hematurije i bubrezna
funkcija. Bubrezni sindromi su: nefrotski sindrom, akutni nefriti¢ki sindrom, brzo progresivni
glomerulonefritis, proliferativni glomerulonefritis i kroni¢ni glomerulonefritis. Klinicka slika
Cesto nije patognomonic¢na za histoloski entitet jer se razli¢ite glomerularne bolesti mogu
oCitovati istim sindromom, odnosno jedna glomerularna bolest s vise razli¢itih sindroma.
Klini¢ar na osnovu zZivotne dobi i spola bolesnika, klinicke slike 1 laboratorijskih nalaza moze
samo pretpostavljati o kojem se glomerulonefritisu radi. Za kona¢nu dijagnozu, koja ukljucuje

procjenu kroni¢nosti i aktivnosti bolesti, potrebno je uraditi perkutanu biopsiju bubrega. (4)

1.3.3. KLASIFIKACIJA GLOMERULOPATIJA

Patoloska klasifikacija temelji se na morfoloSkom oSte¢enju glomerula utvrdenom na
svjetlosnoj, imunoflorescentnoj i elektronsko mikroskopskoj razini. Prema Svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji, tipovi glomerulonefritisa su: bolest minimalnih promjena,
membranski glomerulonefritis, fokalna segmentalna glomeruloskleroza,
membranoproliferativni glomerulonefritis, endokapilarni proliferativni glomerulonefritis,
brzoprogresivni glomerulonefritis, lupusni nefritis, sklerozirajué¢i glomerulonefritis, IgA

nefropatija, hereditarni glomerulonefritis i tromboticka mikroangiopatija.



1.3.4. KARAKTERISTIKE NAJCESCIH GLOMERULONEFRITISA

U primarnim bolestima glomerula zahva¢eni su samo bubrezi, a u sekundarnim
glomerulopatijama bubrezi su zahvaceni u sklopu odredene sustavne bolesti. Uzroci
glomerulopatija su imunoloski, metabolicki, hemodinamski ili nasljedni. Bolesti glomerula
ocituju se bubreznim sindromima, izoliranom hematurijom, asimptomatskom proteinurijom,
akutnim ili kroni¢nim bubreZznim zatajenjem. Za to¢nu dijagnozu glomerulopatije potrebna je
bubrezna biopsija. U daljnjem tekstu opisano je nekoliko naj¢es¢ih glomerularnih bolesti.
(5.6)

Sljedece glomerulopatije se manifestiraju nefrotskim sindromom.

Bolest minimalnih promjena javlja se najéeS¢e u djece. Nepoznatog je uzroka, ali se
anamnesticki moze dobiti podatak o prethodnoj infekciji gornjih diSnih putova, alergiji ili
cijepljenju, Sto upucuje na ulogu stanicnog imuniteta u nastanku bolesti. Bolest je akutnog
tijeka 1 uspjesno se lijeci kortikosteroidima. U bubreznoj biopsiji svjetlosno mikroskopski
nalaz je uredan i imunoflorescentni nalaz negativan. Elektronsko mikroskopski nalazi se
stapanje noZica podocita koji nalijezu na GBM 1 pokazuju vakuolizaciju citoplazme i

mikroviloznu promjenu (slika 6). (5,6)

Slika 6. Bolest minimalnih promjena. 7 600x (ljubaznos§¢u prof. dr. sc. Danice Galesi¢

Ljubanovi¢, Klini¢ki zavod za patologiju KB Dubrava, Zagreb)



Fokalna segmentalna glomeruloskleroza javlja se u djece i odraslih. NajceS¢e je
nepoznatog uzroka (idiopatska ili primarna), ali moze biti sekundarna kad je povezana s
odredenim bolesnim stanjem, primjerice s pretilos¢u, uzimanjem nekih lijekova, heroinskom
ovisnosc¢u itd. Bolest je kroni¢nog tijeka 1 nema uspjeSne terapije. Svjetlosno mikroskopski
nalazi se fokalna i segmentalna skleroza glomerularnog klupka i na imunoflorescenciji
depoziti IgM 1 C3 u tim podru¢jima. Elektronsko mikroskopski su podociti bez nozica i
odvojeni su od GBM, a pod ogoljenom GBM nalazi se oziljak tog dijela glomerularnog
klupka. (5,6)

C1q nefropatija javlja se u djece i mladih odraslih. Nepoznatog je uzroka i nije povezana sa
sistemskim lupus eritematodesom. Histoloski se mogu naci razli¢ite glomerularne promjene,
od minimalnih do proliferacije mezangija ili fokalne segmentalne skleroze. Na
imunoflorescenciji je dominantno izrazen depozit C1q. Elektronsko mikroskopski nalaze se
gusti imuni depoziti u mezangiju, bez retikularnih formacija karakteristi¢nih za lupus. (5,6)
Kolapsna glomerulopatija javlja se u odraslih. Nepoznatog je uzroka, u odredenom broju
slu¢ajeva povezana s HIV infekcijom. UnatoC terapiji, bolest brzo napreduje u kroni¢no
bubrezno zatajenje. Svjetlosno mikroskopski vidi se umnaZzanje podocita 1 parijetalnog epitela
u Bowmanovom prostoru §to dovodi do kolapsa glomerularnog klupka. Imunoflorescencija je
negativna. Elektronsko mikroskopski nalazi se hiperplazija podocita koji su krupni,
vakuoliziorani i sadrZe proteinske kapljice. (5,6)

