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1. UVOD
1.1. Histoloska tehnika

Histoloska tehnika podrazumijeva skup postupaka u izradi histoloskog preparata. Cilj uspjesne
pripreme kvalitetnog histoloskog preparata je $to dosljednije ocuvanje grade 1 molekularnog
sastava kakve je tkivo imalo u Zivom organizmu. U svrhu o€uvanja grade i molekularnog
sastava tkiva provode se sljedec¢i postupci: uzorkovanje tkiva, fiksacija, uklapanje, rezanje,
montiranje i bojenje. Uzorci se za histoloske preparate mogu uzeti odstranjivanjem zivog tkiva
tijekom kirurSkog zahvata ili s trupla. Ukoliko se tkivo za histoloski preparat uzima s trupla, u
obzir se moraju uzeti patoloski procesi koji su izmijenili tkivo prije smrti, ali i procesi koji
mijenjaju tkivo nakon smrti (1). Nakon uzorkovanja, tkivo je potrebno isje¢i na manje dijelove
da bi fiksativ lakSe prozeo tkivo, a zatim se provodi fiksacija (2).

Fiksacija je postupak koji se provodi u svrhu ocuvanja strukture 1 molekularnog sastava
tkiva. Fiksacija se u veéini slucajeva provodi kemijskim fiksativima — otopinama tvari koje
stabiliziraju ili krizno povezuju tkivne bjelancevine €ime se sprjeava razgradnja tkiva
njegovim enzimima ili mikroorganizmima (3). Uobicajeni fiksativi su formaldehid,
glutaraldehid, alkohol, kalijev bikromat, te kiseline poput octene, pikrinske ili osmijeve.
Fiksacija se za svjetlosnu mikroskopiju provodi 4-postotnom puferiranom izotoni¢nom
otopinom formaldehida (10-postotni formalin). Formaldehid uzrokuje krizno povezivanje
bjelanCevina kovalentnim vezama reagiraju¢i s aminoskupinama tkivnih proteina §to rezultira
oc¢uvanjem 1 otvrdnjivanjem tkiva. Takvo fiksirano tkivo potrebno je uklopiti u neko tvrdo
sredstvo koje ¢e omoguciti rezanje tkiva na tanke rezove (2).

Ukoliko se preparat priprema za svjetlosnu mikroskopiju, tkivo se najces¢e uklapa u
parafin. Prethodno uklapanju, tkivo se dehidrira i prosvjetljava. S obzirom da je vecina fiksativa
mijeSana s vodenim otapalima koja se ne mijeSaju s parafinom, potrebno je ukloniti vodu iz
tkiva i zamijeniti je pogodnijim otapalom (4). Fiksirani i isprani komadic¢i tkiva prenose se u
sve koncentriranije otopine etanola u vodi (koncentracije su obi¢no od 70 % do 100 % etanola)
s ciljem da se iz njih ukloni voda (2). Dehidracija se treba provoditi postupno. Ukoliko je
koncentracijski gradijent neumjeren, difuzijske struje preko stani¢nih membrana mogu
uzrokovati raspad stanica i nabiranje tkiva (3, 4). Nakon procesa dehidracije etanol se
zamjenjuje otapalom sredstva za uklapanje. Otapalo za prosvjetljavanje treba se dobro mijesati
i s dehidracijskim sredstvom i sa sredstvom za uklapanje (3). Sredstva za prosvjetljavanje
odabiru se prema odredenim kriterijima: brzo prodiranje u tkivo, brzo uklanjanje sredstva
dehidracije, lako uklanjanje pri uklapanju u parafin, minimalno uniStavanje tkiva, slaba
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zapaljivost, niska toksi¢nost, niska cijena (3). Ksilol je uobicajeno otapalo koje se koristi
prilikom uklapanja u parafin. Ovaj se postupak naziva prosvjetljavanje jer tkivo za vrijeme
prozimanja otapalom postaje prozirno (2), (3). Osim prosvjetljavanja, ksilol iz tkiva uklanja
etanol te na taj nacin priprema tkivo za uklapanje u parafinski blok. Nakon $to je tkivo u
potpunosti prozeto otapalom, stavlja se u otopljeni parafin u termostatu na temperaturi od 58
do 60 °C. Pri ovoj temperaturi otapalo ispari iz tkiva, a tekuéi parafin prozima tkivo (2).

Nakon hladenja parafin postaje cvrsto sredstvo koje omogucuje rezanje bloka s tkivom
na vrlo tanke rezove, npr. od 3 do 6 mikrometara, a istovremeno pruza jednostavnost rukovanja
i skladiStenja takvih preparata (4). Za svjetlosnu mikroskopiju potrebni su nam rezovi debljine
od 1 do 10 mikrometara koje dobivamo rezanjem tvrdih parafinskih blokova na mikrotomu
¢elicnim ili staklenim mikrotomskim noZem (2). Rezovi se potom stavljaju na kapljicu vode na
predmetnom stakalcu na grijacoj ploci 1 na taj nacin izravnavaju, a u tu svrhu moze se koristiti
i vodena kupelj. Nakon §to voda ispari sa stakalca, rez ostaje zalijepljen na predmetnom staklu.

