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Sazetak. Cilj ovog preglednog ¢lanka je ukazati na znacaj, mjesto i dostupnost elektronske mi-
kroskopije (EM) u rutinskoj dijagnostici bioptickih uzoraka. Elektronska mikroskopija relativno
je mlada metoda, koja se 70-ih godina proslog stoljeca prvenstveno koristila u dijagnostici tu-
mora nepoznatog primarnog sijela, no danas ima daleko Siru primjenu, kao npr. u bolestima
bubrega, kongenitalnim i metabolickim bolestima nakupljanja, bolestima poprecno-prugastih
misica i perifernih Zivaca te brojnim drugim stanjima. Preduvjet analize EM dobro je poznava-
nje ultrastrukturalne grade koja se u ¢lanku ukratko opisuje. Preanalitickoj fazi EM prethodi
pravilno uzorcenje, adekvatna obrada uzoraka i izrada ultratankih rezova, sto je posebno ista-
knuto u ovom radu. Metoda je relativno zahtjevna, kako svojim postupcima, tako i financijski,
stoga treba voditi racuna o indikacijama za EM, a u trenutku odabira metode i o pravilnom na-
¢inu uzimanja materijala. Slikovno i tekstualno su opisane neke od vaznijih indikacija za EM
koje se koriste u rutinskom radu, kao $to su to bolesti glomerula i poprec¢no-prugastih misica
te tumora, gdje svjetlosna mikroskopija i imunohistokemijska analiza u veéini slu¢ajeva nisu
dostatne za postavljanje konac¢ne dijagnoze.

Kljuéne rijeci: dijagnostika, elektronska mikroskopija

Abstract. The aim of the present review is to highlight the importance, placement and avail-
ability of the electron microscopy (EM) analyses in routine diagnostic work with biopsy sam-
ples. Electron microscopy is a relatively new method dating from the 1970es, when it was
primarily used in the diagnosis of tumors of unknown primary sites. Today it has a much
wider application, such as in kidney, congenital, metabolic and accumulation diseases, neu-
romuscular disorders and numerous other conditions. Prerequisite for adequate EM analy-
sis is good knowledge of ultrastructural cellular formation of which the article gives a brief
review. In addition, the pre-analytical phase for EM analysis, which includes proper sam-
pling, adequate processing of tissue and acceptable the sections, necessary for satisfactory
analysis is also described in the paper. As the method is the method is relatively complex
and financially demanding the use of EM should be. Finally, the article describes some of
the most important indications for the use EM in routine work, documented with images,
such as in glomerular and muscular diseases and tumor pathology, where light microscopy
and immunohistochemical analysis, are very often not sufficient for the final diagnosis.

Key words: diagnostics, electron microscopy
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PRIMJENA ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE U
PATOLOGUI

Elektronska mikroskopija (EM) relativno je mlada
grana dijagnostike, koja se propulzivno pocela ra-
zvijati konstruiranjem prvog komercijalnog EM
1940., dvije godine nakon izrade funkcionalnog,
dok je primjena transmisijske elektronske mikro-
skopije (TEM) zapocela ne tako davno, 70-ih godi-
na proslog stoljec¢a’. Devedesetih godina TEM se
najvise koristi u onkologiji u cilju dijagnostike me-
tastatskih tumora nepoznatog primarnog sijela.
No danas, uz imunohistokemiju, EM postaje jed-
na od najvaznijih metoda morfoloske analize u
rjeSavanju dijagnosti¢kih problema3. Procjenjuje
se da EM danas sudjeluje u dijagnostici 20 — 30 %
biopsija'. Usprkos trosku koji predstavlja oprema-
nje laboratorija te odrzavanje mikroskopa, EM
predstavlja neizostavan dio svih vecih bolnickih
ustanova i medicinskih centara, kako u svijetu,
tako i u nas. U situacijama kada klasi¢ne histolos-
ke tehnike nisu dostatne za postavljanje dijagno-
ze, traze se promjene na ultrastrukturalnoj razini,
u organelama, citoplazmi stanice ili izvanstanic-
nom matriksu, koje bi bile specificne za odredenu
bolest. Rano su uocene raznovrsne mogucénosti
EM, tako da je njena primjena, osim u medicini,
Siroko zastupljena i u brojnim drugim znanstve-
nim disciplinama, kao $to su to: biologija, farma-
kologija, forenzika, nanotehnologija, kemija, me-
talurgija i dr.*®
U medicini se EM najvise koristi u:
e istrazivanju strukture i morfologije,
e dijagnostici infekcija, patoloskih promjena u
medicini i biologiji,
e strazivanju patoloskih i razvojnih procesa u bi-
ologiji biljaka i Zivotinja.

