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Specyfika techniki histologicznej skrawkow mrozonych
w chirurgii mikrograficznej Mohsa
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STRESZCZENIE

Chirurgia mikrograficzna Mohsa (MMS, Mohs micrographic surgery) to metoda etapowego wyciecia chirurgicznego nowotworéw skory
oparta na petnej histologicznej analizie margineséw, prowadzona najczesciej w trybie Srodoperacyjnym. Szybkie sporzadzenie preparatow
histologicznych obrazujacych cato$¢ margineséw wyciecia (brzegéw bocznych i dna) wymaga specjalnego postepowania, poczynajac
od rodzaju wyciecia chirurgicznego, poprzez markowanie topograficzne preparatéw, ich podziat, a takze wszystkie etapy obrdbki histo-
logicznej. Autorzy, od kilkunastu lat pracujacy metodg Mohsa w technice ,Swiezej tkanki” (skrawkéw mrozonych), przedstawiaja liczne
stosowane rozwigzania w tym zakresie. Omawiaja szczegétowo budowe i dziatanie opatentowanego (i uzywanego przez siebie) urzadzenia
laboratoryjnego, pozwalajacego na proste i precyzyjne wykonanie duzych preparatéw histologicznych w MMS.
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ABSTRACT

Mohs Micrographic Surgery (MMS) is a method of staged surgical excision of skin cancer based on a full analysis of histological margins,
conducted mostly in “intraoperative” procedure. Fast preparation of histological sections, demonstrating the whole surgical margin
(lateral and deep), requires special handling, starting with mode of surgical excision, through topographical marking of specimens,
their division, to all steps of histological processing. Authors, employing the Mohs Microgpaphic Surgery in “fresh tissue” version (frozen
sections) for many years, resent and discuss a number of solutions applied in this field. Particularly, the construction and operation of
the own-patented, laboratory apparatus, allowing for simple and precise execution of large histological sections in MMS is discussed.
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WPROWADZENIE

Niezbednym etapem preparatyki histologicznej umozli-
wiajgcym skrajanie tkanek jest ich utwardzenie. Najszybciej
dochodzi do niego w wyniku zamrozenia, czyli przeksztat-
cenia zawartej w tkankach wody w krysztatki lodu. Wielko$¢
i liczba krysztatkéw jest uzalezniona od szybkosci procesu
zamrazania — im jest szybszy (a temperatura nizsza), tym
wielkos$¢ krysztatkdw jest mniejsza, ale wiecej sie tworzy
osrodkoéw krystalizacji. Sa to warunki pozadane, poniewaz
zbyt duza wielkos¢ krysztatdw powoduje uszkodzenia
struktury tkanki [1, 2]. Utwardzanie tkanek odbywa sie bez
poprzedzajacej procedury przygotowawczej (utrwalania,

odwadniania itd.), niezbednej w technikach bloczkéw pa-
rafinowych, celoidynowych badz zywicznych [2, 3].
Preparaty histologiczne w technice skrawkéw mrozo-
nych cechuja sie nieco nizszg jakoscig w poréwnaniu do
skrawkéw parafinowych, dlatego nie sg stosowane rutyno-
wo. Sa jednak z powodzeniem wykorzystywane w badaniach
srédoperacyjnych, pozwalajacych na rozpoznanie zmiany
patologicznej (gtéwnie guza nowotworowego z intencja
doboru odpowiedniego zakresu wyciecia i ewentualnego
leczenia uzupetniajacego) lub diagnostyke margineséw
wyciecia chirurgicznego (pod katem obecnosci naciekéw
chorobowych, np. naciekéw nowotworu lub innych patolo-
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gii, jak choroba Hirschsprunga). Biorac pod uwage duza od-
powiedzialnos¢, jaka sie wiaze z wykonywaniem takich ba-
dan, wazne jest zapewnienie im mozliwie wysokiej jakosci.
Sktadaja sie na nia: zachowanie struktury przypominajacej
tkanke zywa (brak uszkodzert mechanicznych i termicznych,
np. powodowanych rozerwaniem przez krysztaty lodu), za-
barwienie umozliwiajace odréznienie poszczegélnych skta-
dowych mikrostruktury tkanki oraz duza przejrzystosc. Tech-
nika skrawkéw mrozonych uchodzi za trudng i niepewna.
Uzyskanie preparatéw wysokiej jakosci jest mozliwe jedynie
w warunkach optymalnej obrébki histologicznej. Konieczne
jest przy tym odpowiednie wyposazenie laboratoryjne oraz
doswiadczenie technika histologicznego, pozwalajace na
unikniecie licznych mozliwych btedéw.