S obzirom da su tkiva uglavnom bezbojna i takva bi ih bilo jako teSko promatrati,
provodi se bojenje preparata u svrhu isticanja i diferenciranja pojedinih sastojaka tkiva i
dijelova stanice. Vecina boja koriStenih u histologiji ponasa se poput kiselih ili bazi¢nih spojeva
koji imaju afinitet za stvaranje elektrostatskih veza s ioniziranim radikalima u tkivima. Rutinski
se preparati boje kombinacijom hematoksilina i eozina. Naj¢es¢i spoj hematoksilina koji se
koristi za bojenje histoloskih preparata je hemalaun, oksidirani derivat hematoksilina
stabiliziran kalijevim alaunom (5). Hemalaun se ponasa kao bazi¢na boja, boji bazofilne
sastojke tkiva. Bazofilni sastojci tkiva su oni koji sadrzavaju kiseline: nukleinske kiseline,
glikozaminoglikani i kiseli glikoproteini. Eozin je kisela boja kojom se boje acidofilni sastojci
tkiva kao Sto su mitohondriji, sekretna zrnca i kolagen (2). S vremenom su razvijene i mnoge
druge tehnike bojenja, od kojih svaka ima svoju specificnu svrhu, a pri tome se moZze koristiti
jedna ili dvije ili ¢ak vise histoloskih boja.

Da bi se parafinski rezovi uop¢e mogli bojiti, preparate je potrebno prvo deparafinirati,
odnosno kemijskim putem ukloniti parafin iz tkiva. Za deparafiniranje se koriste razliciti
reagensi, a tradicionalno sredstvo za ovu namjenu je ksilol. U novije vrijeme na trzistu se
javljaju razlicite zamjene za ksilol, a neka znanstvena istraZivanja ispituju alterantivne
moguénosti deparafiniranja preparata (3, 7, 8). O ksilolu i nekim alternativnim metodama
deparafiniranja bit ¢e rijeci dalje u tekstu.

Nakon bojenja preparat se iznova dehidrira i stavlja u sredstvo za bistrenje kao S$to je
ksilol. Predmetno stakalce s tkivom prekriva se sredstvom za lijepljenje pokrovnog stakalca,

kao Sto je kanadski balzam te se na njega polaze pokrovno stakalce. Visak kanadskog balzama
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oCisti se i uklanjaju se mjehuri¢i koji su potencijalno ostali u tkivu te je nakon toga preparat

spreman za mikroskopiranje (1).

1.2. Ksilol

Ksilol (dimetilbenzen) pripada skupini aromatskih ugljikovodika. To je bistra tekucina
specificnog mirisa, relativno niske tocke vrelista. Topiv je u vodi, mijeSa se s alkoholom i
mnogim drugim organskim otapalima. S obzirom na laku zapaljivost, korozivnost i relativno
nisku letalnu dozu, potrebno je vrlo pazljivo njime rukovati te ga odgovorno skladistiti (8).
Zbog niske tocke vrelista, ksilol vrlo brzo otapa parafin i zamjenjuje ga u tkivu. Dobro se mijesa
i s parafinom i organskim otapalima. Lako prodire u komade tkiva debljine do 5 mm i vrlo brzo
zamjenjuje alkohol u tkivu. Medutim, ukoliko se komadi tkiva predugo izlazu djelovanju
ksilola, moze do¢i do otvrdnjivanja tkiva (3). lako ksilol karakterizira visoka djelotvornost u
svrhu deparafinizacije i prosvjetljivanju tkiva, u obzir treba uzeti i njegov utjecaj na

laboratorijske radnike koji su za vrijeme svog radnog vremena izlozeni njegovom djelovanju.

1.2.1. Utjecaj ksilola na ljudski organizam

Ksilol se u organizam moze unijeti inhalacijom, ingestijom i dermalnim putem.
Metabolizam unesenog ksilola uglavnom se odvija u jetri — metilna skupina se oksidira i spoj
se konjugira s glicinom te nastaje hipurinska kiselina koja se izlucuje mokrac¢om. Dio
udahnutog ksilola moze se izdahnuti nepromijenjen (9, 10). Izlaganje ksilolu uzrokuje akutne
simptome, ali i kroni¢ne. Udisanje ksilola iritira nosnu i zdrijelnu sluznicu, a u veéim
koli¢inama uzrokuje i otezano disanje. Akutno izlaganje parama ksilola iritira sluznice diSnog
sustava, a kroni¢no izlaganje moze dovesti do nakupljanja tekucine u plu¢ima (10). Ve¢ male
doze ksilola uzrokuju muc¢ninu i glavobolju, smusenost, vrtoglavicu, slabost, a ve¢e doze mogu
dovesti do zbunjenosti, nerazgovjetnog govora, gubitka ravnoteze, nesvijesti i smrti (9).
Ukoliko ksilol duze vrijeme dolazi u izravan dodir s kozom, uzrokuje crvenilo, plikove,
ljuskanje koze i dermatitis (10). Istrazivanja na zivotinjama dokazala su da ksilol unesen
ingestijom oStecuje bubrege, dok udahnute pare ksilola imaju snazan uc¢inak na ziv¢ani sustav.
Toc¢an mehanizam kojim ksilol uzrokuje Stetu nije poznat, ali se pretpostavlja da je njegov
utjecaj na zivcani sustav uzrokovan njegovom topljivos¢u u lipidnim membranama neurona
(10). Laboratorijskim djelatnicima koji tijekom svog radnog vijeka udisu male doze ksilola
prijeti opasnost od ozbiljnog oSte¢enja diSnog ali 1 Ziv€anog sustava. Neka istrazivanja na
zivotinjama navode da bi ksilol mogao biti kancerogen, medutim smatraju se nedovoljnima za

potvrdu kancerogenog uc¢inka u ljudi (11).
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1.3. Zamjene za ksilol

Ksilol se moze zamijeniti razli¢itim alifatskim ugljikovodicima koji se pojavljuju u
kra¢im 1 duljim lancima. Kra¢i alifatski lanci isparavaju jednako brzo kao i ksilol i nemaju
afinitet za vodu, dok dulji lanci ne isparavaju toliko brzo i mogu uzrokovati kontaminaciju
parafina (3). Postoje istrazivanja koja su ispitivala uspjesnost deparafinizacije povrtnim uljima,
citrusnim uljima, mjesavinama ulja i alkohola te otopinama deterdzenta za posude (3, 7, 13). U
prethodnim je istrazivanjima vecina preparata obradena na ovaj na¢in pokazala relativno dobru

kvalitetu, medutim ipak su se preparati deparafinirani ksilolom pokazali kvalitetnijima (13).