PRIPREMA UZORKA ZA
ULTRASTRUKTURALNU ANALIZU

Primarni zadatak patologa je postavljanje dija-
gnoze, odnosno utvrdivanje promjene i bolesti na
temelju morfoloske analize koja uklju¢uje makro-
skopski pregled, svjetlosnu i EM. Svaka od nave-
denih analiza koristi poseban postupak pripreme
i pregleda uzorka. Osim makroskopskog pregleda,
ostali oblici analize u patologiji iziskuju obradu
uzoraka kroz sljedece tri osnovne faze:

e preuzimanje materijala,

o fiksaciju i procesiranje tkiva,

e rezanje i bojanje uzoraka.

Nacin uzorcenja tkiva u EM posebno je vaina
stavka. U usporedbi sa svjetlosnom mikroskopi-
jom, koja koristi histoloSke rezove, uzorci za EM
neusporedivo su manji i ponekad postoji realna
opasnost od neadekvatnog uzorcenja’*°.
Preparat pripremljen za EM mora biti dovoljno
tanak kako bi bio prosvijetljen snopom elektrona.
Koriste se sljedece metode obrade uzoraka: ne-

Preduvjet za kvalitetnu ultrastrukturalnu analizu je do-
bra suradnja klini¢ara i patologa koja osigurava pravilnu
indikaciju za elektronskom mikroskopskom pretragom i
adekvatno uzorcenje bioptickog materijala. Uvjet za
uvid u ultrastrukturalne promjene radi postavljanja ko-
nacne dijagnoze jesu kvalitetni preparati, koji se postizu
standardiziranim postupcima obrade uzorka.

gativni kontrast, kontrastirani ultratanki rez i imu-
no-elektronska mikroskopija (“immunogold” teh-
nika), te dva tipa analize: kvantitativna i
semikvantitativna analiza ra€unalno obradene di-
gitalizirane EM slike™.

U patologiji se najcesce koristi metoda kontrasti-
ranja ultratankih rezova osmijevim tetraoksidom,
olovnim citratom i uranilacetatom. Analiza slike
vrsi se na crno-bijelim fotografijama (danas rje-
de) ili na zaslonu racunala, a slika na ekranu mi-
kroskopa sluzi kao orijentir za odabir podrucja
vaznog za utvrdivanje promjene ili postavljanja
dijagnoze. Dijagnosticka procjena struktura koje
se analiziraju primarno ukljucuje identifikaciju vr-
ste uzorka. Na polutankim rezovima vrsi se ori-
jentacijska procjena za izradu ultratankih rezova
koji ¢e sadrzavati stanice, odnosno strukture od
interesa. Potom se provjerava jesu li stanice
urednog izgleda, oblika i grade. Za daljnji dijagno-
sticki postupak bitno je utvrditi o kojoj se stanici
radi, jer uzorak moze sadrzavati mijeSanu popula-
ciju hematopoetskih, epitelnih, mezenhimalnih i/
ili tek pojedinacnih tumorskih stanica, Sto primje-
rice kod dijagnostike slabo diferenciranih tumora
mozZe otezZati interpretaciju'®®®. Postupak fiksaci-
je, procesiranja rezanja i bojenja tkiva za EM
ukratko su navedeni u tablici 1.
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Tablica 1. Postupak pripreme uzorka za elektronsko-mikroskopski pregled.
Table 1. The electron microscopy sample preparation procedure.

1. Fiksiranje 1 mm? tkiva u mjesavini 4 % formaldehida i 1 % glutaraldehida u 0,1 M PB (pH 7,4) najmanje 2

sata do preko nodi.