Od kilku dziesiecioleci w wielu krajach pracuje sie meto-
da etapowego leczenia chirurgicznego nowotworow skory
z histopatologicznym monitorowaniem $rédoperacyjnym
marginesow wyciecia, zwana chirurgig mikrograficzng Moh-
sa (MMS, Mohs micrographic surgery) [4]. Jedynym szpitalem
w Polsce, w ktérym jest ona stosowana (od 1994 r.), jest
Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Uniwersy-
tetu Medycznego we Wroctawiu. Metoda MMS pozwala
na wyciecie nowotworéw z optymalnym marginesem, co
zapewnia zaréwno wysoka wyleczalno$¢, jak i zaoszcze-
dzenie tkanek zdrowych. Stosowany margines wyciecia jest
najczesciej zréznicowany w réznych kierunkach, jego szero-
kos¢ i gtebokos¢ sa okreslane na podstawie petnych badan
histopatologicznych granic wyciecia. Omawiana metoda
jest wykorzystywana gtéwnie w rakach skéry wysokiego
ryzyka agresji lub nawrotu, na przyktad w niektérych po-
staciach raka podstawnokomoérkowego. Poniewaz leczenie
jest czesto wieloetapowe, pozadane jest stosowanie szyb-
kich technik histologicznych, przede wszystkim preparatyki
skrawkdéw mrozonych.

Preparaty histologiczne w MMS obrazujg caty margines
chirurgiczny. W tym celu wyciecie nowotworu odbywa sie
najczesciej skosnie (tzw. wyciecie talerzykowate), a wypukta
powierzchnia marginesu chirurgicznego (skosnie wyciete
brzegi i dno) jest przeksztatcana w powierzchnie ptaska.
Dzieki temu zabiegowi brzegi preparatu (zawierajace naj-
czesciej naskorek i skore wiasciwag) znajduja sie w jednej
ptaszczyznie z jego dnem (zawierajacym np. tkanke pod-
skérna czy migesniowa), co umozliwia ich zobrazowanie
histologiczne w jednym, najczesciej rozlegtym skrawku.
Takie uksztattowanie wycietej tkanki uzyskuje sie podczas
zamrazania, poprzez doktadne docisniecie jej dolnej po-
wierzchni do ptaskiego podtoza. Niezbedne jest réwnolegte
utozenie powierzchni zamrozonej juz tkanki do ptaszczyzny
tnacej noza kriostatu, co pozwala na uzyskanie petnych
skrawkow z najbardziej powierzchownych warstw bloczka.
Jezeli powierzchnia marginesu chirurgicznego jest za duza
na zobrazowanie w postaci pojedynczego skrawka (o wy-

miarach ograniczonych wielkoscig szkietka podstawowego),
preparat chirurgiczny nalezy podzieli¢ na kilka $cisle ozna-
kowanych fragmentow, z ktorych kazdy stanowi materiat na
osobny preparat histologiczny. Tak okreslone wymagania
powodujg, ze wykonanie prawidtowych skrawkéw mrozo-
nych w MMS jest znacznie trudniejsze niz w przypadku ruty-
nowych badan srédoperacyjnych. Wszelkie niedoktadnosci
preparatéw histologicznych moga prowadzi¢ do wytworze-
nia skrawkéw niekompletnych (nieodzwierciedlajacych ca-
fego marginesu chirurgicznego) i do generowania wynikéw
fatszywie ujemnych, co zmniejsza skuteczno$¢ metody MMS.
Inne problemy stwarza uzyskanie skrawkéw kompletnych,
ale skrojonych zbyt gteboko od powierzchni bloczka; co
z kolei moze dawac wyniki fatszywie dodatnie i skutkowac
koniecznoscig wykonania kolejnego etapu wyciecia, co tym
samym prowadzi do niepotrzebnej utraty tkanek. Jak wiec
wynika z powyzszego, doktadno$¢ preparatéw histologicz-
nych ma kluczowe znaczenie dla skutecznosci MMS.