Membranski glomerulonefritis (MGN) javlja se u odraslih. Primarni MGN nastaje
stvaranjem imunih kompleksa in situ s intrinziénim antigenom, a sekundarni MGN
odlaganjem cirkuliraju¢ih imunih kompleksa u nekoj sustavnoj bolesti, hepatitisu B ili
neoplazmi. Terapija se odreduje prema etiologiji, a tijek bolesti je Cesto kronican. Histoloski
se nalazi difuzno zadebljanje GBM, a u imunoflorescenciji zrnati imuni depoziti 1IgG i C3 na
GBM. Elektronsko mikroskopski se mogu odrediti Cetiri stadija: u prvom stadiju se nalaze
gusti subepitelni depoziti, u drugom stadiju depoziti su odjeljeni Siljcima novostvorene GBM,
u tre¢em stadiju su okruzeni GBM, a u cCetvrtom stadiju uklopljeni u zadebljanu GBM 1
dijelom razgradeni. (5,6)

Membranoproliferativni glomerulonefritis (MPGN) javlja se u djece i mladih odraslih.
Bolest ima teSku klinicku sliku nefritis-nefroze 1 hipokomplementemiju. MozZe biti
nepoznatog uzroka, ili nastaje u sklopu sustavne bolesti, vaskulitisa ili infekcije. Kroni¢nog je

tijeka s nastankom bubreznog zatajenja.
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Svjetlosno mikroskopski nalaze se hipercelularni glomeruli lobuliranog izgleda i duplikacije
GBM zbog urastanja mezangija izmedu endotela i GBM. Na imunoflorescenciji nalaze se
imuni depoziti i komplement na GBM i u mezangiju (tip 1) ili C3 na GBM (tip 2).
Elektronsko mikroskopski nalaze se subendotelno i u mezangiju gusti imuni depoziti (tip 1) ili
samo gusti trakasti depozit C3 u GBM (tip 2, tzv. bolest gustih depozita). (5,6)

Sljedece bolesti manifestiraju se nefritickim sindromom, odnosno hematurijom.

Postinfekcijski glomerulonefritis se javlja u djece i mladih odraslih. Povezan je s infekcijom
u kojoj se stvorena protutijela veZu na antigene uzro€nika usadene u GBM. Manifestira se
akutnim nefritickim sindromom 1 blagom hipokomplementemijom. Svjetlosno mikroskopski
nalaze se hipercelularni glomeruli infiltrirani mononuklearima i neutrofilima, a na
imunoflorescenciji zrnati depoziti IgG i C3 na GBM i u mezangiju. Elektronsko mikroskopski

nalaze se mali mezangijski depoziti i veliki subepitelni depoziti u obliku grbe (slika 7). (5,6)

Slika 7. Postinfekcijski glomeruloneritis sa gustim imunim subepitelnim depozitima u obliku

grbe (*) (ljubaznoséu prof. dr. sc Mire S¢ukanec Spoljar, Zagreb)
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Manifestira se hematurijom s/bez proteinurije ili nefrotskim sindromom. Svjetlosno
mikroskopski nalazi se proliferacija mezangija, a na imunoflorescenciji zrnati mezangijski
depozit IgA i C3. Elektronsko mikroskopski nalaze se gusti imuni depoziti u mezangiju. U
purpuri Henoch -Schonlein koja spada u sistemske vaskulitise, imuni depoziti IgA i C3 nalaze
se u glomerulima, stjenci malih krvnih Zila, koZe, sinovije i crijeva. (5,6)

Brzoprogresivni glomerulonefritis (RPGN) pogada odraslu dob. MozZe biti primarni ili je
komplikacija osnovnog glomerulonefritisa. Manifestira se brzim gubitkom bubrezne funkcije.
Svjetlosno mikroskopski se u Bowmanovom prostoru nalaze celularni polumjeseci zbog cega
su glomeruli kolabirani i postupno oziljkavaju. Imunoflorescentni nalaz moze biti negativan
(pauciimuni RPGN), pozitivan s linearnim depozitima IgG i C3 (autoimuni RPGN) ili zrnat i
sadrzavati imunoglobuline i1 komponente komplementa (RPGN imunih kompleksa).
Elektronsko mikroskopski se moze na¢i ruptura GBM, a u RPGN imunih kompleksa gusti
imuni depoziti. (5,6)

Hereditarni nefritis je nasljedni glomerulonefritis povezan s gradom GBM. U Alportovom
sindromu koji se nasljeduje autosomno dominantno je zbog manjka lanca za kolagen tipa 4
GBM pojacano propusna i brzo propada. Svjetlosno mikroskopski nalaz moze biti normalan
ili postoji proliferacija mezangija, a imunoflorescenca je negativna. Elektronsko mikroskopski
vide se nepravilnosti GBM koja je raslojena, dijelom zadebljana, a dijelom jako stanjena
(slika 8). U bolesti tankih bazalnih membrana koja se takoder nasljeduje autosomno
dominantno nalazi se difuzno stanjena GBM, a bolest manifestira kao familijarna

mikrohematurija bez propadanja bubrezne funkcije. (5,6)
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Slika 8. Alportov sindrom. GBM je raslojena i nejednolike debljine (*) 8 000x (ljubaznoséu
prof. dr. sc. Danice Galesi¢ Ljubanovi¢, Klinicki zavod za patologiju KB Dubrava, Zagreb)

U glomerulopatije izazvane metaboli¢kim poremecajima spada amiloidoza, bolest taloZenja
beta-nabranih fibrilarnih proteina koji su otporni na enzimsku razgradnju. Razli¢iti proteini
imaju sposobnost takvog odlaganja, a najéesci su AA protein kojeg stvara jetra u kroni¢nim
upalnim stanjima i AL protein, monoklonalni peptid ili imunoglobulin kojeg sintetiziraju
neoplasti¢ne plazma stanice. Svjetlosno mikroskopski je amiloid homogena eozinofilna tvar
koja se gomila u izvanstaniénom prostoru. Nakon specijalnog bojenja preparata bojom
Congo-red, amiloid pokazuje dvolomnost pod polarizacijskim svjetlom. Elektronsko
mikroskopski se u medustani¢cnom prostoru GBM, mezangija, stjenke arteriola i u intersticiju

nalaze nerazgranjene fibrile odredene duljine (slika 9). (5,6)
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Slika 9. Mreza nerazgranjenih fibrilarnih proteina u amiloidozi 50 000x (ljubaznoscu prof. dr.