2. Uroniti u 8 % (0.2 m) saharoze u 0,1 M PB 3x15 min ili preko nodi.

3. Postfiksiranje u 1 % osmij tetroksidu 0,1 M PB 1 sat.

4. 50 % etanol 15 min

5. 70 % etanol 15 min

6. 95 % etanol 15 min

7. 100 % etanol 2x15 min

8. 100 % propilenoksid 2x15 min

9. 1:1 uklapanje u propilenoksid na 1 — 2 sata.

10. 2:1 uklapanje u propilenoksid, nocenje u termostatu.

11. Uklapanje u kalup/kapsulu.
12. U termostatu 60 °C za 48 sati.

Za razliku od svjetlosne mikroskopije u kojoj se
vodimo citomorfoloskim, topografskim i arhitek-
turnim obiljezjima ispitivanog uzorka, u EM se
identifikacija temelji na prepoznavanju specific-
nih subcelularnih organela i markera, dok su me-
dustani¢ni odnosi i izvanstani¢ni prostor manje
znacajni®s,

ANALIZA ULTRASTRUKTURALNE GRADE

STANICE

Stani¢na membrana i posebna obiljeZja stani¢ne
membrane

Ponekad se u svjetlosnoj mikroskopiji medusta-
ni¢ni prostor i rubovi stanica tesSko utvrduju, dok
se u EM oblici i veli¢ine stanica mogu precizno
definirati. Medusobni polozZaj stanica, njihov
oblik i veli¢ina te prisutnost specijaliziranih mem-
branskih struktura poput mikrovila, membran-
skog nabiranja ili interdigitacija, kao npr. kod ade-
nokarcinoma, mogu biti od dijagnostickog
znacaja u slabo diferenciranih, anaplasti¢nih ili
dediferenciranih tumora®. Submembranski se
EM mogu nalaziti dijagnosticki depoziti®.

Medustanicne veze

Ultrastrukturalna analiza medusobnog kontakta
predstavlja analizu tzv. medustaniénih veza/junk-
cija. To¢no utvrdivanje tipa medustani¢ne veze
bitno je za razlikovanje karcinoma i sarkoma. Dez-
mosomi i ¢vrste veze (engl. tight junction) karak-

http://hrcak.srce.hr/medicina

teristicne su za epitelne stanice, no kako stanice
karcinoma dediferenciraju, smanjuje se njihova
velic¢ina i broj, a tonofilamenti postaju kradi i rijet-
ki, do potpunog nestanka. Intermedijarna linija
koja odvaja stanicne membrane od dezmosoma
takoder se gubi, Sto rezultira dodirnim mjestom
koje je gradeno samo od zadebljale stani¢ne
membrane. Kod adenokarcinoma “tight junction”
(zonulae occludens), intermedijarne veze (zonu-
lae adherens) i dezmosomi (maculae adherens)
prorjeduju se, gube i ostaju samo fokalno prisut-
ni%t. Medustani¢ne veze nisu obiljezje samo epi-
telnih stanica, naime, formirane veze tipa dezmo-
soma mogu se nadi i izmedu benignih i malignih
glatkomisi¢nih tumora. Isti tip dodirnih ploca,
koje formiraju zadebljanja na krajevima, opazaju
se i kod fibrosarkoma i malignog fibroznog histio-
citoma. Ostali tipovi stani¢nih veza, poput hemi-
dezmosoma i veze s procijepom (“gap junction”)
nisu dijagnosti¢ki znadajni. Prisutnost medusta-
ni¢nih kanala je ograni¢ene dijagnosticke vrijed-
nosti. Specijalizirani izdanci stanicne membrane,
koji ukljuéuju cilije, mikrovile i stani¢ne nastavke,
karakteristicni su za stanice sa specijaliziranom
funkcijom (neuroendokrinom aktivnoséu). Dife-
rencijalno dijagnosticki bitno je ne zamijeniti ih s
pseudopodijima i filopodijima??.

Pinocitoticke vezikule su plosne invaginacije sta-
nicne membrane kojima se male ekstracelularne
Cestice i tekudine transportiraju stanicom?. Oso-
bito su izrazene na perineuralnim, endotelnim i
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glatkomisi¢nim stanicama, te pericitima i fibro-
blastima, stoga njihova prisutnost uz ostala ultra-
strukturalna obiljezja ponekad moze biti od dija-
gnosti¢kog znacaja.