1.3.1. Tissue-Tek Tissue-Clear kao alternativa

Tissue-Tek Tissue-Clear (Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, Nizozemska)
komercijalna je zamjena za ksilol. Sluzbene web stranice reagensa Tissue-Tek Tissue-Clear
navode da on nema miris, ne iritira sluznice i kozu, te da je biorazgradiv i ne uzrokuje opasnost
za onecCiS¢enje okolisa. Iskustveno, Tissue-Tek Tissue-Clear uistinu nema nikakav miris i ne

iritira sluznice (14).
1.3.2. Citrosol kao alternativa

Citrosol (Applichem, Darmstadt, Njemacka) jo$ je jedna komercijalna zamjena za
ksilol. Cilj stavljanja ovog proizvoda na trziste takoder je zamijeniti ksilol u klinickoj primjeni.
Odlikuje ga nesto visa tocka vrelista, 176 °C (tocka vrelista ksilola je 138 °C) §to ga Cini
sigurnijim za rad i skladistenje (15). Citrosol za razliku od reagensa Tissue-Tek Tissue-Clear

ima izrazen citrusni miris, koji su neki korisnici ¢ak opisali kao ugodan.
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2. CILJEVI
Ciljevi ovog istrazivanja su:

- ocijeniti ucinkovitost deparafiniranja histoloskih rezova ziv€anog tkiva ksilolom,
reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear i reagensom Citrosol

- ocijeniti kvalitetu preparata nakon primjene dva reprezentativna histoloska bojenja
na preparatima zivéanog tkiva deparafiniranog ksilolom i komercijalnim zamjenama
ksilola

- usporediti kvalitetu histoloskih preparata deparafiniranih ksilolom, reagensom

Tissue-Tek Tissue-Clear i reagensom Citrosol.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao presje¢na studija u kojoj su koristeni uzorci zivéanog tkiva
uklopljeni u parafin iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju i sudsku medicinu Klinickog
bolnickog centra Osijek. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Klinickog
bolnickog centra Osijek odlukom na temelju ¢lanka 5. Poslovnika o radu Etickog povjerenstva

Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek pod urudzbenim brojem R2-4787/2019.

3.2. Materijali

Istrazivanje je provedeno na humanim uzorcima velikog mozga iz arhive Klinickog
zavoda za patologiju i sudsku medicinu. Upotrjebljeno je 10 uzoraka tkiva velikog mozga
uklopljenog u parafin, od kojih je nacinjeno 60 histoloskih preparata, po 6 od svakog uzorka.
Rezovi svakog uzorka podijeljeni su u tri skupine; jedna je deparafinirana standardnim
sredstvom za deparafiniranje — ksilolom, druga reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear (Sakura
Finetek, Alphen aan den Rijn, Nizozemska), a tre¢a reagensom Citrosol (Applichem,
Darmstadt, Njemacka), tako da su svakom metodom deparafinirana po 2 preparata svakog
uzorka velikog mozga. Uzorci su obiljeZeni brojem, stoga je identitet pokojnika u potpunosti

skriven, a postupak nema utjecaja na dijagnozu i lijecenje.
3.3. Metode

3.3.1. Rezanje parafinskog bloka

Parafinski blokovi su izrezani na rezove debljine 6 pm pomocu rotacijskog mikrotoma
CUT 4060 marke Slee (Mainz, Njemacka). Svaki rez je zatim prebacen na kapljicu vode na
predmetnom stakalcu polozenom na grijacu plocu kako bi se izravnao na povrSini tople vode.
Visak vode je uklonjen, a rezovi su ostali zalijepljeni na predmetno stakalce nakon §to je voda

isparila.

3.3.2. Deparafiniranje rezova

Od ukupno 60 rezova, 20 je deparafinirano ksilolom, 20 reagensom Tissue-Tek Tissue-
Clear i 20 reagensom Citrosol. Nakon deprafiniranja slijedila je rehidracija tkiva silaznim
nizom alkohola. Rehidracijom tkivo postaje pogodno za bojenje bojama topivima u vodi. Nakon

bojenja tkiva se dehidriraju uzlaznim nizom alkohola.



