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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lekarskych vied

Nazov diplomovej prace: Vplyv fixacie na spracovanie trepanobiopsii kostnej drene
Autor: Bc. Miroslava Panocova

Veduci diplomovej prace: RNDr. lvana Némeckova, PhD.

Ciel préce: Cielom tejto diplomovej prace je zistit, &i dizka fixacie ovplyviiuje spracovanie

trepanobiopsii kostnej drene.

Metddy: Tato Studia bola vykondvand na dvandstich vzorkach trepanobiopsie kostnej
drene fixovanych v 10% pufrovanom formaline (NBF). Vzorky boli rozdelené do dvoch
skupin na zaklade diagndzy. Skiimané boli tri dizky fixacie (24 hodin, 48 hodin a viac ako
48 hodin). Fixované vzorky boli v laboratériu Standardne spracované, ofarbené vo
farbiacom automate Shandon Varistain Gemini a odovzdané klinickému patolégovi na

hodnotenie.

Vysledky: Jednotlivé dizky fixacie dosiahli skére hodnotenia laborant/klinicky patolég:
skére 24-hodinovej fixacie bolo 6,71/7,71, skére 48-hodinovej fixacie bolo 6,57/7,71
a skére viac ako 48-hodinovej fixacie bolo 7,42/8,42. Z hladiska rozdelenia do skupin je
v skupine C fixacia dizky 24 hodin ohodnotend na 6/7,66, fixacia dizky 48 hodin na
6,33/7,66 a fixacia viac ako 48 hodin na 8,33/9. V skupine D mala 24-hodinova fixacia
skére 7,25/7,75, 48-hodinova fixacia mala skdore 6,75/7,75 a viac ako 48-hodinova fixacia

mala skore 6,75/8.

Zaver: Ako najoptimalnejsia sa ukdzala dizka fixacie viac ako 48 hodin. Dal$ou, pomerne

vhodnou dizkou je 24-hodinova fixacia. Najniz$ie hodnotenie ziskala fixacia dizky 48

hodin, ktord nie je odporuéana pre spracovanie trepanobiopsii kostnej drene.

Klicové slova: dlzka fixacie, 10% pufrovany formalin, kostnad dren, trepanobiopsia,

farbenie hematoxylin-eozin



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Title of Diploma Thesis: Impact of various fixation methods on bone marrow

trepanobiopsies processing
Author: Bc. Miroslava Pandcova
Supervisor of Diploma Thesis: RNDr. lvana Némeckova, PhD.

Background: The aim of this diploma thesis is to determinate whether the length of

fixation influences the processing of bone marrow trepanobiopsies.

Methods: This study was performed on twelve bone marrow trepanobiopsy specimens
fixed in 10% neutral buffered formalin (NBF). The samples were divided into two groups
based on diagnosis. Three fixation lengths (24 hours, 48 hours, and more than 48 hours)
were examined. The fixed samples were processed in the laboratory as standard, stained
in a Shandon Varistain Gemini staining machine and handed over to a clinical pathologist

for evaluation.

Results: Individual fixation lengths achieved the following laboratory technician/clinical
pathologist scores: the 24-hour fixation score was 6.71/7.71, the 48-hour fixation score
was 6.57/7.71, and the more than 48-hour fixation score was 7.42/8.42. In terms of
division into groups, in group C, the 24-hour fixation is rated at 6/7.66, the 48-hour
fixation at 6.33/7.66, and the more than 48-hour fixation at 8.33/9. In group D, the 24-
hour fixation score was 7.25/7.75, the 48-hour fixation score was 6.75/7.75, and the

more than 48-hour fixation score was 6.75/8.

Conclusions: The fixation length of more than 48 hours was found to be the most
optimal. Another, relatively suitable length is the 24-hour fixation. The lowest rating was
obtained by fixation for 48 hours, which is not recommended for bone marrow

trepanobiopsies processing.

Keywords: fixation length, 10% neutral buffered formalin, bone marrow, trepanobiopsy,

Hematoxylin and Eosin stain



1. UVOD

V dnesnej, velmi hektickej a upondhlanej, dobe nas obklopuje mnozistvo ochoreni
nadorového aj nenadorového povodu. Jednou zo skupin chordb su aj ochorenia krvi
a krvotvornych organov. K ich diagnostike sa vyuZiva Siroka Skala laboratérnych testov
a postupov, ku ktorym patri aj aspiracia a biopsia kostnej drene. Oba tieto vykony su
invazivne a vykonavaju sa len pri jasnej klinickej indikacii. Trepanobiopsia je
komplexnejSou metédou ako aspiracia, pretoZze poskytuje informacie nielen
o numerickych a cytologickych znakoch buniek kostnej drene, ale aj o priestorovych
vztahoch medzi bunkami a o celkovej Struktire kostnej drene. Tak, ako pri kazdom
biologickom materiali, aj jej spracovanie podlieha presne vymedzenym kritériam. Velmi
dolezitym, ak nie vobec najdoblezitejSim kritériom je prave proces fixacie vzorky. Ten by
mal zabranit poskodeniu tkaniva a napomahat k zachovaniu ¢o najvacSieho poctu
mikroskopickych $truktdr. Proces fixacie ovplyviiuje volba fixaéného roztoku aj dizka

trvania fixacie.