sc. Danice Galesi¢ Ljubanovié, Klini¢ki zavod za patologiju KB Dubrava, Zagreb)

Jedna od najvaznijih sekundarnih glomerulopatija je u sklopu sistemskog lupus eritematozusa
u kojem su bubrezi gotovo uvijek oSteceni (tzv. lupus nefritis), a tip, aktivnost i kronicnost
bubrezne bolesti odreduju se biopsijom. Svjetlosno mikroskopski mogu se u jednoj biopsiji
naci razli¢ita glomerularna ostecenja, imunoflorescenca je karakteristina po prisustvu svih
vrsta imunoglobulina i komponenti komplementa (,,puna ku¢a®), a elektronsko mikroskopski
nalaze se obilni gusti depoziti (slika 10) koji mogu stvarati patognomonic¢ne retikularne

formacije. (5,6)
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Slika 10. Lupus nefritis sa subnedotelnim (*), subepitelnim (**) i mezangijskim (***)

depozitima 7 600x (ljubazno$éu prof. dr. sc Mire Séukanec Spoljar, Zagreb)
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2. CILJ RADA

Elektronska mikroskopija je jedinstvena u tom Sto omogucuje ultrastrukturnu analizu
bubreznog tkiva u glomerularnim bolestima. Cilj ovog zavrsnog rada je:
e objasniti predanaliticki postupnik za bubrezne biopsije
e ukazati na moguce probleme i njihovo rjeSavanje tijekom izrade preparata za
elektronsku mikroskopiju.
e prikazati produkciju elektronsko mikroskopskih preparata perkutanih biopsija bubrega

uradenih u KBC Split.
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3. METODE

3.1. BIOPSIJA BUBREGA

Perkutana biopsija bubrega odigrala je vaznu ulogu u razvoju nefropatologije. Prve otvorene
biopsije bubrega uradene su pocetkom 20. stoljeca, a rezultate punkcije bubrega aspiracijskom
iglom objavili su lverson i Brun 1951. godine. Prvu perkutanu biopsiju bubrega uradio je
Alwahl 1944. godine. Tehnika perkutane biopsije s vremenom se usavr$avala, a do danas
najbolja pokazala tzv. Vim-Silvermanova igla. Moderna tzv. cutting or core biopsija izvodi se
pomocu koaksijalnih igala, ru¢no ili automatskim uredajem na okidanje. Biopticke igle su
kalibra od 14 - 18G (gaugea), a najbolja je od 16G. Takvom tehnikom dobiva se potpuno

oc¢uvano tkivo koje je adekvatno za histolosku analizu (slika 11). (4)

Slika 11. Biopsijska igla s okida¢em, reza¢ i dobiveni bubrezni cilindar
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3.2. POSTUPAK UZIMANJA BIOPSIJE

Perkutalna biopsija bubrega je invazivna dijagnosticka metoda koja se obi¢no radi u potpunoj
anesteziji. Biopsija se vrsi automatskom iglom pod kontrolom ultrazvuka (slika 12).
Preporuka je da se uzme bioptat iz donjeg pola lijevog bubrega, tako da se bolesnik stavi u
polozaj potrbuske koji omogucava laksi pristup s koze u retroperitonealne organe. Ukoliko
nije moguce uraditi biopsiju lijevog bubrega, uradi se biopsija desnog bubrega u istom
polozaju. Uzimaju se dva cilindra tkiva. Perkutalna biopsija u transplatiranih bolesnika radi se

u polozaju bolesnika na ledima, a bioptira dostupni pol transplatiranog bubrega (4)

Slika 12. Biopsija bubrega pod kontrolom ultrazvuka

3.3. POSTUPAK SA BUBREZNIM TKIVOM NAKON BIOPSIJE

Nakon uzimanja bubrezne biopsije, tkivo se stavi u fiziolosku otopinu, zatvori u plasticnu
posudicu koja je obiljeZena bolesnikovim imenom 1 odmah dostavlja u patohistoloski
laboratorij. Ako je transport duzi, moze se Kkoristiti transportni hladnjak, posuda s ledom ili

posebna komercijalna otopina za transport. (4)
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3.4. PRIPREMA BUBREZNOG TKIVA ZA HISTOLOSKU ANALIZU

Cilindar treba najprije analizirati disekcijskim mikroskopom pod povecanjem 20 - 40 puta
kojim je moguce razlikovati bubrezno od masnog tkiva i misi¢a, koru od srzi i potvrditi

prisutnost glomerula (slika 13).

Medula

Slika 13. Cilindar bubreznog tkiva pod disekcijskim mikroskopom a) kora i b) srz

Pod disekcijskim mikroskopom tkivo treba podijeliti za svjetlosnu, imunoflorescentnu i
elektronsku mikroskopiju, paze¢i da se prilikom rezanja ne prignjeci jer tad glomeruli
izgledaju kolabirano (slika 14). Za elektronsku mikroskopiju potrebna su 1 - 2 glomerula, za
imunoflorescenciju 3 - 5 glomerula, a za svjetlosnu mikroskopiju 10 i vise glomerula. Ako je
uzorak oskudan, nekrotian ili uzet iz podru¢ja krvarenja, treba smanjiti broj glomerula za
svjetlosnu i imunoflorescentnu mikroskopiju. U laboratorijima koji nisu opremljeni
disekcijskim mikroskopom, podjela tkiva je nesigurna i ovisi 0 makroskopskoj procjeni pa se