Postupak pripreme preparata deparafiniranih ksilolom:
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Prvi ksilol — 15 min
Drugi ksilol — 15 min
100 %-tni etanol — 5 min
100 %-tni etanol — 5 min
96 %-tni etanol — 5 min
70 %-tni etanol — 5 min
Destilirana voda — 5 min
Bojenje

96 %-tni etanol — isprati

. 96 %-tni etanol — isprati
. 100 %-tni etanol — 5min
. 100 %-tni etanol — 5 min
. Treéi ksilen — 10 min

. Cetvrti ksilen — 10 min

. Zatvaranje preparata kanadskim balzamom

MATERIJAL | METODE

Postupak pripreme preparata deparafiniranih reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear:
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Prvi Tissue-Tek — 15 min
Drugi Tissue-Tek — 15 min
100 %-tni etanol — 5 min
100 %-tni etanol — 5 min
96 %-tni etanol — 5 min

70 %-tni etanol — 5 min
Destilirana voda —5 min
Bojenje

96 %-tni etanol — isprati

. 96 %-tni etanol — isprati

. 100 %-tni etanol — 5 min

. 100 %-tni etanol — 5 min

. Tre¢i Tissue-Tek — 10 min

. Cetvrti Tissue-Tek — 10 min

. Zatvaranje preparata kanadskim balzamom
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Postupak pripreme preparata deparafiniranih reagensom Citrosol:

Prvi Citrosol — 15 min
Drugi Citrosol — 15 min
100 %-tni etanol — 5 min
100 %-tni etanol — 5 min
96 %-tni etanol — 5 min
70 %-tni etanol — 5 min
Destilirana voda — 5 min

Bojenje

© © N o g b~ wDdPRF

96 %-tni etanol — isprati
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. 96 %-tni etanol — isprati
. 100 %-tni etanol — 5min

. 100 %-tni etanol — 5 min
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. Tre¢i Citrosol — 10 min

. Cetvrti Citrosol — 10 min

e
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. Zatvaranje preparata kanadskim balzamom

3.3.3. Bojenje preparata

Polovica rezova, od njih ukupno 60, obojena je standardnim histoloSkim bojenjem,
hemalaun-eozinom (od kojih je 10 deparafinirano ksilolom, 10 reagensom Tissue-Tek, a 10
Citrosolom), a za drugu polovicu koriStene su boje luxol fast blue i krezil modrilo (metoda
bojenja Kluver-Barrera). Nakon bojenja tkiva hemalaun-eozinom jezgre i ostali bazofilni
sastojci stanice bit ¢e plavo obojeni hemalaunom, a eozin ¢e crveno/ruzi¢asto obojati
citoplazmu. Rezultati bojenja metodom Kluver-Barrera su plavo do tirkizno obojen mijelin te
ljubicasto obojene stanice i Nisslov tigroid. Ova metoda omogucéava jasnu vizualizaciju
Nisslovog tigroida, diferencijaciju 3 sloja vec¢ih krvnih zila te oStro ocrtava kapilarni endotel

(16).
Priprema boje luxol fast blue:

- 1 g luxol fast blue
- 1000 ml 96 % etanola
- 5ml 10 % octene kiseline

- pomijesati i filtrirati
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Priprema krezil modrila:

0,5 g krezil modrila
100 ml destilirane vode
prije upotrebe dodati 0,8 ml 10 %-tne octene kiseline i filtrirati

0,1 %-tna otopina litijeva karbonata

Postupak bojenja bojama luxol fast blue i krezil modrilom (Kluver-Barrera):

o ~ w e

8.
9.

Dehidracija se zaustavlja u 96 %-tnom etanolu.

Bojenje u otopini luxol fast blue — 2 sata na 60 °C.

Ispiranje u 70 %-tnom etanolu.

Ispiranje u destiliranoj vodi.

Diferencijacija u 0,1 %-tnom litijevom karbonatu do uspostavljanja vidljive razlike
izmedu sive i bijele tvari.

Ispiranje u vodovodnoj vodi.

Provjera diferencijacije i po potrebi ponavljanje diferencijacije u 0,1 %-tnom litijevom
karbonatu.

Bojenje u otopini krezil modrila — 15 min.

Ispiranje i diferencijacija u 70 %-tnom etanolu.

10. Dehidriranje i zatvaranje.

Postupak bojenja hemalaun-eozinom:

© N o g &~ w0 D P

Koristene su dvije otopine; Mayerov hemalaun i 1 %-tni eozin. Obje su filtrirane prije
koriStenja.

Deparafiniranje i rehidriranje preparata

Bojenje u Mayerovom hemalaunu — 5 - 10 min

Ispiranje u destiliranoj vodi

Diferencijacija u vodovodnoj vodi — 15 - 20 min

Ispiranje u destiliranoj vodi

Bojenje u 1 %-tnom eozinu — 10 min

Ispiranje u destiliranoj vodi

Dehidriranje i zatvaranje
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3.3.4. Analiza preparata

Pripremljeni histoloski preparati pregledani su mikroskopom marke Olympus (model
BX50) i fotografirani digitalnim fotoaparatom marke Olympus (model C-5050) montiranim na
spomenuti mikroskop. Analizirana je kvaliteta bojenja preparata deparafiniranih trima
razli¢itim reagensima. Kvaliteta se procjenjivala na temelju prisutnosti artefakata povezanih s
metodom deparafiniranja, kvaliteti obojenosti jezgre i1 citoplazme. Ocijenjena je 1 oStrina
preparata te ravnomjernost bojenja. Tim sastavljen od troje histologa ocijenio je preparate
ocjenama od 0 do 2, gdje ocjena 0 predstavlja ,,lose*, ocjena 1 ,,dobro®, a ocjena 2 ,,izvrsno®.
Prisutnost artefakata je ocijenjena na nacin da ocjena 2 znaci da ih uopée nema, a ocjena 0 da
ih ima puno. Preparati su prilikom ocjenjivanja bili Sifrirani, tako da ocjenjivac nije mogao znati
kojom metodom je preparat deparafiniran. 1z ocjena troje histologa izraunata je aritmeticka

sredina, a te su vrijednosti upotrijebljene za statisticku analizu.