SPOSOBY ZAMRAZANIA TKANEK W MMS

Opisywano w MMS rézne sposoby zamrazania tkanek,
na przyktad poprzez zanurzanie w skroplonych gazach lub
natryskiwanie rozprezajacymi sie gazami. Ze wzgledu na do-
bre wiasciwosci zamrazajgce i niski koszt, najczesciej stosuje
sie ciekty azot. Istnieje jednak ryzyko, ze wytwarzajaca sie
w kontakcie z tkanka frakcja gazowa moze optaszczac tkanki,
blokujacich dalsze zamrazanie [5]. Do rzadziej stosowanych
srodkéw kriogenicznych naleza izopentan lub dwutlenek
wegla [2, 3, 5, 6]. Sposrdd wielu metod zamrazania tkanek
w MMS najczesciej wykonuje sie zetkniecie tkanek z zimny-
mi elementami wnetrza kriostatu. Niezaleznie od przyjetej
metody zamrazania, wazne znaczenie dla jakosci skrawkéw
jest wstepne osuszenie tkanki gazikiem. Ze wzgledu na
konieczno$¢ uzyskiwania rozlegtych preparatéw w MMS
wskazane jest zatapianie tkanek w mediach najwyzszej ja-
kosci wytwarzanych na bazie zywic [6].

Wielu specjalistow MMS opracowato witasne sposo-
by obrébki tkanek. Mozna je podzieli¢ na: wykorzystuja-
ce zamrazajace dziatanie kriostatu oraz stosowane poza
kriostatem. Wszystkie prowadzg do powstania bloczka
z zamrozonej tkanki i medium, umieszczonego na stoliku
i podlegajacego skrajaniu w mikrotomie kriostatu.

Najprostsze metody wykorzystuja dziatanie zamrazajace
samego kriostatu. Czes¢ z nich nie wymaga dodatkowego
wyposazenia; naleza do nich: technika bezposrednia, tech-
nika szkietka podstawowego, technika poétki szybkiego za-
mrazania. Inne wykorzystuja proste urzadzenia umieszczane
w komorze kriostatu, takie jak: urzadzenie Cartera, system
Cryoembedder i system Petersa.

Technika bezposrednia (direct method) jest stosowana
w MMS najczesciej. Tkanka jest uktadana ptaszczyzna wycie-
cia chirurgicznego ku goérze w zamarzajagcym medium na-
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fozonym na stolik umieszczony w otworze , p6tki szybkiego
zamrazania”kriostatu. W celu odpowiedniego uformowania
brzegi tkanki sa unoszone pesetg ku gérze w taki sposéb,
by brzeg naskérkowy znajdowat sie na tej samej wysokosci
co $rodek preparatu. Nastepnie bezposrednio przed catko-
witym zamarznieciem tkanki wraz z medium sg uciskane
i sptaszczane ewakuatorem ciepta [6-8].

W technice pétki szybkiego zamrazania (freezing bar
technique) tkanka jest umieszczana na poétce ptaszczyzng
wyciecia chirurgicznego ku dofowi i w ten sposéb szybko za-
mrazana, przy jednoczesnym dociskaniu jej brzegéw i dna.
Nastepnie jest podwazana, odwracana i wklejana w mar-
zngce medium umieszczone na stoliku kriostatu, zwykle
z wykorzystaniem docisku ewakuatora ciepta [8].