Vacdsina Studii sa zameriava na vyuzitie réznych druhov fixatnych roztokov
vyuzivanych pri biopsii kostnej drene a v ovela mensej miere je preskiimany vplyv dizky
fixacie. V tejto praci je skimany prave vplyv dizky fixacie na spracovanie trepanobiopsif

kostnej drene.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Spracovanie biologického materidlu - fixacia

Fixacia je zvacsa prvym a nevyhnutnym krokom v procese spracovania biologickych
vzoriek po ich odbere. Zachovanie, pokial mozino vSetkych, aj najmensich Struktdr
buniek a tkaniv v stave, ktory sa ¢o najviac zhoduje s morfologickym usporiadanim
tychto Struktdr za Ziva, je klucové pre stanovenie spravnej diagndzy. Fixaciu je moiné
definovat ako rychle a nasilné, ale zaroven Setrné usmrtenie Zivej hmoty buniek a tkaniv
prostrednictvom denaturacie nativnych bielkovin protoplazmy buniek a tkaniv. U¢elom
fixacie je konzervacia buniek a tkaniv, ktora zabrani autolyze inaktivaciou lyzozomalnych
enzymov a zastavi rast plesni a baktérii. Vyber typu fixacie zaleZi od analyzy, ktora sa ma

vykonat. (Kocianova a kol., 2018; Vacek, 1996)

2.1.1 Typy fixacie

Pozname 2 typy fixacie, ato fyzikdlny typ achemicky typ. Oba spésoby su

podrobnejsie opisané v nasledujucich podkapitolach.

2.1.1.1 Fyzikalny typ fixdcie

Fyzikdlny typ fixdcie nie je velmi casto vyuZivanou technikou v rutinnej praxi
lekarskej alebo veterinarnej patoldgie, anatomie a histoldgie. Patri sem:

- fixacia teplom, ktora je najjednoduchSou fixaciou. V histopatoldgii sa zvacsa
pouZiva ako doplnkova metdda na urychlenie inych foriem fixacie.

- mikrovinna fixacia, ktorej zdkladom je mikrovinné Ziarenie. Tato metdda je
takisto vo velkej miere iba doplnkovou. V pripade hrubych vzoriek
a histologickych rezov dokaze skratit ¢asy fixacie z viac ako 20 hodin na mene;j
ako 20 mindt. Vyuzitie tejto formy fixacie zahfna isté nebezpecéenstvo pri
mikrovinnom ohreve tkaniv uloZzenych vo formaline kvéli vzniku nebezpeénych
vyparov. Alternativou je vyuzivanie fixacnych roztokov na baze glyoxalu.

- technika tzv. “freeze-drying” (fixacia susenim mrazom), ktord je pokladana za
uzito¢nu pri studiu rozpustnych materidlov a malych molekul. Tkaniva narezané

na tenké rezy su ponorené do tekutého dusika a voda sa odstrani pri -40°C vo



vakuovej komore. Takto fixované tkanivo je moiné este dofixovat parami
formaldehydu. V klinickej praxi tdto metdda nenasla uplatnenie a vyuziva sa len

zriedkavo. (Eltoum a kol., 2001; Suvarna a kol., 2013)

2.1.1.2 Chemicky typ fixdcie

Chemicka fixacia je zna¢ne pouZivanejsiu fixaciou. K zachovaniu Struktir vyuZiva
rozne organické alebo anorganické roztoky, nazyvané fixacné roztoky, alebo aj fixativa,

ktoré budu bliZSie opisané v nasledujucej podkapitole.

2.1.2 Fixac¢né roztoky

Chemické fixacné roztoky su vyuZivané pre pomerne lahkd pripravu a jednoduchu
aplikaciu. Delia sa podla mechanizmu po6sobenia na koagulacné a nekoagulacné fixacné

roztoky (Obr. 1). (Megias a kol., 2022)

* etanol * fornaldehyd

* metanal » glutaraldehyd

* acetan » chlorid ortutnaty
* kyzelina octova » oxid osmicely

* kyselina pikrova
» kyselina trichldroctovd

Obrazok 1 Fixacné roztoky

(upravené podla: Jain, 2017)

2.1.3 Koagulacné fixativa

Koagulacné fixativa su organické aj neorganické roztoky, ktoré precipituju proteiny
alebo vyvolavaju ich zhlukovanie, ¢im ich robia nerozpustnymi. Bunkova architektura je
udrziavana predovsetkym lipoproteinmi a vlaknitymi proteinmi (napr. kolagénom),
pricom ich koaguldcia udrziava tkanivovu histomorfolégiu na urovni svetelného
mikroskopu. BohuZial, pretoze koagulaéné fixativa vedd kzlému zachovaniu
mitochondrii a sekre¢nych granul, nie su uzitocné v analyze ultrastruktury. (Suvarna

a kol., 2013)
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Koagulacné fixativa mozno klasifikovat do 2 tried, ato dehydrant koagulacné

fixativa a kyslé koagulacné fixativa.