moze dogoditi da u preparatu ne bude glomerula. (4)
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Slika 14. Prikaz podjele biopti¢kog cilindra za imunoflorescencu (IF), elektronsku

mikroskopiju (EM) i histologiju

3.4.1. PRIPREMA BUBREZNOG TKIVA ZA SVJIETLOSNU
MIKROSKOPIJU

Za svjetlosnu mikroskopiju tkivo se fiksira u Dubosque-Brasil fiksativu (pikrinska kiselina i
ledena octena kiselina) i 4 %-tnom formalinu, dehidrira u gradijentu alkohola, izbistri u
ksilolu i uklopi u parafin. Serijski se izrezu paralelni nizovi tkiva debljine 3 um, odnosno 2
um za bojanje po Jonesu i montiraju na predmetnice. Ukupno treba napraviti 50-70 serijskih
rezova bez bacanja. Rezove treba hvatati naizmjeni¢no na predmetnice predvidene za
standardno bojanje hemalaun-eozin, PAS, Mallory, Congo-red i Jones. Rezovi u suvisku
pohranjuju se za dodatna i imunohistokemijska bojanja (Slika 15a). (4) PAS metoda je
korisna za bojenje mukopolisaharida GBM i mezangijskog matriksa, trikromno bojanje po
Malloryu istice kolageno vezivo i fibrin, bojanje po Jonesu srebrom nitratom ocrtava GBM, a

Congo-red pod polariziranim svjetlom pokazuje dvolom ako ima depozita amiloida.
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3.4.2. PRIPREMA BUBREZNOG TKIVA ZA IMUNOFLORESCENCU

Cilindar bubreznog tkiva za imunoflorescencu treba smrznuti na kriostatu na temperaturi -
20°C, izrezati na debljinu 4 - 5 um 1 po jedan do dva reza montirati na predmetnicu, osusiti na
zraku i fiksirati 10 minuta u acetonu na sobnoj temperaturi. Preparati se inkubiraju pola sata s
primarnim protutijelom na IgA, 1gG, IgM, Clq, C3c, C4d, kappa lake lance, lambda lake
lance, fibrinogen i1 albumin koji su obiljezeni floresceinom. Na imunoflorescentnom
mikroskopu analizira se prisutnost odredenog imunog depozita u glomerulima (ima ili nema),

intenzitet (slab ili jak) i izgled (linearni ili zrnati) (Slika 15b). (2,4)
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Slika 15a. Bojenje PAS metodom

Slika 15b. Imunoflorescentno bojenje na IgA (400X)
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3.4.3. PRIPREMA REAGENSA ZA ELEKTRONSKU MIKROSKOPIJU |
FIKSACIJA TKIVA

Tkivo za elektronsku mikroskopiju fiksira se u 4 % formalinu ili u McDowelovu fiksativu
nakon cega slijedi postfiksacija U osmium tetraoksidu, kontrastiranje uranil acetatom,
dehidracija kroz gradijent acetona i uklapanje u Durcupan smolu. Smola je tvorni¢ki pakirana
u Cetiri kKomponente koje se pripremaju u odredenim omjerima, napravljena smola raspodjeli
se u male bocice i ¢uva u ledenici, a neposredno prije upotrebe bocica stavlja na sobnu
temperaturu da smola postane viskozna.

Fiksacija osmium tetraoksidom je vazna jer ¢uva lipide. Primarna fiksacija pomoc¢u osmium
tetraoksida je ucinkovita, ali vrlo spora pa postoji opasnost od autolize tkiva. Zbog toga se
osmium tetraoksid koristi nakon primarne fiksacije u 4%-tnim formalinu. Poslije primarne
fiksacije, tkivo treba temeljito isprati u fosfatnom puferu. Osmium se priprema s vodom ili s
puferom koji se upotrebljava u primarnoj fiksaciji. Osmium se isporucuje u obliku kristala
zatvorenih u staklenoj ampuli. Prilikom priprave otopine u digestoru, laborant treba biti
izuzetno pazljiv I zastititi se rukavicama i zastitnim naocalama. Bocu s pripremljenom
otopinom treba skloniti od prasine i svjetla i isprati destiliranom vodom prije upotrebe. Kad se
uo¢i promjena boje reagensa u ruzi¢astu, treba napraviti novu otopinu. (2)

Uranil acetat je sol koja se upotrebljava u EM kao uranil-nitrat i magnezium uranil-acetat.
Uranilni ioni kombiniraju se s velikim fosfatnim skupinama u nukleinskim kiselinama i
fosfatnim i karboksilnim skupinama na stani¢noj membrani. 2-5 %-tna vodena otopina uranil
acetata daje zadovoljavajuci kontrast, a intenzivnije i brze bojenje moze se posti¢i kori$tenjem
7 %-tne zasiCene otopine etanola ili metanola. Uranil je radioaktivan, visoko toksi¢an i ima
kumulativni uc¢inak pa treba poduzeti odgovarajuce zastitne mjere prilikom priprave,

koristenja i skladistenja otopine. (2)
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3.4.3.1. POSTUPAK DEHIDRACIJE

Fiksacija u 4%-tnom formalinu (24 sata do 3 tjedna)

Ispiranje u fosfatnom puferu pH 7,4 ili u Na-Cocodylat puferu pH 7,4 (2 x 30 min)
Postfiksacija u 0,1 %- tnom OsQ;, (2 sata)

Ispiranje u destiliranoj vodi (2 x promijeniti vrlo brzo)
Ostaviti preko no¢i u 2 %-tnom uranil-acetatu.
Ujutro tkivo treba isprati 2-3 puta u destiliranoj vodi i zapoceti dehidraciju prolaskom

kroz sve vece koncentracije acetona.

e 30% aceton 5 min

e 50% aceton 5 min

e 60% aceton 8 min

e 70% aceton 8 min

e 80% aceton 10 min
e 90% aceton 15 min
e 100%aceton 15 min
e 100% aceton+Durcupan smola 1-2 sata
e Cista Durcupan smola 1sat