W technice szkietka podstawowego (glass slide me-
thod) tkanka jest uktadana na szkietku podstawowym
ptaszczyzna wyciecia chirurgicznego ku dotowi (w sposéb
typowy dla MMS wykorzystywany w znacznej czesci metod)
[6,8-10]. Nastepnie preparat jest przenoszony do kriostatu,
gdzie rozpoczyna sie zamrazanie, podczas ktérego tkanki sa
dociskane i spfaszczane [7]. Po zamrozeniu tkanka jest ob-
racana w dot (szkietkiem do gdry) i wklejana w zamarzajace
medium na stoliku. Technika ta podlegata r6znym modyfi-
kacjom, w ktérych szkietko zastepowano fragmentem bto-
ny ze zdje¢ rentgenowskich lub plastikowymi wanienkami
(cryomolds) [8, 10, 11].

Urzadzenia Cartera, CryoEmbedder i Precision Cry-
oembedding System to konstrukcje do zastosowania
wewnatrz kriostatu, zbudowane z masywnych blokéw
metalowych o duzej pojemnosci cieplnej. Maja réwna
ptaszczyzne stuzaca do sptaszczania i zamrazania tkanek
oraz umozliwiajg ich bloczkowanie réwnolegle do po-
wierzchni stolika. Urzadzenie Cartera skfada sie zdwoch
metalowych blokéw, taczacych sie réwnolegle za pomoca
czterech trzpieni z gniazdami na stoliki kriostatu. Na je-
den ze stolikoéw (o zeszlifowanej powierzchni) naktada sie
tkanke, nastepnie — przy zastosowaniu ucisku — zamraza
sie jg i umieszcza wraz ze stolikiem w gniezdzie gérnej
ptyty. Zwykly stolik kriostatu osadzony w gniezdzie dolnej
ptyty jest pokrywany medium, po czym obie ptyty zostaja
ztaczone, tym samym wklejajac tkanke w medium [12].
Urzadzenie CryoEmbedder (firmy Klinipath) ma bardzo
podobna konstrukcje, z ta réznica, ze blokifacza sie za po-
moca dwdch (a nie czterech) trzpieni, a zamrazanie tkanki
odbywa sie bezposrednio na jednym z dwéch blokéw me-
talowych [13]. Z kolei system Precision Cryoembedding
Petersa pozwala na zamrazanie tkanek w kriostacie na
dnie metalowych wanienek o sptaszczonej powierzchni
[14].

Najprostsze metody obrébki wykorzystuja poza kriosta-
tem takze narzedzia podtrzymujace tkanke i zamrazajace ja
poprzez zanurzenie w azocie. Nalezg do nich kleszcze Miami

special i system Davidson Cryocups. Metalowe kleszcze
Miami special sg zaopatrzone w dwie réwnolegte blaszki;
na jednej z nich rozktadana jest tkanka powierzchnig wycie-
cia ku dotowi. Do otworu w drugiej blaszce wprowadzany
jest stolik kriostatu pokryty warstwg medium. Po $ci$nieciu
kleszcze sg zanurzane w ciektym azocie, w efekcie po kilku
sekundach uzyskiwane jest petne zamrozenie tkanki [10,
15-17]. Podstawowym elementem systemu Davidson Cry-
ocups jest metalowy pojemnik, na dnie ktérego rozkfadana
jest tkanka, nastepnie jest zalewana medium, dociskana
stolikiem kriostatu, unieruchamiana pokrywa dociskowa
i zanurzana w azocie, w wiekszym zbiorniczku o diugim
trzonku [17, 18].