Citoplazma

U citoplazmi se mogu naéi organele specificne za
pojedine oblike stanica. Citoplazmatske organele
odraZzavaju metabolicku aktivnost i anoksi¢ne pro-
mjene stanice®. Dijagnosticki znacajne promjene
nalaze se u mitohondrijima, endoplazmatskom re-
tikulumu i ribosomima, Golgijevom aparatu, lizo-
somima i kompleksima organela®. U citoplazmi se
mogu nakupljati neresorptivne cCestice, depoziti
(osobito izrazeno u bolestima nakupljanja). Stani-
ce iste populacije mogu pokazivati razlike u gustoci
citoplazme, sto moze biti posljedica brojnih stanja.
Sto je veca prisutnost organela, veéa je gustoca ci-
toplazme na malim povecanjima. Takoder, hidraci-
ja stanice neposredno utjece na gustocu citoplaz-
me. Cesto stanice svijetlih (praznih) citoplazmi u
svjetlosnoj mikroskopiji na ultrastrukturalnoj razini
pokazuju glikogenske i lipidne vakuole granularnog
izgleda®.

Mitohondriji

Mitohondriji su organele koje oslobadaju energi-
ju katabolizmom ATP u procesu oksidativne fosfo-
rilacije. Dvostrukim sustavom unutarnje mem-
brane, koja sadrZi brojne nabore (kriste), i vanjske
membrane osiguravaju skladiStenje i brzo otpu-
Stanje energije. Osobita je osjetljivost mitohon-
drija na anoksiju koja se manifestira oticanjem,
iskrivljenjem krista i piknozom. Stanice koje imaju
sposobnost sinteze steroidnih hormona sadrze
slobodne tubulovezikularne kriste u mitohondri-
jalnom matriksu. Mitohondrijalne inkluzije razlici-
tog tipa su od malog dijagnosti¢ckog znacaja. On-
kocitni tumori su karakterizirani prominentnim
granularnim eozinofilnim citoplazmama koje ul-
trastrukturalno odgovaraju brojnim mitohondriji-
ma normalne morfologije®.

Hrapavi endoplazmatski retikulum (hER) i glatki
endoplazmatski retikulum (gER)

Endokrine stanice, kao i stanice tumora s neuro-
sekretornom i steroidnom aktivnosti, ultrastruk-
turalno imaju brojne i vece nakupine glatkog i
hrapavog ER. Leydigove i Sertolijeve stanice te
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stanice tumora spolnog tracka jajnika i adenoma
jetre obiljezene su nakupinama vrtlozastih i plo-
snatih cisterni gER i hER vezanih uz membranu
stanica®?2.

Prstenaste lamele

Prstenaste (anularne) lamele su tjeleSca gradena
od paralelnih nakupina cisterni koje na povrsini
nose male prstenove ili pore u nepravilnim inter-
valima. Iste se mogu nadi i intranuklearno. Prste-
naste lamele, cCija je funkcija joS nepoznata, po-
sebno su zastupljene u oocitama, spermatidama i
Sertolijevim stanicama, te u tumorima bubrega,
primitivnim neuroektodermalnim tumorima i
metastatskim tumorima jajnika. Njihov nalaz nije
dijagnosticki, jer su opisani i u malignim mezenhi-
malnim neoplazmama, kao i benignim novotvori-
nama poput adenoma hipofize i lejomioma®°22,

Golgijev aparat

Golgijev aparat tvori kompleks zakrivljenih cister-
ni paralelnog rasporeda s brojnim malim veziku-
lama i vakuolama koje moraju primarno ispuniti
zadatak akumuliranja i koncentriranja proteinskih
sekretornih produkata sintetiziranih u ribosomi-
ma. Ultrastrukturalno je Golgijev aparat slabije
izraZzen u stanicama tumora koji brzo rastu i koji
su anaplasti¢ni®2.