Kad se tkivo stavi u ¢istu smolu, istovremeno se smolom ispuni kapsula ili kalup, napiSe broj
bolesnika na mali papiri¢ i sve ostavi na sobnoj temperaturi do uklapanja (slika 16). Kod
uklapanja, tkivo se iglom ili ezom prenese u kapsulu ili kalup i pravilno orijentira. U
termostatu treba stajati tri dana na 64°C.
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Slika 16. Uklapanje u ¢istu Durcupan smolu

Preporucljivo je da postupak dehidracije zapo¢ne u Cetvrtak da bi uzorak bio spreman za
rezanje u ponedjeljak, ili u ponedjeljak da se moze rezati u petak. Uklopljeno tkivo je trajno

sacuvano, a polimerizirani blok moze se unistiti nakon hladenja u teku¢em dusiku. (2)

Nakon $to se kapsula ili kalup izvadi iz termostata, vrh bloka gdje se nalazi tkivo treba
obraditi tzv. trimanjem. Visak smole skida se o$trim nozi¢em i napravi se mala piramida, jer

se na taj nacin smanjuje otpor izmedu ruba noza i bloka (slika 17).

Slika 17. Izgled bloka s malom piramidom na vrhu
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3.4.3.2. REZANJE ULTRATANKIH PREPARATA

Za rezanje preparata za elektronsku mikroskopiju Koristi se ultramikrotom (slika 18).
Ultramikrotom je uredaj za rezanje polutankih i ultratankih rezova koje se vide pod
elektronskim mikroskopom. Koristi se uglavnom za bioloske uzorke, ali se mogu rezati
plasti¢ni materijali i meki metali. Ultratanki rezovi su debljine do 90 nm, a polutanki 500 nm.
Uredaj ima elektroni¢ku kontrolu koja omogucéava automatski odabir parametara za debljinu
reza. Zbog vrlo male debljine reza, otezano je uklanjanje reza s noza pa se koriste nozevi koji
na sebi imaju male bazencice ispunjene destiliranom vodom. Na vodi se rezovi ispravljaju i
hvataju om¢icom mikrobioloSke eze ili plasticnim Stapi¢em na kojeg je zalijepljena ljudska
trepavica (trepavica je njezna i ne lomi rezove na vodi). Debljina i ujednacenost reza

procjenjuje se inteferencijskim bojama koje se uocavaju na elektronskom mikroskopu.

Slika 18. Ultramikrotom na Zavodu za histologiju i anatomiju Medicinskog fakulteta u Splitu
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Za rad su potrebni stakleni nozevi, histoknife ili dijamantni noz, izradeni pod kutem od 45°.
NoZevi imaju razli¢it nagib rezanja na ultramikrotomu pa se stakleni noz stavlja na nagib od

4°, a histoknife ili dijamantni noz na nagib od 6° (slika 19). (2)

Slika 19. Pravilno obraden blok i rub noza.
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Stakleni noZevi ne dolaze tvorni¢ki obradeni nego kao duge staklene Sipke. Sipke treba
izrezati na specijalnom preciznom uredaju pod kutem od 55° na manje kockice i svaku
kockicu prepoloviti u oblik trokuta (slika 20). Dobro napravljen noz ima odsjaj polumjeseca,

inace nije odgovarajuci.

Slika 20. Aparat Glass Knife Maker

Na dobro napravljeni stakleni noZ stavlja se mala plasticna kadica (bazenci¢) zaljepljena

zubnim voskom i neposredno prije rada ispuni destiliranom vodom (slika 21).

Slika 21. Stakleni nozi¢, rezanje polutankih rezova
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Blok se reze na polutanke rezove debljine 500 nm koje treba ispraviti na vodi listi¢em filter
papira natopljenog kloroformom jer pare kloroforma ispravljaju rezove. Ispravljeni rez hvata
se om¢icom eze i stavlja na predmetno staklo u kap destilirane vode. Preparat se fiksira na
toploj plo¢i zagrijanoj na 70-80°C dok visak vode ne ishlapi (slika 22). Nakon toga rezovi se

boje otopinom toluidina i ponovo vrate par sekundi na toplu ploc¢u.

Slika 22b. Polutanki rez obojen toluidinom
Otopina toluidina sadrzi 1g natrijeva tetraboraksa i 0,1g toluidina u 100 ml destilirane vode.

Visak boje ispire se vecom koli¢inom destilirane vode. Preparat se gleda svjetlosnim

mikroskopom da bi se utvrdilo ima li glomerula.
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Ako se nadu glomeruli s kanali¢ima, mijenja se stakleni noz za histoknife ili dijamantni noz

koji na sebi imaju tvorni¢ki montiran bazenci¢ i rezu ultratanki rezovi debljine 70 nm (slika

23).

Slika 23. Histoknife, za rezanje ultratankih rezova
Ultratanki rezovi trebaju biti blijedozuti, a ne zlatni. Zlatni rezovi su debeli 1 pucaju kad na
njih dode snop elektrona u elektronskom mikroskopu pa se ne moze dobiti slika. Uputa po

procjeni debljine reza nalazi se u setu za histoknife nozi¢ (slika 24).
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Slika 24. Vizualni Kriteriji za debljinu reza

29



U radu na ultramikrotomu su moguc¢i problemi koje treba rjeSavati u radnom procesu:

- nema rezova, prvi rezovi su debeli, a zatim brojni rezovi izostaju i zbog preskakivanje ne
moze se dobiti ultratanki rez