Opracowano tez liczne ztozone urzadzenia przezna-
czone do pracy poza kriostatem. Sa to urzadzenia Koehna,
Motleya i Holta, Mariniego, Gormleya, Franksa, Cryohist,
a takze urzadzenie wtasnej konstrukgji [19]. Urzadzenie
Koehna to rozwiniecie opisywanego wyzej urzadzenia Car-
tera, w ktérym zamrazanie tkanki na zeszlifowanym stoli-
ku odbywa sie poza kriostatem, na specjalnym gniezdzie
umieszczonym nad dysza azotu [20]. Urzadzenie Motleya
i Holta ma postac pionowego, plastikowego cylindra z do-
prowadzong od spodu dyszg azotu, gniazdem na stolik
kriostatu i wycieciem na szkietko podstawowe. Tkanka jest
ukfadana na szkietku i zamrazana w strumieniu azotu. Po
zamrozeniu stolik kriostatu umieszcza sie w gniezdzie nad
dysza azotu, preparat obrécony ku dotowi jest wklejany
podczas ponownego natryskiwania azotu w marznace
medium stolika [21]. Doktadniejsza modyfikacja tego urza-
dzenia jest aparat ,cryosystem” Mariniego, zbudowany
zdwdch wspétsrodkowych cylindréw: wewnetrznego (z wy-
lotem azotu i gniazdem na stolik kriostatu) i zewnetrzne-
go (z uchwytem na szkietko podstawowe) [22]. Jednym
z pierwszych urzadzen zamrazajacych tkanki poza kriosta-
tem byto urzadzenie Gormleya o konstrukcji kolumnowej,
wykorzystujace zamrazanie w natrysku dwutlenku wegla.
Tkanke rozktadano, formowano i zamrazano na metalowym
cylindrze (chtodzonym przeptywem gazu), nastepnie wkle-
jano ja za posrednictwem medium w stolik osadzony na
pionowej, ruchomej dzwigni [23]. Podobne konstrukcyjnie
jest urzadzenie Franksa - jest ono zbudowane z kolumny,
z gniazdem na stolik kriostatu i przesuwnym uchwytem
szkietka [24]. Tkanke umieszcza sie na szkietku i zamraza
w strumieniu azotu, nastepnie szkietko osadza sie (tkanka
na doét) w uchwycie, obniza i wkleja w stolik zzamarzajacym
medium, zamocowany w dolnej czesci. Najbardziej rozbudo-
wany jest aparat Cryohist, w ktérym tkanki sg rozktadane na
metalowych dyskach, pokrywane folig i sptaszczane samo-
istnie w wyniku wytwarzanego podcisnienia i nacisku folii.
Zamrazanie tkanek zachodzi dzieki schtodzeniu dyskéw,
a ich wklejanie odbywa sie poprzez zamkniecie pokrywy,
w ktorej sg osadzone stoliki [17, 18].
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Rycina 1. Aparat laboratoryjny wiasnej konstrukgji do ksztattowania i zamrazania tkanek w MMS. Podstawowe elementy urzadzenia s zbudowane
z tworzywa odpornego na odksztatcenie w niskich temperaturach: (a) podstawa, (b) cylinder z (c) dysza azotu i (d) gniazdem na stolik kriostatu
ztozonym z trzech Srub, ktérych wysoko$¢ jest regulowana za pomocg (e) pokretet, (f) pdtka z (g) dociskiem na szkietka mikroskopowe; MMS (Mohs

micrographic surgery) — chirurgia mikrograficzna Mohsa

W laboratorium Kliniki Dermatologii, Wenerologii
i Alergologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu byto
stosowanych wiele z powyzej opisanych metod i urza-
dzen, jak réwniez obserwowano szczegdty techniki histo-
logicznej w licznych zagranicznych laboratoriach MMS.
Jednak od kilku lat sg tu uzywane wytacznie urzadzenia
wtasnej konstrukcji, opatentowane przez Andrzeja
Bierka i Janusza Szymkowskiego (Wniosek do Urzedu
Patentowego Rzeczypospolitej Polskiej Nr P398733 z dnia
05.04.2012 zgtoszony przez Politechnike Wroctawska). Jest
ono zbudowane z podstawy, w ktérej sa osadzone cylin-
der oraz kolumna. Na niej znajduje sie ruchoma pétka
z uchwytem na szkietka mikroskopowe (ryc. 1). Podobnie
jak w wiekszosci podobnych konstrukgji tkanka jest roz-
ktadana na szkietku ptaszczyzna ciecia w dot, formowana
przez ucisk i jednocze$nie zamrazana. Nastepnie szkietko
jest zdejmowane, w gniezdzie umieszcza sie stolik kriosta-
tu, a szkietko — po obréceniu tkanka w dét i ponownym
osadzeniu w uchwycie — jest obnizane na marznace me-
dium rozprowadzone na stoliku.