Fixatny mechanizmus dehydrant koagulacnych fixativ spociva v dehydratacii
a koagulacii proteinov, vacsinou cytozolickych. Odstranenie a nahradenie volnej vody
z tkaniva ma niekolko ucinkov na proteiny, a to najma narusenie tercidrnej Struktury
proteinov. Akondhle je tercidrna Struktlra rozpusteného proteinu modifikovan3,
rychlost zvratu do usporiadanejSieho stavu je pomala a vacsina proteinov po koaguldcii
ostava nerozpustnd aj po vrateni do vodného prostredia. Nevyhodou tejto skupiny
fixativ je mozna strata proteinov. Radime k nim etanol, metanol a acetdn. Prave pri
fixacii acetonom je odhadovanda strata proteinov az 13%. (Kocianova a kol., 2018;

Suvarna a kol., 2013)

Tzv. kyslé koagulanty menia naboje na ionizovatelnych boénych retazcoch
proteinov a narusaju elektrostatické a vodikové vazby. Taktiez mézu vlozit lipofilny
anion do hydrofilnej oblasti a narusit tercidarnu Strukturu proteinu. Medzi tieto fixacné

roztoky patri kyselina octova, pikrova a trichléroctova. (Suvarna a kol., 2013)

V dalsich podkapitolach nasleduje stru¢ny prehlad koagula¢nych fixativ.

2.1.3.1 Etanol a metanol

Etanol (C;HsOH) a metanol (CHsOH) su fixativa na baze alkoholu, ktoré fahko
prenikaju do buniek. Metanol ma blizsSie k Struktire vody ako etanol, preto etanol
silnejSie kompetetuje v interakcii s hydrofébnymi oblastami molekul ako metanol. Pre
etanol zacina koagulacna fixacia na koncentracii 50-60%, zatial ¢o pre metanol sa

vyZzaduje 80% a viac. (Suvarna a kol., 2013)

Vo vseobecnosti sa tato skupina fixacnych roztokov pouziva pri fixovani vzoriek
malych rozmerov a na konzervovanie proteinov (enzymy, glykogén a niektoré
pigmenty). Etanol sa vyuziva najma v neurohistolégii a na dékaz niektorych mineralnych
latok (vapnik, Zelezo). Pri vyhotoveni krvnych naterov je vyznamnym fixacnym roztokom
prave metanol. Nevyhodou tychto fixativ je, Ze spOsobuju stvrdnutie azmrstenie
tkaniva. Z tohto hladiska je metanol lepsi fixator ako etanol, pretozZe tkanivo je lepSie

zachované a menej stvrdnuté. (Kocianova a kol., 2018; Lukas, 2008; Megias a kol., 2022)
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2.1.3.2 Kyselina octovad

Kyselina octova (CH3COOH) koaguluje nukleové kyseliny (dalej len NK), ale nefixuje
ani nezraza proteiny. U¢inok na tkaniva nie je priamou fixaciou, ale zmenou koloidného
stavu bielkovin. PouZiva sa v koncentracii 1-5%. Nevyhoda spociva v deStrukcii
mitochondrii a nie velmi dobrej fixacii membran a cytoplazmy. NajéastejSie sa pridava
do inych fixativ (napr. Bouin) ako prevencia proti strate NK. V niektorych roztokoch sa
pouziva na potlacenie artefaktov, ktoré mozu spdsobit etanol alebo kyselina pikrova.

(Megias a kol., 2022; Suvarna a kol., 2013)

2.1.3.3 Kyselina trichloroctovad

Kyselina trichléroctova (CCIsCOOH) mozZe prenikat do hydroféobnych domén
proteinov a produkovany anién reaguje s nabitymi aminovymi skupinami. Tato

interakcia precipituje proteiny a extrahuje NK. (Suvarna a kol., 2013)

2.1.3.4 Kyselina pikrova

Kyselina pikrova (CsH3N307) sa mierne rozpusta vo vode za vzniku silne kyslého
roztoku (pH 2,0). V reakciach vytvara soli s bazickymi skupinami proteinov, ¢o sposobuje
koaguldciu bielkovin. Ak je roztok neutralizovany, precipitovany protein sa mbze znovu
rozpustit. Je dobrym fixacnym prostriedkom na zachovanie bunkovej Struktury ako aj
glykogénu a lipidov. Fixacia kyselinou pikrovou vytvara jasnejsie sfarbenie, ale nizke pH
roztoku kyseliny pikrovej moézZe zapricinit hydrolyzu a stratu NK, ¢o je povaZované za

hlavnu nevyhodu. (Megias a kol., 2022; Suvarna a kol., 2013)