- na bloku se vidi trag noZa i uredaj alarmira greSku tijekom rezanja. Uzrok tome je
labavost bloka prilikom namjesStanja na nosac, tup noz, neispravan kut noza ili je blok previse
mekan. Ukoliko je znak noza stalno na istom mjestu na reznoj plohi bloka, uzrok moze biti
tvrda ili strana Cestica u bloku pa je reznu plohu bloka potrebno opet obraditi. Slabo
pricvrséen kalup treba dobro ucvrstiti za nosa¢. Tupi noz treba zamijeniti novim nozem.
Neispravni kut noza treba ispraviti nakon provjere je li na nosacu stakleni noz, histoknife ili
dijamantni noz. Mekani blok treba vratiti u termostat na 1-2 sata i potom veliku reznu plohu

bloka ponovo obraditi u obliku male piramide.
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3.4.3.3. ZRADA FOLIJA ZA MREZICE

e Predmetno staklo dobro izbrisati 100% - tnim alkoholom.

e Na predmetno staklo staklenim Stapi¢em staviti kap 1,5 %-tne otopine Formvara i
drugim predmetnim staklom razvuci tanak sloj kao za krvni razmaz. Ako sloj nije
dobro razvucen, prebrisati 100 %- tnim alkoholom i ponoviti postupak.

e Prethodno lamicom zarezati rub folije.

e Folija ¢e isplivati na povrSinu, a stakalce ostati na dnu petrijeve zdjelice

e Mrezice pincetom lagano slagati na foliju jednu do druge (obi¢no Cetiri mrezice u
jedan red )

¢ Foliju s mrezicama prekriti finim tankim papirom

e Kad se papir natopi vodom, podic¢i zajedno s folijom i mrezicama i staviti da se susi na

filter papiru u suhoj petrijevoj zdjelici.

Mrezice mogu biti od bakra, nikla, srebra, zlata, aluminija, titaniuma i kombinacije razli¢itih
metala (slika 25). Najbolje su se pokazale mrezice od bakra (Cu 150-200 mesha), a za
imunoelektronsku mikroskopiju mrezice od nikla. Danas se mogu kupiti mrezice presvucene
folijom. Mrezice na koje se ru¢no presvlaci folija mogu biti neprikladne za rad. Predebela
folija na mrezici stvara spektar boja i mrezica pri slikavanju na elektronskom mikroskopu
odbija snop svjetlosti elektrona. Tanka folija puca pa se treba napraviti nova otopina
Formvara. Upotrebljene mrezZice stavljaju se u kloroform 30 minuta, osuse 1 spreme, pa Se

preko njih opet moze presvuci nova folija.

Slika 25. Mrezice od bakra ru¢no presvucene folijom otopine Formvar
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3.4.3.4. KONTRASTIRANJE

Kontrastiranje je postupak bojenja mrezica uranil-acetatom i olovnim citratom na sljedeci
nacin:

e U petrijevu zdjelicu stavi se zubni vosak u obliku pravokutnika ili kvadrata.

e Na vosak se nakapa jedna kap 2 %- tnog uranil acetata.

e Mrezica se postavi na kap uranil - acetata i drzi 5 - 15 minuta.

e Mrezica se ispere pod mlazom destilirane vode i posusi na filter papiru tako da

preparat bude okrenut prema gore.
e Na isti nadin se nakapa Reynoldsova otopina i drzi 5 -1 5 minuta. Prethodno se u

petrijevu zdjelicu sa strane zubnog voska stave 2 zrna NaOH navlaZena vodom jer

NaOH apsorbira CO,.

Mrezica se ispere pod mlazom mlake vode, posusi na filter papiru i sSpremi u transportnu
kazetu (slika 26). Prilikom stavljanja mreZica treba pripaziti da se prerezi S tkivom stave
na lijevu stranu Zlijeba u kazeti. Za svakog bolesnika potrebno je oznaciti u kojem se redu

I koloni nalazi njegova mrezica.
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Slika 26. Transportna kazeta za mrezice
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Reynoldsova otopina ¢uva Se u plasticnim bocama jer nagriza staklo; iz plasticnih boca
potrebno je istisnuti zrak prije zatvaranja. lako danas postoje uredaji za kontrastiranje i
ispiranje mrezica, u mnogim laboratorijima se zbog nedostatka opreme taj postupak izvodi
ru¢no. Neko¢ su se nakon slikanja na elektronskom mikroskopu slike razvijale u crno-bijele
fotografije, a danas se obraduju rac¢unalno i tiskaju. Jasnoca i bistrina klasi¢nih crno-bijelih

fotografija i danas je superiorna pred ra¢unalnim ispisom.
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3.4.3.5. UZIMANJE MATERIJALA 1Z PARAFINSKOG BLOKA ZA
ELEKTRONSKU MIKROSKOPIJU

Ponekad je iz parafinskog bloka nakon izrade histoloskih preparata potrebno uraditi
elektronsko mikroskopsku analizu. Postupak je sljedeci:
e Materijal se izbusi specijalnom uredajem za parafinske kocke i stavi u bocicu s
ksilolom do sutradan da se dobro ocisti od parafina. Sutra pred kraj radnog vremena

mijenja se jo§ jednom ksilol i zapocinje redehidracija kroz gradijent alkohola.

e 100 % alkohol 15 min
e 96 % alkohol 15 min
e 70 % alkohol 15 min
e 50 % alkohol 15 min
o fosfatni pufer 2 X 15 min

e 1% osmium - tetraoksid 2,5h

e ispranje 2-3 puta destiliranom vodom

e uranil-acetat preko noci

e ujutro isprati 2-3 puta u destiliranoj vodi i nastaviti dehidraciju po standardnom

protokolu za elektronsku mikroskopiju

Elektronska mikroskopska analiza je moguc¢a na citoloSkom materijalu kulture stanica ili
aspirata koStane srzi. Materijal treba fiksirati u 4 % puferiranom formalinu kao bubrezna
tkiva. Tijekom cijelog postupka dehidracije vrsi se centrifugiranje i dekantiranje, a talog koji
se konacno dobije uklopi u kapsulu u kojoj je Cista smola. Kapsula se drzi u termostatu tri
dana na 64°C i nakon toga obraduje i reze kao tkivo.