Unikalng cechg urzadzenia jest mozliwos¢ precyzyjnej
regulacji ptaszczyzny bloczka tkankowego w stosunku do
ptaszczyzny tnacej noza mikrotomu, niezaleznie od usta-
wienia stolika w kriostacie. Jest to szczegdlnie wazne w krio-
statach o zmiennym utozeniu stolika, poniewaz umozliwia
wspolne uzytkowanie przez ré6znych technikéw laboratoryj-
nych i eliminuje koniecznos$¢ recznego ustalania potozenia

bloczka podczas skrajania. Takze kriostaty o statym poto-
zeniu uchwytu stolika moga prezentowac znaczne rézni-
ce ustawienia. W takich sytuacjach petne skrajanie tkanek
znajbardziej powierzchownych warstw bloczka jest bardzo
trudne; problem ten nie zostat jednak wczesniej rozwigzany.
Potozenie ptaszczyzny bloczka reguluje sie za pomoca po-
kretet, poprzez zmiane wysokosci dwéch (sposréd trzech)
srub, na ktérych osadzony jest stolik. Taka regulacja jest
konieczna po kazdorazowej zmianie potozenia uchwytu
stolika w kriostacie (np. przez innych uzytkownikéw) lub
po wykonaniu kilkunastu bloczkéw, w celu skorygowania
ewentualnego ,rozkalibrowania” urzadzenia. Wartosci ko-
niecznego przesuwu pokretet s3 wyliczane i podawane
przez aplikacje komputerowa na podstawie pomiaréw do-
konywanych podczas skrajania tzw. bloczka prébnego (czyli
bloczka z samego medium, bez tkanki). Czynnosci te sg
wykonywane w nastepujacy sposéb: na stolik umieszczony
w gniezdzie urzadzenia nakrapiane jest medium, nastep-
nie (przy jednoczesnym zamrazaniu azotem) opuszcza sie
potke z zamontowanym szkietkiem uciskajacym medium
i wytwarzajacym réwna powierzchnie bloczka préobnego”.
Po zamrozeniu i usunieciu szkietka bloczek prébny jest
umieszczany w uchwycie kriostatu i skrajany na grubos¢
10 pm. Podczas skrajania nalezy zebra¢ nastepujgce dane:
a) potozenie punktu na obwodzie bloczka, od ktérego roz-
poczyna sie jego ciecie (okreslane godzinowo) (punkt A),
b) najmniejsza gtebokos¢, na ktdrej uzyskiwany jest petny
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skrawek obejmujacy catg powierzchnie bloczka, c) Srednice
bloczka pomiedzy punktem A a punktem przeciwlegtym,
w ktérym konczy sie ciecie petnego skrawka (punkt B). Dane
te, uzyskane w czasie nieprzekraczajgcym zwykle minuty, sa
wprowadzane do aplikacji komputerowej, ktéra natychmiast
podaje liczbe i kierunek obrotéw pokretet, koniecznych
do ,idealnie réwnolegtego” utozenia ptaszczyzny bloczka
tkankowego w stosunku do ptaszczyzny tnacej noza. Po na-
stawieniu pokretet urzadzenie jest wtasciwie skalibrowane
i gotowe do pracy z tkanka [19]. Dzieki mozliwosci zasto-
sowania szkietek podstawowych o podwdjnej szerokosci,
a takze stolikéw o $rednicy 4-5 cm, urzadzenie zezwala na
wykonanie bardzo duzych skrawkoéw.

PRZYGOTOWANIE PREPARATOW

Pozadana temperatura ciecia skrawkéw w przypadku
wiekszosci tkanek miesci sie w zakresie od —19°C do -25°C.
Zwijaniu skrawkéw mozna zapobiec, stosujac ptytke anti-
-roll, prostujac je delikatnie pedzelkiem badz wykorzystu-
jac odpowiednie media [1, 6]. Uwaza sig, ze najbardziej
optymalne jest ciecie preparatéw na grubos¢ 5 um [1, 31.
W MMS ze wzgledu na znaczna wielko$¢ preparatow jest
to trudne, poniewaz tak cienkie i rozlegte skrawki czesto
sie rozpadaja. Z tego wzgledu najczesciej stosujemy ciecie
na grubos¢ 8-10 um, co pozwala na zachowanie zwartosci
skrawka i wystarczajgco wysokiej jakosci i klarownosci
preparatow.