Lizosomi

Primarni lizosomi su mala, uz membranu vezana
tjeleSca varijabilne elektronsko-mikroskopske gu-
stoce. Nalazimo ih u gotovo svim tipovima stani-
ca. Sekundarni lizosomi koji nastaju fuzijom pri-
marnih s citoplazmatskim derivatima uvijek
sadrZe rezidualno tjelesce (telolizosom, lipofuscin
i multivezikularno tjelesce). Ultrastrukturalno se
nakupine lizosoma mogu tesko razlikovati od ne-
urosekretornih granula, pa se, primjerice u dife-
rencijalnoj dijagnostici mikrofolikularnog i medu-
larnog karcinoma Sstitne Zlijezde, daje prednost
imunohistomijskoj analizi u odnosu na EM®*>%3:24,

Ostale organele i depoziti u citoplazmi

Kompleksi organela najé¢eSce ukljuCuju intracito-
plazmatske ribosom-lamela komplekse koji su ka-
rakteristi¢ni za leukemiju vlasastih stanica, kronic-
nu limfatiénu leukemiju i druge hematopoetske
novotvorine.

http://hrcak.srce.hr/medicina
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Citoplazmatski filamenti (aktinski, intermedijarni,
mikrotubuli) formiraju citoskelet eukariotske sta-
nice.

Sekretorne granule su kuglaste intracitoplazmat-
ske inkluzije nastale proteinskom sekrecijom. Di-
jele se u tri skupine (mucigene, zimogene i neu-
rosekretorne), ovisno o prosjecnom promjeru
granula.

Glikogen se ultrastrukturalno prikazuje ovisno o
fiksativu i metodi primijenjenog procesiranja.
Znacajna je njegova identifikacija pri tezaurizmo-
zama i glikogenozama.

Lipidi se ultrastrukturalno prikazuju kao vakuole i
kapljice nevezane uz membranu, a znacajne su u
dijagnostici kongenitalnih lipidnih miopatija.
Ostale inkluzije koje se moguci nadi u citoplazmi
stanica jesu: Birbekova tjelesca u Langerhansovoj
histiocitozi, Charkot-Leydenovi kristali u citoplaz-
mi eozinofila te Reinkeovi kristali (heksagonalne
prizme varijabilne veli¢ine) u Leydigovim stanica-
ma testisa i hilarnim stanicama jajnika.
Ultrastrukturalna analiza zavrSava procjenom
izgleda jezgre, njezina kromatina, prisutnosti jez-
grice, nuklearnih inkluzija i pseudoinkluzija, te
pregledom ekstracelularnog matriksa, bazalne

membrane, kolagenih vlakana i ostalih elemenata
(slika 1).

Slika 1. Ultrastrukturalna grada makrofaga; jezgra (*) te endoplazmatski
retikulum (ER) i mitohondrij (M) u citoplazmi stanice (x8900).

Figure 1. Ultrastructural macrophage appearance; nucleus (*)
endoplasmatic reticulum (ER) and mitochondria (M) in cytoplasm,

(x8900).
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INDIKACIJE ZA ULTRASTRUKTURNU ANALIZU

Elektronski mikroskop ima svoj znacaj u dijagno-
stici tumora i brojnih drugih promjena i obolje-
nja® kao sto su to:

e bolesti bubrega, osobito glomerula

e kongenitalne bolesti

¢ metabolicke bolesti nakupljanja

e bolesti poprecno-prugastih misica

e bolesti perifernih Zivaca

e autoimune bolesti

¢ identifikacija uzro¢nika zaraznih oboljenja

¢ bolesti koZe

e identifikacija stranih tvari u tkivima.