Elektronska mikroskopija ima znacaj u biopsiji transplatata bubrega ne samo u dijagnostici
prethodnih bubreznih oSte¢enja donora, ve¢ 1 dijagnostici kasne disfunkcije presatka. Zato se
nakon transplatacije obvezno radi prva klinasta bubrezna biopsija da se utvrdi stanje
doniranog bubrega 1 prilagodba na domacina. Svjetska zdravstvena organizacija preporuca
uporabu EM za prepoznavanje kapilarnih lezija u kroni¢nom odbacivanju presatka, jer je to

jos nedovoljno istrazeno u odnosu na kroni¢ne glomerularne bolesti. (7)
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4. REZULTATI

Od 1994. godine na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split
analizirano je 250 perkutanih biopsija bubrega u bolesnika koji su imali neki od bubreznih

sindroma. Na slici 27 prikazana je raspodjela perkutanih biopsija bubrega u 20. godi$njem

razdoblju.
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Slika 27. Perkutane biopsije bubrega u KBC Split 1994.- 2014. godine

Broj biopsija kretao se od 5 do 20, a prosje¢no je godi$nje uradeno 12 biopsija. U KBC Split
se perkutane bubrezne biopsije U djece izvode na Klinici za djecje bolesti, a u odraslih
bolesnika na Internoj Klinici. Na slici 28 prikazan je broj perkutanih bubreznih biopsija S

obzirom na kliniku na kojoj je biopsija uradena.
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Slika 28. Perkutane biopsija bubrega u KBC po klinikama 1994.- 2014. godine

Iz Klinike za djecje bolesti i Interne Klinike primljen je podjednak broj perkutanih biopsija
bubrega, po 125. Od 2011. godine je broj perkutanih biopsija bubrega na Klinici za djecje
bolesti stabilno visi od broja uradenih na Internoj klinici.

Od 1994. godine kad je u KBC Split uvedena dijagnosticka metoda perkutane biopsije
bubrega do 2004. godine, predanaliticki postupak izrade ultratankih preparata i elektronsko
mikroskopska analiza radeni su Laboratoriju za elektronsku mikroskopiju Zavoda za
patologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

Nakon nabave potrebnih uredaja i reagensa te edukacije laboratorijske tehni¢arke 2004.
godine, preparati se u cijelosti izraduju u Splitu, ali dalje salju na elektronsko mikroskopsku
analizu u Klinicki zavod za patologiju KB Dubrava jer u Splitu nema elektronskog

mikroskopa.
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Na slici 29. prikazan je broj perkutanih bubreznih biopsija s obzirom na to je li predanaliti¢ki

postupak za elekronsku mikroskopiju napravljen u Zagrebu ili Splitu.

Perkutane bubreZne biopsije (N)
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Slika 29. Perkutane biopsija bubrega u KBC Split s obzirom na mjesto predanaliti¢kog
postupka za elektronsku mikroskopiju od 1994.- 2014. godine
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5. RASPRAVA

Za dijagnostiku bubreznih biopsija bolesnika sa sumnjom na glomerulopatiju potrebno je
imati na raspolaganju tri uvida u morfologiju - svjetlosno mikroskopski, imunoflorescentni i
ultrastrukturni. Svjetlosno mikroskopski je moguée u glomerulima utvrditi promjene kao §to
su intraglomerularna hipercelularnost, postojanja polumjeseca, ruptura glomerularne bazalne
membrane, hijalinoza i sklerozacija glomerularnog klupka. Direkthom imunoflorescentnom
analizom utvrduje se postojanje imunih depozita imunoglobulina A, G ili M, komponenti
komplementa Clq, C3c i C4d, kappa i lambda lakih lanaca, albumina i fibrinogena. Medutim,
debljinu 1 nepravilnosti glomerularne bazalne membrane i to¢an smjestaj imunih depozita
moguce je utvrditi samo elektronsko mikroskopski, pa je EM uz svjetlosnu mikroskopiju i

imunoflorescenciju zlatni standard u dijagnostici glomerulopatija.

Prema nekim radovima, svjetlosna mikroskopija, imunoflorescencija i EM su neophodne u
25% slucajeva, EM je korisna u 50% dijagnoza, a nepotrebna u 25% biopsija.(7)

Prema standardu u hrvatskoj patologiji, rutinsku EM analizu je potrebno uraditi u biopsiji svih
nativnih bubrega i u transplatiranih bubrega kad za to postoji indikacija (recidiv ili nova
glomerularna bolest, odbacivanje transplatiranog bubrega, kontrola presadenog bubrega).
Uloga EM u analizi bubreznog tkiva je da bude a) potvrda dijagnoze svjetlosne mikroskopije i
imunoflorescence, b) da ih dopunjava (odredivanje stadija membranskog glomerulonefritisa,
lokalizacije i koli¢ine imunih depozita u lupusnom nefritisu i IgA nefropatiji) i ¢) dijagnoza se
ne moze postaviti bez EM (bolest minimalnih promjena, Alportov sindrom, bolest tankih

membrana, razli¢ite bolesti nakupljanja ukljucujuéi amiloidozu. (4)

U KBC Split perkutane biopsije bubrega rade se kontinuirano od 1994. i do sad je uradeno
250 biopsija. Prosjecni godi$nji broj biopsija je 12 i nije rastao kroz godine. Biopsije su bile
uradene na Klinici za dje¢je bolesti i Internoj klinici, po 125 svaka, ali je trend bioptiranja
porastao od 2011. na Klinici za djecje bolesti, dok je na Internoj klinici u padu. Laboratorijska
tehni¢arka iz KBC Split je 2004. godine educirana za izradu preparata za elektronsku
mikroskopiju na Zavodu za patologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu i na
Zavodu za patologiju KB Dubrava. Od tada se preparati za EM izraduju na Medicinskom
fakultetu u Splitu na Katedri za anatomiju, histologiju i embriologiju gdje postoji

ultramikrotom, dijamantni noz i sav potrebni potro$ni materijal.
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Do sada je u Splitu predanaliti¢ka obrada za elektronsko mikroskopsku analizu uradena za
131 bolesnika, a za 12 bolesnika u Zagrebu. Medutim, u Splitu nema elektronskog
mikroskopa pa se i dalje finalizirani preparati $alju u Zagreb na analizu. Faktura za jednu

takvu analizu pokrivenu uputnicom za suradnu ustanovu kosta KBC Split oko 1 500 kn.