2.1.4 Nekoagulacné fixativa

Nekoagulacné fixativa su roztoky, ktoré mozno povazovat za sekundarne fixativa
vzhladom naich potencidlny ucinok vytvarania krizovych vazieb v rdmci alebo medzi
proteinmi ¢i NK, ako aj medzi NK a proteinmi. Tieto fixativa Setrne denaturuju proteiny

priecnym zosietovanim, bez vzniku hrubych zrazenin. (Suvarna a kol., 2013)

Priklady fixacnych nekoagulacnych fixacnych roztokov su uvedené v nasledujucich

podkapitolach.
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2.1.4.1 Formaldehyd (formalin)

Cisty formaldehyd (H,CO) je para, ktord po Gplnom rozpusteni vo vode tvori roztok
obsahujuci 37-40% formaldehydu. Tato vodna forma je znama pod nazvom formalin,
ktory je povaZovany za najbeinejSie pouzivané fixativum, pretoZze poskytuje vybornu
Strukturalnu ochranu tkaniv, je kompatibilny s vaésinou technik i histologickych farbeni
a zachovava tkanivo po dlhu dobu. Je velmi obllUbeny, pretoZe je pomerne lacny,
priprava roztoku k fixacii je jednoducha a rychla. Zvaésa sa vyuziva v koncentracii 4-10%.
Reakcie formaldehydu s makromolekulami su zloZité. Viaie sa na funkéné skupiny
proteinov a vytvara hemoacetalové skupiny, ¢o robi vacsinu enzymov nefunkénymi, teda
brani degradécii tkaniv hydrolytickymi enzymami. Formaldehyd sa viaze na
aminoskupiny, sulfyhydrylové, guanidylové a alifatické hydroxylové skupiny, ich
reakciou vznikaju hydroxymethylové zluceniny, ktoré reaguju s inymi skupinami za
vzniku methylénovych mostikov. Formaldehyd reaguje sjadrovymi proteinmi, NK
a lipidmi, neinteraguje so sacharidmi. (Kocianova a kol., 2018; Lukas, 2008; Suvarna

a kol., 2013)

Osobitnu pozornost vyZzaduje skladovanie formaldehydu. Je ho nutné uchovavat
v tmavej flasi, pretozZe pri styku formalinu so svetlom sa tvori kyselina mravcia, ktora ma
nepriaznivy vplyv na fixaciu. Formalin je vhodnym fixativom pre histologické preparaty,
menej pre cytologické. Vyhodou je rychly prienik tkanivom, tkanivo je dobre
konzervované a farbitelné a moze sa vo formaline ponechat aj dlhsiu dobu. Medzi
nevyhody formalinu je moZné uviest vznik hnedych, tzv. ,formolovych zrazenin®,
v krvotvornych organoch a urcité napucanie tkaniva. (Kocianova a kol., 2018; Sundara,

2022; Vacek, 1996)

2.1.4.2 Pufrovany formalin

V klasickej histochémii (dalej len HCH) sa vyuziva formalin riedeny s pufrovacim
roztokom — 10% pufrovany formalin (neutral buffered formalin — dalej len NBF), ktory
poskytuje adekvatnu fixaciu, priCcom zachovava neutrdlne pH vnutorného prostredia.
K neutralizacii je pouzity uhliitan vdpenaty. Tkanivad sa bezne v NBF fixuju 24 hodin,
avSak znesu aj niekolko dennu fixaciu. NBF je velmi vhodnym fixativom pre prehladné

histologické prepardty a prepardty pre Specialne farbenia. BohuZial, vzorky, ktoré je

13



nutné vysetrit imunohistochemickymi (dalej len IHCH) metédami, znacne ovplyviuje
predizeny ¢as fixacie v negativnom zmysle (strata antigénnych epitopov). (Cizkova,

2018; Kocianova a kol., 2018; Travlos, 2006)

2.1.4.3 Glutaraldehyd

Glutaraldehyd (CsHsO3) je v porovnani s formaldehydom menej pouzivany, a preto
je o jeho biologickych ucinkoch a efektoch na tkanivda zname menej. Je to bifunkény
aldehyd, ktory sa pravdepodobne spaja s rovnakymi reaktivnymi skupinami ako
formaldehyd. Vo vodnych roztokoch polymerizuje za vzniku cyklickych a oligomérnych
zlt€enin, atiez sa oxiduje na kyselinu glutarovd. Na rozdiel od formaldehydu ma na
oboch koncoch molekuly aldehydovu skupinu, takZe pri kazdej reakcii prvej skupiny sa
nezreagovana aldehydova skupina méze zaniest do proteinu a dalej zosietovat protein.
Alternativne mozu aldehydové skupiny reagovat so sirokym rozsahom inych HCH cielov,
napr. protilatky alebo enzymy. Glutaraldehyd velmi dobre zachovava ultrastrukturu, ¢o
je vyznamnym predpokladom pre pouZitie elektronovej mikroskopie. Nereaguje so
sacharidmi, ani lipidmi, pokial obsahuju volné aminoskupiny. Pri laboratérnej teplote
nesietuje NK, to je mozné pri teplote 45°C a viac. VyuZiva sa pri fixacii punktatov obli¢iek
a vzoriek koze odobranych ,punch” biopsiou. Medzi nevyhody tohto fixativa mozino
zaradit negativne ovplyvnenie IHCH metdd, vyssia cena, mensia stabilita a spomalenie

penetracie fixativa tkanivom. (Jain, 2017; Kocianova a kol., 2018; Suvarna a kol., 2013)