3.4. Statisticke metode

Podaci dobiveni histoloskim ocjenjivanjem preparata obradeni su u raunalnom
programu MedCalc, verzija 18 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija). Numericki su podaci
prikazani pomoc¢u medijana 1 interkvartilnih raspona. Razlike izmedu skupina testirane su

Friedmanovim testom. Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina zna¢ajnosti postavljena je na o =
0,05.
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4. REZULTATI

Obradeno je 1 analizirano 10 uzoraka velikog mozga od kojih je nacinjeno 60 histoloskih
preparata, po 6 od svakog uzorka. Od ukupno 60 preparata, treina je deparafinirana ksilolom,
tre¢ina reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear, a tre¢ina reagensom Citrosol. Polovica preparata
deparafiniranih navedenim reagensima obojena je hemalaun-eozinom, a druga polovica

metodom Kluver-Barrera. Dobiveni preparati su histomorfoloski analizirani i ocijenjeni.

4.1. Bojenje hemalaun-eozinom

Bojanje hemalaun-eozinom pokazalo je zadovoljavajué¢e rezultate bez obzira na
sredstvo kojim su preparati deparafinirani. Na svim se preparatima vidi jasna razlika izmedu
sive i bijele tvari (slika 1, 2 i 3), a pod ve¢im povecanjima u sivoj su tvari vidljiva tijela neurona
s bazofilnim citoplazmama, svijetlim jezgrama i jasno izrazenim jezgricama (slika 4, 51 6). Ni
po jednom od ispitivanih Kriterija nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih
metoda deparafiniranja. Podaci za svih 5 kriterija su prikazani u tablici 1 — 5. Preparati
deparafinirani svim ispitivanim metodama pokazali su zadovoljavajucu ostrinu i ravnomjerno
su se obojili, vazni elementi tkiva odli¢no su prikazani, a parafin je uspjesno uklonjen iz tkiva
(slika 3 i 6). Iako nisu uoCene statistiCki znacajne razlike u kvaliteti metoda, preparati
deparafinirani reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear bili su nesto mutniji od druge dvije metode
(slika 5). Ipak, ta razlika pri bojenju hemalaun-eozinom nije bila toliko izraZzena da bi ocjene
bile znatno nize (tablica 3). Osim toga, tkivo je na nekoliko preparata deparafiniranih
reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear i Citrosolom imalo znacajnije artefakte (slika 7), no ne u
dovoljno znacajnoj myjeri, tako da je velina preparata bila jednako kvalitetna onima
deparafiniranima ksilolom. Nije se moglo sa sigurnoscu tvrditi da su svi artefakti bili nuzno

povezani s metodom deparafiniranja.

11
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[ 700 pm)

Slika 1. Ziv€ano tkivo deparafinirano ksilolom i bojeno hemalaun-eozinom. Mjerilo: 700 pm
(fotografirala autorica)

Slika 2. Zivéano tkivo deparafinirano reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear i bojeno

hemalaun-eozinom. Mjerilo: 700 um (fotografirala autorica)

12
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Slika 3. Ziv&ano tkivo deparafinirano Citrosolom i bojeno hemalaun-eozinom. Mijerilo:

700 um (fotografirala autorica)

—  —  —

Slika 4. Zivéano tkivo deparafinirano ksilolom i bojeno hemalaun-eozinom. Mijerilo: 100 pm

(fotografirala autorica)
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| 100 )
Slika 5. Zivéano tkivo deparafinirano reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear i bojeno

hemalaun-eozinom. Mjerilo: 100 um (fotografirala autorica)

100

Slika 6. Ziv&ano tkivo deparafinirano Citrosolom i bojeno hemalaun-eozinom. Mjerilo: 100 pm

(fotografirala autorica)
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Slika 7. Artefakt u zivéanom tkivu deparafiniranom Citrosolom i bojenom hemalaun-eozinom.
Mijerilo: 1 mm (fotografirala autorica)

4.2. Bojenje metodom Kluver-Barrera

Pri manjim povecanjima je na svim preparatima lako uocljiva razlika izmedu sive i
bijele tvari bez obzira na sredstvo deparafiniranja (slika 8, 9, 10). Pri ve¢im povecanjima na
vecini preparata jasno se vide citoplazmatski nastavci neurona, jezgre i Nisslova tjeleSca, a
osobito na onima deparafiniranim ksilolom i Citrosolom (slika 11, 12). Detalji u bijeloj tvari
takoder su kvalitetno prikazani. Broj¢ani podaci za svih 5 kriterija su prikazani u tablici 1 — 5.
Za kvalitetu bojenja jezgre i citoplazme te pojavnost artefakata povezanih s metodom nije
pronadena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih metoda deparafiniranja. Kod ostrine
struktura na preparatu i ravnomjernosti bojenja, metoda deparafiniranja reagensom Tissue-Tek
Tissue-Clear pokazala je losije rezultate (slika 14 i 15, tablica 3 i 4). Opcenit dojam kod
deparafiniranja reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear je da su preparati nesto mutniji od onih
deparafiniranih ksilolom i Citrosolom, a to je bilo izrazenije nego u slu¢aju bojenja hemalaun-
eozinom. Na nekim preparatima deparafiniranim reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear nastali su
brojni artefakti (slika 13), iako, ukupno gledano, ti preparati nisu imali znac¢ajno vise artefakata
od onih deparafiniranih drugim dvjema metodama.