Vaznost elektronske mikroskopije u dijagnostici
bubreznih oboljenja

Elektronska mikroskopija koristi se u dijagnostici
glomerularnih oboljenja vise od tri desetljeca i
njezina vrijednost je dobro znana i potkrijepljena
brojnim studijama. Dok neki naglasavaju vrijed-
nost rutinske upotrebe ove metode u dijagnosti-
ci, postoje i studije koje kriti¢ki preispituju njezi-
nu vaznost i to uglavhom zbog neizbjeznog
financijskog pritiska za reduciranjem troskova,
kako u rutinskoj dijagnostici, tako i u istrazivackoj
djelatnosti. U literaturi se vrijednost EM nepre-
stano, no nedovoljno evaluira. Muehrcke i sur.2®
nasli su da je EM u samo 6 % slucajeva pridonijela
dijagnozi*, za razliku od Siegel i sur.?’, gdje je taj
broj narastao na 48 % slucajeva, uz napomenu da
je u jednom slucaju dijagnoza bila i promijenjena.
Autori predlazu rutinsku upotrebu EM u dijagno-
stici glomerulopatija, buduci da svjetlosna mikro-
skopija ne daje potrebnu informaciju kada treba
koristiti ultrastrukturalnu analizu. S ovim se slaze
i Tighe sa sur., koji je utvrdio korisnost EM u 85 %
ispitivanih slucajeva®. Postoje i podaci u literaturi
prema kojima je svjetlosna mikroskopija zajedno
s imunofluorescencijom i EM neophodna u 25 %
slucajeva, korisna u 50 % dijagnoza, a nepotrebna
u 25 % biopsija®.

Rutinska upotreba EM je od esencijalne vaznosti
u diferencijalnoj dijagnostici nefrotskog sindro-
ma, osobito kod ranog membranskog glomerulo-
nefritisa, fokalne segmentale glomeruloskleroze i
bolesti minimalnih promjena. Upotreba EM u kla-
sifikaciji glomerularnih bolesti i u pracenju tera-
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peutskih protokola takoder je dobro poznata.
Neke se lezije detektirane svjetlosnom i imuno-
fluorescentnom mikroskopijom mogu bolje doku-
mentirati EM pretragom. To je slucaj kod odredi-
vanja lokalizacije imunih depozita ili strukturalnih
promjena bazalne membrane. Elektronski mikro-
skop prepoznaje promjene koje se ne mogu vi-
djeti svjetlosnim mikroskopom, pa tako pridonosi
razumijevanju patogeneze glomerularnih bolesti.
Ova tehnika upotrebljava se u odredivanju oste-
¢enja glomerularne bazalne membrane (GBM)
kod neimunih glomerulopatija, kao Sto su Alpor-
tov sindrom, bolest tankih membrana ili ve¢ spo-
menute bolesti minimalnih promjena. Kod bolesti
tankih membrana svjetlosnim mikroskopom mo-
Zemo vidjeti samo eritrocitne cilindre u lumeni-
ma tubula kao potvrdu klinicke hematurije, a ul-
trastrukturalno se potvrduje nalaz stanjene GBM.
Rano zadebljanje GBM koje se moZe javiti u dija-
betickoj nefropatiji, hipertenziji i glomerulonefri-
tisu, razlikuje se samo EM.

Definiranje lokalizacije imunih depozita ili uopce
njihovo postojanje vazno je za odredivanje tipa
glomerulonefritisa. Kada se imunofluorescentna
dijagnostika zbog tehnicke pogreske ne moze
iskoristiti jer je obojenje negativno ili slabo, ko-
nacna dijagnoza ovisi o EM. Ultrastrukturalna
evaluacija svakako je esencijalno vazna za karak-
terizaciju fibrilarnih glomerulopatija, kao $to su
amiloidoza, mikrofibrilarni i imunotaktoidni glo-
merulonefritis. Kod hereditarnih nefropatija EM
daje definitivnu dijagnozu i treba je svakako upo-
trijebiti. U pocetku nalaz svjetlosne mikroskopije
mozZe biti u granicama normale, a imunofluores-
cencija je u pravilu negativna, dok EM otkriva
promjene na nivou GBM. Kod Alport sindroma,
primjerice, nalazimo lamelaciju bazalne membra-
ne, te karakteristicna zadebljanja razli¢ite veli¢ine
(slika 2). U nasem materijalu, kod biopsija djece i

dvojiti od tipa Il mezangiokapilarnog glomerulo-
nefritisa®®, kao Sto prikazuje slika 2.