2.1.4.4 Chlorid ortutnaty

Chlorid ortutnaty (HgCl>) bol velmi obltibeny pre svoje kvality zlepSovania farbiacich
vlastnosti tkaniv, najma trichémov. V sucasnosti sa v klinickych laboratériach pouziva
zriedkavo kvoli zdravotnym a bezpecnostnym problémom s pouzivanim fixativa
obsahujiceho ortut. Dalou a pomerne velkou nevyhodou je tvorba usadenin intenzivne
¢iernych precipitatov ortutového pigmentu v tkanivach. V Cerstvo fixovanych tkanivach
mozZu byt precipitaty odstranené Lugolovym roztokom pri farbeni, po ktorom nasleduje
bielenie rezu vroztoku chlérnanu sodného. Tieto fixativa sa nevyuzivaju, okrem
niektorych laboratérii na fixaciu hematopoetickych tkaniv. Potencidlnou nahradou je

siran zino¢naty. (Suvarna a kol., 2013)
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2.1.4.5 Oxid osmicely

Oxid osmicely (Os0Oa) je toxickd pevna latka, rozpustnd vo vode, ako aj v nepolarnych
rozpustadlach. Reaguje s hydrofébnymi i hydrofilnymi miestami zasahujucimi do
bocénych retazcov proteinov, o mdze potencionalne spdsobit zasietovanie proteinov. Je
to fixativum s dlhou tradiciou, a hoci je jedovaty, ako jeden z mdla stabilizuje lipidy
a patri medzi roztoky najlepsie fixujuce membranové organely bunky. PouZiva sa ako
sekundarny fixator pri vySetreniach elektrénovym mikroskopom a pri farbeni lipidov
v zmrazenych rezoch. Nevyhodou je vyrazné zhlukovanie deoxyribonukleovej kyseliny
(DNA), ktoré je vsak mozné eliminovat predfixaciou hypermanganom draselnym alebo
postfixaciou uranylacetatom. TaktieZ sa pri fixacii OsO4 z tkaniv uvoltiuje velké mnozstvo
bielkovin a sacharidov, comu moZno zamedzit pociato¢nou fixaciou v glutaraldehyde.

(Jain, 2017; Kocianova a kol., 2018; Suvarna a kol., 2013)

2.1.5 Fixacné zmesi

Kazdy fixaény roztok ma svoje vyhody, no Zial, aj vela nevyhod. Medzi nevyhody
mozno zaradit opuch alebo naopak zmrstenie tkaniv pocas procesu fixacie, zmeny
v kvalite HCH a IHCH farbenia, ¢i nizka schopnost udrziavat bunkové Struktury organel.
Je potrebné uvedomit si, Ze neexistuje idedlne fixativum, preto boli za Gcelom
kombinacie dobrych vlastnosti a obmedzenia neZelanych ucinkov vyvinuté fixacné

zmesi. (Suvarna a kol., 2013)

2.1.5.1 Carnayova tekutina

Carnayova tekutina obsahuje 100%-ny etanol, chloroform a ladovu kyselinu octovu.
Radi sa medzi najoptimalnejsie fixativum ribonukelovej kyseliny (RNA) a pri dokaze
glykogénu. Vyuziva sa na fixaciu vyhotovenych kryostatovych rezov z rychlych
peroperacnych biopsii, alebo v IHCH pri spracovani hormoreceptorov. (Kocianova a kol.,

2018)

2.1.5.2 Bouinova tekutina

Bouinova tekutina, ktord obsahuje kyselinu pikrovu, formaldehyd a kyselinu octovd,

dobre zachovava polysacharidy (najma glykogén, ale aj jadrové detaily bunky). Podla
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niektorych autorov je velmi vhodna na fixaciu, nakolko méze byt vdaka kyseline octovej
pouzitd aj na dekalcifikdciu. Medzi vyhody patri rychly prienik tkanivom a nizke
zmritovanie tkaniva. Jej nevyhodou je nutnost sledovat dizku fixacie, pretoze pri
prediZenej fixacii sa tkaniva stavaju tvrdymi a krehkymi. Takisto lyzuje erytrocyty
a znizuje mnoistvo preukazatelného Fe3. (Junqueira a kol., 1997; Kocianova akol.,

2018; Sundara, 2022)

2.1.5.3 Zenkerova tekutina

Zenkerova tekutina obsahuje ladovu kyselinu octovu, dichréman draselny, chlorid
ortutnaty, siran sodny a vodu. Je vhodnym fixatnym roztokom v pripade, Ze je potrebné
zachovat strukturu bunkovych jadier. Kvéli kyseline octovej vsak rozklada erytrocyty. Je
to netolerantné cinidlo, takZze po umyti vodou by mali byt tkaniva skladované v 70%

etanole. (Kocianova a kol., 2018; Rolls, 2022)

2.1.5.4 Hellyho tekutina a B5 fixator

Hellyho tekutina ma podobné zloZenie ako Zenkerova tekutina, namiesto fadove;j
kyseliny octovej sa pridava neutrdlny formol. Je povazovana za vynikajucu pre fixaciu

kostnej drene a sleziny. (Cizkova, 2018)

Fixator B5 obsahuje chlorid ortutnaty, formaldehyd, bezvodny octan sodny a vodu.
Pouziva sa pri fixacii krvotvorného a lymfoidného tkaniva, je odporuéany pre IHCH.