Po skrojeniu skrawki sg przyklejane na szkietka pod-
stawowe. Wedtug wielu specjalistéw najlepiej stosowac
szkietka o podwyzszonej wigzalnosci, o specjalnie optasz-
czonych powierzchniach (pokrytych np. L-lizyna badz ami-
nopropylokrzemianem) [3, 6]. Ma to szczegdlne znaczenie
w przypadku tkanek utrwalanych wcze$niej (np. w forma-
linie), ktére tatwo ulegaja sptukaniu podczas barwienia [1].
Autorzy z powodzeniem stosujg takze szkietka zwykte, pod
warunkiem ich doktadnego odttuszczenia. W celu uzyskania
miarodajnych preparatéw niezbedne jest tez wtasciwe za-
barwienie skrawkéw. W MMS wykorzystuje sie najczesciej
barwienie hematoksyling i eozyna (HE), rzadziej — btekitem
toluidyny [3, 6]. Ze wzgledu na koniecznos¢ jak najwcze-
$niejszej diagnostyki, dazy sie do mozliwie najszybszego
przeprowadzenia barwienia. Obecnie autorzy stosujg opra-
cowany przez siebie szybki szereg barwienia HE, trwajacy
nieco ponizej 5 minut.

DYSKUSJA

W MMS prawidtowe przygotowanie tkanek do skra-
jania w kriostacie jest najtrudniejszym elementem catej
obrobki histologicznej. Sktadaja sie na to trzy elementy:
1) konieczno$¢ uformowania tkanki podczas zamrazania,
czyli nadania wypuktej ptaszczyZnie marginesu chirur-
gicznego ksztattu ptaszczyznowego, 2) zamrozenie tkanki
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bez uszkodzen termicznych i 3) skrojenie tkanek na petnej
powierzchni preparatu i jednoczesnie na jak najmniejszej
gtebokosci w stosunku do powierzchni bloczka. Doktad-
ne uformowanie ptaszczyzny tkanki jest mozliwe jedynie
pod kontrolg wzroku, w warunkach dobrego oswietlenia
i tatwego dostepu. Wiele metod zapewnia wystarczajaca
precyzje tego etapu; znaczna ich cze$¢ utrudnia jednak
uzyskanie optymalnych preparatéw, a dotyczy to w szcze-
golnosci metod obrébki wewnatrz kriostatu. Istniejg rézne
opinie dotyczace jakosci tkanek mrozonych w kriostacie,
w poréwnaniu do zamrazania azotem [6]. Uwaza sie, ze
mrozenie zbyt wolne (np. w niewystarczajaco zimnym
kriostacie) powoduje wytracanie srédkomérkowe krysz-
tatéw lodu, a zbyt szybkie (np. poprzez zanurzenie w azo-
cie) — kruchos¢ tkanki i jej rozrywanie podczas skrajania.
Wedtug doswiadczen autoréw kontrolowane zamrazanie
natryskiem azotu pozwala na skrajanie tkanki bez jej skru-
szenia, a takze na uzyskanie preparatéw dobrej jakosci.
Warunkiem jest jednak unikanie przemrazania i rozmra-
zania tkanek. Zdaniem autoréw uzyskanie najwyzszej do-
ktadnosci utozenia bloczka w stosunku do powierzchni
stolika kriostatu jest mozliwe jedynie przy zastosowaniu
najbardziej precyzyjnych urzadzen.

Opierajac sie na wiasnych doswiadczeniach, autorzy
stwierdzili, ze wymogi specyficznej preparatyki histologicz-
nej w MMS najlepiej spetnia urzadzenie laboratoryjne wta-
snego pomystu. Umozliwia ono tatwe i szybkie wykonanie
rozlegtych skrawkéw z petnego przekroju bloczka tkan-
kowego na nieznacznej gtebokosci od jego powierzchni,
niezaleznie od ustawienia stolika kriostatu, bez koniecznosci
jego recznej regulacji.
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