U biopsiji transplantata upotreba EM dobiva na
sve vecoj vaznosti, i to ne samo u dijagnostici
prethodnih bubreznih oSteé¢enja donora, razvoja
rekurentne glomerulopatije ili de nuovo glomeru-
lonefritisa, vec i u dijagnostici kasne disfunkcije
alografta. Naime, studija Bele Ivanyja ukazuje na
nuznost EM dijagnostike u biopsiji transplantata,
jer je dijagnoza kroni¢nog odbacivanja nedovolj-
no dijagnosticirana u odnosu na kroni¢nu nefro-
patiju grafta koja je predijagnosticirana. Stoga
medunarodna klasifikacija transplantacijske pato-
logije poti¢e upotrebu EM za bolje prepoznavanje
kapilarnih lezija u kroni¢cnom odbacivanju. EM
dobro dokumentira promjene na bazalnoj mem-
brane glomerula i stijenci kapilara u smislu zade-
bljanja i stvaranja novih slojeva bazalne membra-
ne te promjena na endotelu u kojem se vise ne
prepoznaje fenestracija. Fine promjene uocene
EM na glomerulima i kapilarama razlikuju kronic-
no odbacivanje od kroni¢ne nefropatije grafta,
ostecenja kapilara kalcineurinskim inhibitorima,

odnosno benigne nefroskleroze!.

Slika 2. Ultrastrukturalna grada glomerularne kapilare. (A) Alportov
sindrom s izrazito stanjenom bazalnom membranom (*) te fokusima
lameliranja i raslojavanja (*). U lumenu kapilare vide se dva eritrocita (*),
a s vanjske strane bazalne membrane ocuvani podociti (strelica) (x3500).
(B) Bolest gustih depozita s vrpcastim zadebljanjem (*) glomerularne
bazalne membrane (x7100).

Figure 2. Glomerular capillary ultrastructure. (A) Alport syndrome with
pronounced thinning of the basal membrane (*) and focal lamelation and
stratification (*). In capillary lumen two erythrocytes can be observed (*),
and on the outside of the basement membrane podocytes are preserved
(arrow) (x3500). (B) Dense deposit disease with band like thickening (*) of
glomerular basement membrane (x7100).

adolescenata rutinski se koristi EM pretraga, jer
su hereditarne nefropatije i nefropatije uzroci ne-
frotskog sindroma, nejasnih mikrohematurija i
slabog odgovora na terapiju najéesce u toj dobi.
Neke studije ukazuju na vaznost EM u dijagnozi i
klinici Lupus nefritisa, posebice u razlikovanju ra-
zreda V od idiopatske membranske nefropatije,
kod koje EM moZe tocno odrediti stadij bolesti.
Takoder se primjenom EM membranski glomeru-
lonefritis diferencijalno dijagnosticki moze raz-
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Primjena elektronsko-mikroskopske
dijagnostike u tumorskoj patologiji

Indikacije za EM u dijagnostici tumora dijele se na
opce i specificne®?. Opce indikacije su neklasifika-
cija tumora nakon primjene svjetlosne mikro-
skopske, histokemijske i imunohistokemije anali-
ze. Ultrastrukturalnom analizom osigurava se na
taj nacin subklasificiranje u slucaju diferencijalne
dijagnostike, potvrda dijagnoze postavljene svje-
tlosnom mikroskopijom te utvrdivanje sijela

U odredenim bolesnim stanjima, kao Sto su to glomeru-
lopatije, bolesti nakupljanja, poremecaji metabolizma,
neuromuskularne bolesti, novotvorine i brojna druga
stanja, elektronska mikroskopija neizostavan je dio dija-
gnostickog postupka. Ultrastrukturalnom analizom osi-
gurava se uvid u ¢itav niz promjena koje se odvijaju na
razini stani¢nih organela unutar citoplazme stanice ili u
izvanstanicnom matriksu, a specificne su za odredenu
bolest.

primarnog tumora. Specifi¢ne indikacije su: sub-
klasificiranje i identifikacija nediferenciranih, od-
nosno slabo diferenciranih tumora (karcinom,
melanom, limfom, sarkom, embrionalni tumor),
tumora malih stanica i neuroendokrini tumori

(primarni ili metastatski); potvrdivanje ili identifi-

Slika 3. Rabdomiosarkomska diferencijacija unutar stanica teratoma. (A)
Sarkomere s paralelnim i pravilnim Z-linijama (x14000). (B) Stanica s
brojnim gustim agregatima aktinskih i miozinskih filamenata u citoplazmi
(x8900).