(Kocianova a kol., 2018)

Obe tieto posledné dve zmesi fixacnych roztokov su ¢asto odporucanymi, avsak
menej ¢asto pouzivanymi, fixaénymi roztokmi kvoli zdihavej a komplikovanejsej
priprave. Hellyho tekutina aj B5 musia byt pred pouZitim Cerstvé a tkaniva musia byt
umyté, alebo oSetrené Lugolovym jodom, aby sa odstranili pigmenty. Po kratkej fixacii
(1-2 hodiny) sa musia preniest do alkoholu, inak tvrdnu a krehnd. Navyse, fixacna zlozka
chloridu ortutnatého je toxicka alahko sa absorbuje pokozkou. (Rolls, 2022; Travlos,

2006)
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2.1.6 Zasady spravnej fixacie a poziadavky na fixacny roztok

Pre optimalnu fixaciu tkaniva je nutné dodrziavat isté zdsady:
- spravna volba fixaéného ¢inidla,
- dostatocne velka a uzatvaratelha odberova nadoba,
- odobraty materidl sa musi vloZit do fixacnej tekutiny ¢o najskér po odbere,
- dostatoéné mnoizstvo fixatného roztoku — 10- az 50-ndsobne viac, ako je
objem odobratej vzorky,
- pristup fixativa ku tkanivu zo vSetkych stran,

- zachovanie potrebného ¢asu na fixaciu. (Kocianova a kol., 2018)

Neexistuje idedlne fixativum pre vsetky tkaniva, liSi sa to od tkaniva ku tkanivu.

Nasledujuca tabulka (Tab. 1) je sthrnom vSeobecnych poZiadaviek na dobré fixativum.
Tabulka 1 “Desatoro” dobrého fixacného roztoku

(upravené podla: Jain, 2017)

Dobry fixacny roztok

podporuje vysoku kvalitu a konzistentné zakladné farbenie

zabranuje kratkodobej a dlhodobej destrukcii mikroarchitektury tkaniva

usmrcuje infekéné agens

je malo toxicky a horlavy

umoznuje obnovu makromolekul (proteiny, mRNA, DNA) bez rozsiahlych
biochemickych tUprav

je uzitocny v Sirokej skale tkaniv

rychlo prenika a fixuje tkaniva

ma trvanlivost minimalne 1 rok

je kompatibilny s modernymi automatizovanymi tkanivovymi procesormi

je finan¢ne nendroény
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2.2 Kost

Kost je charakterizovana ako najviac diferencované spojivové tkanivo belavej az
nazltlej farby vzniknuté procesom tzv. osifikacie. Je jednym z najtvrdSich tkaniv
v ludskom tele apo chrupavke je druhé najodolnejsie tkanivo, ktoré je schopné
vzdorovat mechanickym otrasom. Kost tvori pevnu oporu pre makké tkaniva aje
miestom Uponu pre svaly. PIni ochrannu funkciu, nakolko chrani Zivotne délezité organy.
Podiela sa na udrziavani homeostazy, nakolko medzi kostnym tkanivom a krvnou
plazmou prebieha vymena vapnika, ktora zaistuje stalu koncentraciu vapnikovych iénov
v krvnej plazme. Je zasobarnou vapnika, fosfatov a inych idnov. V jej dreni sa nachadza

krvotvorny orgdn — kostna dreni. (Cihak, 2011; Junqueira a kol., 1997; Vacek, 1995)

Mikroskopicky  sa kostné  tkanivo  skladd  z kostnych buniek a
zvapenatenej medzibunkovej hmoty, ktord je produkovand prave tymito bunkami

a objemom nad nimi prevysuje. (Konradova a kol., 2000)

2.2.1 Medzibunkova hmota

Medzibunkovd hmota, inak nazyvand aj kostna matrix, sa sklada z dvoch zlozZiek,

organickej a anorganicke;.