15
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700 pm|

Slika 8. Zivéano tkivo deparafinirano ksilolom i obojeno metodom Kluver-Barrera. Mjerilo:

700 um (fotografirala autorica)

Slika 9. Zivé&ano tkivo deparafinirano reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear i obojeno metodom

Kluver-Barrera. Mjerilo: 700 um (fotografirala autorica)
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Slika 10. Ziv&ano tkivo deparafinirano Citrosolom i obojeno metodom Kluver-Barrera. Mjerilo:

700 um (fotografirala autorica)

Slika 11. Ziv&ano tkivo deparafinirano ksilolom i obojeno metodom Kluver-Barrera. Vidljiva
su Nisslova tjelesca (—) i citoplazmatski nastavci neurona (=). Mjerilo: 100 um (fotografirala
autorica)
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Slika 12. Ziv&ano tkivo deparafinirano Citrosolom i obojeno metodom Kluver-Barrera. Vidljiva
su Nisslova tjelesca (—) i citoplazmatski nastavci neurona (=). Mjerilo: 100 um (fotografirala
autorica)

Slika 13. Ziv&ano tkivo deparafinirano reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear i obojeno metodom
Kluver-Barrera. Artefakti su vidljivi kao pukotine u tkivu (—). Mjerilo: 100 um (fotografirala

autorica)

18



REZULTATI

Slika 14. Zivéano tkivo deparafinirano reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear i obojeno metodom
Kluver-Barrera. Preparat nema zadovoljavajucu o$trinu. Mjerilo: 300 um (fotografirala

autorica)

Slika 15. Zivéano tkivo deparafinirano reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear i obojeno metodom

Kluver-Barrera. Preparat je neravhomjerno obojen. Mjerilo: 1 mm (fotografirala autorica)
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Tablica 1. Prikaz podataka dobivenih analizom obojenosti jezgre na preparatima zivéanog tkiva

deparafiniranih pomoc¢u tri ispitivane metode te obojenima hemalaun-eozinom i metodom

Kluver-Barrera. Friedmanov test.

Hemalaun-eozin

Kluver-Barrera

Medijan Medijan
Metoda n ) T P ) T P
(interkvartilni raspon) (interkvartilni raspon)
Ksilol 10 2(2-2) 2(2-2)
Tissue-Clear | 10 2(2-2) 0,13 2(1,67-2) 0,18
Citrosol 10 2(2-2) 2(2-2)

Tablica 2. Prikaz podataka dobivenih analizom obojenosti citoplazme na preparatima ziv€éanog

tkiva deparafiniranih pomocu tri ispitivane metode te obojenima hemalaun-eozinom i metodom

Kluver-Barrera. Friedmanov test.

Hemalaun-eozin

Kluver-Barrera

Medijan Medijan
Metoda n ) T P ) T P
(interkvartilni raspon) (interkvartilni raspon)
Ksilol 10 2(2-2) 2 (1,67 -2)
Tissue-Clear | 10 2(1,67-2) 0,47 1,67 (1,33-2) 0,16
Citrosol 10 2(2-2) 2(1,67-2)

Tablica 3. Prikaz podataka dobivenih analizom oStrine preparata ziv€anog tkiva deparafiniranih

pomocu tri ispitivane metode te obojenima hemalaun-eozinom i metodom Kluver-Barrera.

Friedmanov test.

Hemalaun-eozin

Kluver-Barrera

Medijan

Medijan ) o
Metoda n ] o P (interkvartilni P
(interkvartilni raspon)
raspon)
Ksilol 10 1,67 (1,67 —2) 2(1,67-2)
Tissue-Clear | 10 1,67 (1,67 - 2) 095 | 1,67(1,33-1,67) |<0,001
Citrosol 10 1,67 (1,67 - 2) 2(1,67-2)
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Tablica 4. Prikaz podataka dobivenih analizom ravnomjernosti bojenja preparata zivéanog tkiva

deparafiniranih pomoc¢u tri ispitivane metode te obojenima hemalaun-eozinom i metodom

Kluver-Barrera. Friedmanov test.

Hemalaun-eozin

Kluver-Barrera

3 Medijan
Medijan ) o
Metoda n ) o P (interkvartilni P
(interkvartilni raspon)

raspon)

Ksilol 10 2(2-2) 2(1,67-2)

Tissue-Clear | 10 2(2-2) 0,39 151 -1,67) <0,001
Citrosol 10 2(2-2) 2(1,67-2)

Tablica 5. Prikaz podataka dobivenih analizom pojavnosti artefakata na preparatima Ziv€anog

tkiva deparafiniranih pomocu tri ispitivane metode te obojenim hemalaun-eozinom i metodom

Kluver-Barera. Friedmanov test.

Hemalaun-eozin

Kluver-Barrera

Medijan Medijan
Metoda n ) T P ) T P
(interkvartilni raspon) (interkvartilni raspon)
Ksilol 10 1,5(1,33-1,67) 1,33 (1-1,67)
Tissue-Clear | 10 1,33 (1-1,67) 0,57 1,50 (0,67 — 1,67) 0,97
Citrosol 10 1,67 (1,33 -1,67) 1,33 (1,33-1,67)

21



RASPRAVA

5. RASPRAVA

U ovom su radu analizirani uzorci tkiva velikog mozga, deprafinirani ksilolom te
dvjema komercijalnim zamjenama, reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear i reagensom Citrosol
Preparati su obojeni dvjema metodama, hemalaun-eozinom i metodom Kluver-Barrera.
Nacinjeni preparati histomorfoloski su analizirani s ciljem ocjenjivanja kvalitete 1 u¢inkovitosti
deparafiniranja histoloSkih rezova Ziv¢anog tkiva navedenim metodama. Analizirane su i
usporedene morfoloske karakteristike preparata, oStrina struktura na preparatu, ravhomjerno
bojenje, obojenost jezgre i citoplazme i prisutnost artefakata koji bi mogli biti povezani s
metodom deparafiniranja. Na svim preparatima bilo je jasno o kojem tkivu je rije¢, a na vecini
preparata su u dovoljnoj mjeri bile uo€ljive i prepoznatljive sve strukturne sastavnice tkiva
potrebne za adekvatnu analizu i u dijagnostickom i u znanstveno-istrazivatkom smislu.