Figure 3. Rhabdomyosarcoma cell differentiation within teratoma. (A)
Parallel and regular arrangement of sarcomere Z lines (x14000). (B) Cells
with numerous dense aggregates of actin, myosin and filaments in the
cytoplasm (x8900).

kacija ependimalne, neuronalne, glijalne ili me-
ningealne diferencijacije u tumorima CNS-a; te
subklasificiranje sarkoma'>*?2. Primjenu EM u
subklasificiranju mezenhimalne komponente u
malignom tumoru testisa iz arhivskog materijala
prikazujemo na slici 3. Nalaz miozinskih filamen-
ta, formiranih Z-linija, debelih filament-ribosom-
skih kompleksa, bazalne lamine i glikogena, bili su
neophodni za potvrdu rabdomiosarkomske dife-
rencijacije. Kona¢no je postavljena dijagnoza ri-
jetkog tumora, mijesani embrionalni karcinom i
teratom s rabdomiosarkomatoidnom diferencija-
cijom.

Intencija je danasnje patohistoloske analize tu-
mora odrediti podrijetlo svakog tumora bez obzi-
ra na njegovu zrelost, jer ima prognosticki znacaj
za bolesnika. lako u rutinskom radu primjena
imunohistokemijskih metoda u velikom broju slu-
Cajeva dovodi do dijagnoze, samo se ultrastruktu-
ralno mogu dokazati neki specifi¢ni organeli i obi-
liezja stani¢ne populacije, Sto je neophodno za
histogenetsku i citogenetsku klasifikaciju podrije-
tla tumorskih stanica®*34,

Primjena elektronsko-mikroskopske
dijagnostike u bolestima poprecno-prugastih
misica

Opisani su brojni entiteti i sindromi s miSiénom
slaboséu ili miSiénom disfunkcijom razlicitog stup-
nja, koji se mogu podijeliti u sljedece skupine:

e miSi¢ne distrofije

¢ kongenitalne miopatije

e metabolicke i endokrine miopatije

e mitohondrijalne miopatije

¢ inflamatorne miopatije.

Primjena EM kod ovih je standardni dio dijagno-
stickog algoritma. Osobito je bitan optimalan
odabir misi¢éa pogodnog za biopsiju, Sto ovisi o
zahvacenosti misi¢ne slabosti. Biopsiju treba uci-
niti u misicu umjereno izrazenih promjena, jer u
protivnom misi¢ moze biti nadomijeSten masnim
i/ili vezivnim tkivom. Tehnika bioptiranja misica
nudi dvije mogucnosti: iglenu ili otvorenu biopsi-
ju (u nasoj ustanovi)®. Ultramikroskopskoj analizi
poprecno-prugastih misi¢a prethode enzimatske
metode, kojima je potrebno prikazati specifi¢ni
tip misi¢nih vlakana, odsutnost/pojacanu aktiv-
nost pojedinog enzima i/ili sumnju na depozite
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koje se rutinskim histoloskim metodama ne
vide3*?7, Elektronsko-mikroskopski na misi¢u se
vrsi procjena velicine i distribucije misi¢nih vlaka-
na, izgled i raspored filamenata i Z-linija, izgled
stanicne membrane, procjena broja i smjestaja
jezgara, zastupljenost i grada organela, prisutnost
depozita. Primjer misi¢a u kojem su ultrastruktu-
ralno utvrdene degeneratorne i reparatorne pro-
mjene, kao i abnormalnosti organela te nakuplja-
nje lipida, prikazan je na slici 4.

ZAKLJUCAK

Elektronska mikroskopija u nekim bolestima ima

svoje posebno, ponekad i nezaobilazno mjesto u
potvrdi definitivne dijagnoze. U slucaju klini¢ke
sumnje na mogucu metabolicku, kongenitalnu ili
neku drugu bolest koja iziskuje ultrastrukturalnu
analizu, vazna je dobra suradnja klinicara i pato-
loga u cilju pravilnog uzoréenja tkiva. Jednom
pravilno odabran uzorak mora se standardizira-
nim postupcima provoditi sve do izrade prepara-
ta za ultrastrukturalnu analizu, koja ¢e osigurati
postavljanje konacne dijagnoze.
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