2.2.1.1 Organicka zlozka

Organickd zlozka (osteoid) kostnej matrix je tvorena vlaknitou (fibrildrnou)
a amorfnou zlozkou. Kolagénne vlakna su zastupené kolagénom typu |, ktory tvori 95%
organickej zlozky, a tvoria vlaknitu zlozku. Amorfna zlozka je tvorend proteoglykdanmi
(glykosaminoglykan, chondroitinsulfat a keratosulfat) a Strukturdlnymi glykoproteinmi
(osteonektin, sialoprotein, osteokalcin). Organicka zlozka predstavuje vacsinu objemu
medzibunkovej hmoty a je nositelom pruznosti. (Balko a kol., 2016; Konradova a kol.,

2000; Kyselovi¢, 2015)

2.2.1.2 Anorganicka zlozka

Anorganicka (mineralna) zlozka tvori asi 50% suchej hmotnosti kosti. Najviac
zastUpeny je vapnik a fosfor, najma vo forme fosfore¢nanu vapenatého. Vo velkej miere

je usporiadany ako hydroxyapatit (3Caz(POa4),.Ca(OH)2) alebo v amorfnej (nekrystalickej)
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forme. Daldimi anorganickymi latkami vyskytujucimi sa v medzibunkovej hmote su
hydrogénkarbonat, citrat, horcik, draslik a sodik. Anorganicka zlozka podmienuje

pevnost a tvrdost kosti. (Balko a kol., 2016; Konradova a kol., 2000; Kyselovic, 2015)

Pomer medzi zlozkami sa starnutim meni, stipa podiel anorganickej zlozky, ¢im sa
kosti v starobe stavaju krehkejsimi alahsie zlomitelnymi. Pre predstavu, kost
novorodenca ma cca 48% neustrojnych latok, v dospelosti sa ich podiel zvySuje az na
60% a viac. Neustrojnu a Ustrojnu zlozku medzibunkovej hmoty moZno od seba oddelit.
Kost po zbaveni anorganickej zlozky straca tvrdost, nemeni tvar a ohybnostou je
podobna $lache. Odstranenim organickej zlozky kost zachovava tvar, avsak je velmi

krehka a lahko sa lame. (Tichy a kol., 2000; Vacek, 1995)

2.2.2 Bunky kostného tkaniva

Medzi bunky kostného tkaniva moZno zaradit osteoprogenitorové bunky,
osteocyty, osteoblasty a osteoklasty. Podrobne budl opisané v nasledujucich

podkapitolach.

2.2.2.1 Osteoprogenitorové bunky

Osteoprogenitorové (osteogénne) bunky su charakterizované ako kmenové bunky
derivujuce z mezenchymu. Zachovavaju si schopnost mitotického delenia a diferenciacie
vzrelé kostné bunky. SU to vretenovito pretiahnuté elementy sovalnym az
pretiahnutym  jadrom. Bunkovd membrana je obtaine rozoznatelna.
Osteoprogenitorové bunky su zastupené na povrchu kosti, na vnitornej strane periostu,
v endoste a v kandlikoch kompaktnej kosti pozdi? krvnych ciev. Z tychto buniek vznikaju
preosteoblasty s bohatym granularnym endoplazmatickym retikulom (dalej len ER)
a malym Golgiho aparatom (dalej len GA). Daldou diferenciaciou vznikaju osteoblasty.

(Tichy a kol., 2000)

2.2.2.2 Osteoblasty

Z mezenchymovych kmenovych buniek vznikaju osteoblasty, ktoré syntetizuju
organickl komponentu kostnej matrix kosti (kolagén typu |, proteoglykdny
a glykoproteiny). Ukladanie anorganickej zlozky do matrix do znacnej miery tiez zavisi na
pritomnosti ¢innych osteoblastov. Novovytvorené latky su z bunky vylucované na
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povrchu obratenom k medzibunkovej hmote. Osteoblasty maju cytoplazmatické
vybezky, ktorymi nadvazuju vzajomny kontakt. Ich velkost je 15-20 um. Nachadzaju sa
vyhradne na povrchu tramcov kostného tkaniva vjednej vrstve, ktora pripomina

jednovrstvovy epitel. (Frisch a Bartl, 1999; Junqueira a kol., 1997; Tichy a kol., 2000)

Pokial sa zucastiuju syntézy medzibunkovej hmoty maju kubicky az cylindricky tvar,
bazofilnu cytoplazmu a vysoku aktivitu alkalickej fosfatazy (dalej len AF). V priebehu
syntetickej ¢innosti vykazuje ultrastruktura velké svetlé jadro umiestnené excentricky,
velké mnozstvo granuldrneho ER, mnozZstvo mitochondrii, pocetné sekrecné vezikuly
v bazdlnej oblasti a velky GA rozloZzeny do niekolkych poli. Akonahle ich synteticka
aktivita poklesne, bunky sa oplostuju a zniZuje sa bazofilia cytoplazmy aj hladina AF.