Elektronska mikroskopija omogucava analizu ultrastrukture odredenog objekta pod najvecim
moguc¢im poveéanjem od milijun ili viSe puta. Zbog toga je u bioznanosti i edukaciji
(nanotehnologija), medicini, industriji, metalurgiji i kemiji EM nezaobilazna metoda koja je u
rukama izvjezbanih strucnjaka jednostavna za koriStenje. Medutim, visoka cijena
transmisijskog elektronskog mikroskopa i skupo servisiranje predstavljaju veliki trosak za
ustanovu. Osim toga, loSe pripremljeni uzorci imaju nepopravljive artefakte, presitni uzorci
nisu odgovarajuci za dijagnostiku, preparate treba posebno skladistiti, a za konacnu analizu
treba izraditi crno-bijele fotografije. Unato¢ svemu, EM je neizostavni dio zavoda za
patologiju u najve¢im akademskim bolnicama, a sluzi za dijagnostiku tumora i bolesti u
kojima rutinsko bojanje i imunohistokemija nisu dovoljne za postavljanje dijagnoze. U
medicini se EM Koristi u istrazivanje strukture tkiva, dijagnosticiraju bolesti i infekcija. Prema
rijeCima prim. dr. Pure VraneSica, pionira primjene elektronskog mikroskopa u patologiji u
Hrvatskoj ,,elektronska mikroskopija je jedna od struka koja sigurno ostaje na pozornici

znanstvenih istrazivanja i rutinskog rada u dijagnostici®. (1)

Uz tehnologijska znanja i vjeStinu, dodatni motiv prvostupniku laboratorijske medicine daje
usvojeno znanje o morfologiji bubrega i klasifikaciji glomerulopatija. Kvalitetno izraden
preparat je bitan za postavljanje konacne patoloske dijagnoze na osnovu koje ¢e klinicar
odrediti odgovarajucu terapiju. (4,5) Nabavka elektronskog mikroskopa na Sveucilistu u
Splitu bi klini¢arima i patolozima dala jak poticaj za bolji i brzi razvoj nefrologije i

nefropatoloske dijagnostike u regiji.
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6. ZAKLJUCAK

1)

2)

3)

4)

Kvalitetan predanaliticki postupak je vrlo vazan jer osigurava optimalnu kvalitetu
preparata za elektronsko mikroskopsku analizu.

U Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Splitu
postoji laboratorij koji je potpuno opremljen za predanaliti¢ki postupak u elektronskoj
mikroskopiji i u njemu se izraduju preparati odli¢ne kvalitete.

Od 2004. godine su kompletno izradeni ultratanki preparati za 131 bolesnika kojima
je uradena perkutana biopsija bubrega. Elektronsko mikroskopska analiza tih
preparata uradena je u Zagrebu jer ni SveuciliSte u Splitu niti KBC Split nemaju
elektronski mikroskop.

U KBC je do sada uradeno 250 perkutanih bubreznih biopsija. U dijagnostici
bubreznih bolesti splitski patolozi ¢e jo§ neko vrijeme za elektronsko mikroskopsku

analizu koristiti specijalizirani laboratorij i elektronski mikroskop druge ustanove.
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8. SAZETCI

8.1. SAZETAK

Cilj: prikazati ulogu EM u rutinskoj dijagnostici bubreznih biopsija te sloZzenost i znacaj

predanalitickog postupka

Metode: opis uredaja, reagensa i predanalitiCkog postupnika (kvalitetno uzorkovanje i obrada

materijala, rezanje ultratankih preparata i kontrastiranje)

Rezultati: izrada preparata za elektronsku mikroskopiju na Medicinskom fakultetu u Splitu
Zakljuéci: U rutinskoj dijagnostici primarnih i sekundarnih glomerulopatija EM sa
svjetlosnom mikroskopijom i imunoflorescencijom zajedno predstavlja zlatni standard za
postavljanje patoloske dijagnoze. U dijagnostici bubreznih bolesti splitski patolozi ¢e jos neko
vrijeme za potvrdu dijagnoze ili konzultaciju koristiti specijalizirani laboratorij i EM druge

ustanove.

Kljucne rijeci: elektronski mikroskop, preanaliticki postupak, glomerulopatije
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8.2. SUMMARY

Aim: To show the role of EM in routine diagnosis of percutanous renal biopsies and the

complexity and importance of preanalytic process.

Methods: A description of machines, reagents, preanaylitic algorithm and problems (quality

sampling and processing of tissue, cutting ultrathin slides and contrasting).

Results: ultrathin contrasted slides of renal percutaneus biopsies made in the Clinical
Hospital Center and the Medical School in Split.

Conclusions: In routine diagnosis of primary and secondary glomerulopathies, light
microscopy and immunofluorescence and electron microscopy together present gold standard

for pathological diagnosis. For complete diagnosis of glomerulopaties, pathologists from Split

will use futher an electron microscope from Zagreb.

Key words: electron microscopy, preanalytical process, glomerulopaties
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