Pri bojenju hemalaun-eozinom, nije bilo znacajnih razlika u ocjenama izmedu tri
ispitivane metode. Kod bojenja metodom Kluver-Barrera, ocjene ostrine preparata bile su
znacajno nize u preparata deparafiniranih reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear u odnosu na
preparate deparafinirane ksilolom i Citrosolom. Isto je i s ocjenama ravnomjernosti bojenja.
Moguce je da u nekim preparatima reagens Tissue-Tek Tissue Clear nije u potpunosti uklonio
parafin iz tkiva te da je zbog toga oStrina i ravnomjernost bojenja bila losija. Kod preparata
deparafiniranin komercijalnim reagensima artefakti su brojniji nego kod ksilola, ali ve¢ina
preparata je ipak zadovoljavajuce kvalitete.

Brojna druga istrazivanja provedena su u svrhu utvrdivanja kvalitete preparata
deparafiniranih razli¢itim zamjenama za ksilol. Utvrdeno je da brojne tvari mogu uspjesno
zamijeniti ksilol u klini¢koj primjeni, ukljuujuci i deterdZent za pranje posuda. Ankle i Joshi
su 2011. godine proveli istrazivanje koje je opisalo uspjesno deparafiniranje preparata vezivnog
i epitelnog tkiva deterdzentom za pranje posuda (17), a 2015. Negi i suradnici proveli su sli¢no
istrazivanje koje je pokazalo jednako uspjeSne rezultate (18). U oba istrazivanja kvaliteta
preparata bila je zadovoljavajuca i deterdzent za pranje posuda se pokazao kao dovoljno dobra,
manje Stetna zamjena za ksilol. Miki¢ je 2018. provela istrazivanje u svrhu utvrdivanja kvalitete
preparata Ziv€anog tkiva deparafiniranih deterdZentom za pranje posuda. Iako su rezultati
deparafinianja deterdzentom dobiveni u tom istrazivanju nesto losiji, vjerojatno su posljedica

njeznije strukture zivéanog tkiva koje se lako ostecuje prilikom obrade (19).

Langman je u svom istrazivanju 1995. godine dokazao da je d-limonen vrlo u¢inkovit u
svrthu deparafiniranja, iako su opisane iritacije diSnog sustava i mogu¢ negativan utjecaj na

srediS$nji ziv¢ani sustav (12). Citrosol, sredstvo za deprafiniranje na bazi d-limonena, u ovom
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je istrazivanju pokazalo vrlo dobre rezultate. Preparati deparafinirani Citrososolom bili su
gotovo jednako kvalitetni onima deprafiniranima ksilolom, a znacajno kvalitetniji od preparata
deparafiniranih reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear. U daljnjim istrazivanjima potrebno je
dodatno potvrditi efikasnost deparafiniranja Citrosolom na razliitim vrstama tkiva i pri
koristenju razli¢itih metoda bojenja te utvrditi ima li Citrosol negativne ucinke na ljudsko
zdravlje kakve je pokazao d-limonen u Langmanovom istraZivanju.

Swamy 1 suradnici su 2015. godine proucavali efikasnost deparafiniranja tkiva
maslinovim, mrkvinim, ruzinim i borovim uljem. Iako su sva ulja imala sposobnost ukloniti
parafin iz tkiva, borovo ulje pokazalo je najbolje rezultate (6). Sravya i suradnici su u svom
istrazivanju 2018. godine pokazali da sezamovo ulje u kombinaciji s deterdzentom za pranje
posuda daje jednake rezultate kao i standardno deparafiniranje ksilolom (7). Sva ova
istrazivanja dokazala su da se ksilol moZe vrlo uspjeSno zamijeniti razli¢itim ekoloski
prihvatljivim i po zdravlje sigurnijim sredstvima za prosvjetljavanje i deparafiniranje tkiva.

Prednost komercijalnih reagensa kao sto su Tissue-Tek Tissue-Clear i Citrosol je ta $to
se smatraju neskodljivim ili manje Skodljivim po ljudsko zdravlje od ksilola. Takoder, za
razliku od prirodnih ulja, imaju jasno definiran sastav, a za razliku od deterdZenata za posude,
sastav ne varira od proizvodaca do proizvodaca. Negativne strane su $to Tissue-Tek Tissue-
Clear ostavlja preparate neSto mutnijima, $to moZe ometati analizu u odredenoj mjeri. Citrosol
je pokazao bolje rezultate od reagensa Tissue-Tek Tissue-Clear, ali u obzir treba uzeti i njegovu
visoku cijenu, zbog koje neki laboratoriji radije biraju jeftinije alternative za ksilol.

Od sredstava ispitivanih u ovom radu, ksilol se jo$ uvijek smatra standardom kvalitete, a
njegova niska cijena ¢ini ga i dalje jednim od najkoriStenijih reagensa u izradi histoloSkih
preparata. S druge strane, sredstva poput deterdZenta za pranje posuda su jeftina i lako dostupna,
ali pokazuju nesto loSije rezultate. To se osobito moze zapaziti na njeznim i osjetljivim tkivima,
kao $to je ziv€ano. S obzirom na vaZznost histoloSke tehnike u znanosti 1 dijagnostici, potrebno
je osigurati kvalitetne, ekonomicne i neskodljive reagense za rad u histoloskom laboratoriju te

u tom smjeru treba voditi buduce napore u unapredivanju histoloske tehnike.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata izvedeni su sljede¢i zakljucci:

- kvaliteta preparata Zivcanog tkiva deparafiniranih reagensom Citrosol podjednaka je
kvaliteti preparata deparafiniranih ksilolom

- pri bojenju hemalaun-eozinom, kvaliteta preparata zivCanog tkiva deparafiniranih
reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear podjednaka je kvaliteti preparata deparafiniranih
ksilolom

- pri bojenju metodom Kluver-Barrera, kvaliteta preparata Zivcanog tkiva deparafiniranih
reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear slabija je od kvalitete preparata deparafiniranih
ksilolom i reagensom Citrosol, no ipak zadovoljavajuca

- preparati ziv€anog tkiva deparafinirani pomocu sve tri metode primjerene su kvalitete

za koriStenje u dijagnostici 1 znanstveno-istrazivackom radu.
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7. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANIJA: Ciljevi ovog istrazivanja bili su ocijeniti efikasnost deparafiniranja
histoloskih rezova dvjema komercijalnim zamjenama za ksilol te usporediti kvalitetu preparata

velikog mozga deparafiniranih trima ispitivanim metodama.
USTROJ STUDIJE: Presje¢na studija.

MATERIJAL I METODE: Istrazivanje je provedeno na uzorcima iz arhive Klinickog zavoda
za patologiju i sudsku medicinu Klinickog bolni¢kog centra Osijek. 10 uzoraka ziv€anog tkiva
uklopljeno je u parafin i izrezano mikrotomom na preparate debljine 6 um. Od svakog uzorka
nacinjeno je 6 rezova. Rezovi su podijeljeni u 3 skupine po 20 od kojih je jedna deparafinirana
ksilolom, druga reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear, a treca reagensom Citrosol. Polovica
preparata obojena je hemalaun-eozinom, a druga metodom Kluver-Barrera. Kvalitetu preparata
ocijenila su tri histologa, a ocjene su obuhvatile bojenje jezgre i citoplazme, o$trinu struktura

na preparatu, ravnomjernost bojenja i pojavu artefakata.

REZULTATI: Na preparatima zivcanog tkiva bojenih hemalaun-eozinom nije nadena
statistiCki znaCajna razlika u kvaliteti preparata deparafiniranih ispitivanim metodama. Pri
bojenju metodom Kluver-Barrera, preparati deparafinirani reagensom Tissue-Tek Tissue-Clear
imali su slabiju ravnomjernost bojenja i loSiju oStrinu od preparata deparafiniranih ksilolom i
Citrosolom. Unato¢ tome, i Tissue-Tek Tissue-Clear i Citrosol pokazali su se dovoljno dobrim

sredstvima za zamjenu ksilola.

ZAKLIJUCAK: Citrosol je jednako u¢inkovito sredstvo za deparafiniranje kao i ksilol. Tissue-
Tek Tissue-Clear nesto je losiji od Citrosola i ksilola, ali sve tri metode primjerene su kvalitete

za koriStenje u dijagnostici i znanstveno-istrazivackom radu.

KLJUCNE RIJECTI: ksilol, histologki preparat, ivéano tkivo, deparafiniranje
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8. SUMMARY

A comparison of xylene and commercial xylene substitutes in preparing permanent

histological slides of nervous tissue

OBJECTIVES: The aim of this study was to assess the quality of histological slides
deparaffinized with xylene and commercial alternatives to xylene and to compare the quality of

slides of human brain deparaffinized using these methods.
STUDY DESIGN: Cross-sectional study.

MATERIAL AND METHODS: The study was conducted on tissue samples from the Clinical
Institute of Pathology and Forensic medicine, University Hospital Osijek. Ten samples of
nervous tissue were embedded in paraffin and cut on a microtome into 6 um sections. Each
sample was cut into 6 sections. The sections were divided into three groups of 20 sections: one
group was deparaffinized with xylene, the second group was deparaffinized with Tissue-Tek
Tissue-Clear, and the third group was deparaffinized with Citrosol. One half of all sections was
stained with hematoxylin-eosin stain, and the other half was stained using the Kluver-Barrera
staining method. The quality of slides was evaluated by three histologists and the following
parameters were evaluated: nuclear staining, cytoplasm staining, staining crispness, uniformity

of the staining and method-related artifacts.

RESULTS: Hematoxylin-eosin stained nervous tissue slides showed no statistically significant
difference in quality, regardless of the method of deparaffinization. However, slides stained
using the Kluver-Barrera method and deparaffinized with Tissue-Tek Tissue-Clear provided
significantly poorer results regarding crispness and uniformity of staining compared to the
slides deparaffinized with xylene and Citrosol. Despite that, both Tissue-Tek Tissue-Clear and

Citrosol proved to be sufficiently efficient to replace xylene.

CONCLUSION: When it comes to deparaffinization, Citrosol proved to be as efficient as
xylene. Tissue-Tek Tissue-Clear provided somewhat poorer results than Citrosol and xylene;
however, all three methods provided are sufficient quality for use in both diagnostics and

scientific research.

KEY WORDS: xylene, histological slide, nervous tissue, deparaffinization
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