(Junqueira a kol., 1997; Tichy a kol., 2000)

Novo syntetizovana kostna matrix, ktora este nebola mineralizovana a nachadza sa
v tesnej blizkosti osteoblastov, sa nazyva osteoid. Akondhle sa osteoblast obklopi
medzibunkovou hmotou, do ktorej je ndsledne uzatvoreny, stava sa osteocytom.
Osteocyt uz matrix takmer vbbec nesyntetizuje, ale za istych okolnosti sa moéze

dediferencovat opat v osteoblasty, alebo aj preosteoblasty. (Konradova a kol., 2000)

2.2.2.3 Osteocyty

Osteocyty su ulozené v malych komorkach, tzv. lakunach, ktoré su sucastou
medzibunkovej hmoty. V jednej lakune sa nachadza stale len jeden osteocyt. Vysielaju
tenké dlhé cytoplazmatické vybezky, prostrednictvom ktorych sa navzajom spajaju.
Tieto vybezky su uloZené v uzkych kandlikoch v kostnej matrix (canaliculi ossium).
Filopodialne vybezky susednych osteocytov su v kontakte s poCetnymi nexami. Tieto
spojenia umoznuju komunikdciu medzi osteocytmi navzdjom, ale is vonkajSim
a vnutornym povrchom kosti. Zaistuju vymenu iénov a malych molekul (hormdnov
kontrolujucich rast a vyvoj kosti) medzi bunkami. (Konradova a kol., 2000; Tichy a kol.,

2000)

Osteocyty a osteoblasty sa liSia vzhladom aj Struktdrou. Osteocyty su oplostené,
vretenovito pretiahnuté bunky, ktoré v cytoplazme obsahuju signifikantne mensie
mnozZstvo granuldrneho ER, maly GA, maly pocet lyzozdmov atmavé jadro

s kondenzovanym chromatinom. (Frisch a Bartl, 1999; Tichy a kol., 2000)
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Osteocyty su potrebné pre existenciu kostnej matrix, v malej miere maju schopnost
syntetizovat matrix a zd¢astfiuju sa jej resorpcie. Po resorpcii kostného tkaniva bud'

degraduju, alebo sa mézu premenit na osteoblasty. (Konradova a kol., 2000)

2.2.2.4 Osteoklasty

Osteoklasty su velké, bohato vetvené, pohyblivé bunky s pocetnymi vybezkami,
ktoré su nepravidelné. Ich velkost je cca 100 um a obsahuju priemerne 50 jadier.
Predstavuju volné bunky kostného tkaniva. Predpokladalo sa, Ze prekurzory
osteoklastov su osteoprogenitorové bunky, a Ze teda maju rovnaky pdvod ako
osteoblasty. Avsak tieto bunky patria do monocytomakrofagového systému. Vyvijaju sa
z hemocytoblastu, ktory predstavuje hematopoeticki kmenovu bunku (dalej len HSC)
nachadzajucu sa v kostnej dreni. Bezprostredné prekurzory si monocyty, ktorych
splyvanim vznikaju osteoklasty. (Junqueira a kol., 1997; Konradova a kol., 2000; Tichy

a kol., 2000)

Zvycéajne maju acidofilnd cytoplazmu, ktora obsahuje pocetné volné polyzémy,
lyzozémy, mitochondrie, vyrazny GA a nie prili§ vyvinuté granuldrne ER. (Konradova

a kol., 2000)

Pritomnost osteoklastov sved¢i o prestavbe kosti (pri regeneracnom alebo
rekonstrukénom procese), ktora je vidy spata sresorpciou kosti. Najc¢astejSie sa
vyskytuju v jamkach na povrchu resorbovanej kosti v drobnych priehlbinach, tzv.
Howshipovych lakunach. Aktivny osteoklast vytvdra invagindcie, alebo aj husto zriaseny
okraj — tzv. zvlneny lem, ktory vyrazne zvacsuje resorpény povrch bunky. Od ostatnej
cytoplazmy je oddeleny svetlou zdnou, v ktorej nie su zastupené bunkové organely.
Osteoklasty obsahuju proteolytické enzymy, najma kyslu fosfatazu a kolagenazu, ktoré
rozrusaju Strukturu kostnej hmoty a odburavaju kostnd matrix. P6sobenim osteoklastov
vznikaju dutiny, ktoré su vsak opat vyplnené kostnymi lamelami pdsobenim
osteoblastov. Tento proces kostnej prestavby prebieha po cely Zivot. (Junqueira a kol.,

1997; Konradova a kol., 2000)

UloZenie a tvar buniek kostného tkaniva znazornuje nasledujuci obrazok (Obr. 2).
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Osteoprogenitorovd Osteoblast Osteocyt Osteoklast
bunka

Obrdzok 2 Bunky kostného tkaniva
(upravené podla: Biga a kol., 2022)
Dalsie charakteristiky kostnych buniek st uvedené v tabulke (Tab. 2).
Tabulka 2 Charakteristika kostnych buniek

(upravené podla: Ross a Pawlina, 2015)

Osteoblast Osteocyt Osteoklast
UloZenie povrch tramcov lakuny a kanaliky povrch
kostného tkaniva kostnej matrix resorbovanej kosti
% z kostnych >5% ~95% >1%
buniek
Dizka Zivota tyzdne (~12 dni) | rok (~10-20 rokov) dni (~3 dni)

2.2.3 Periost a endost

Periost, nazyvany aj okostica, je pevna vazivova blana, ktora pokryva vonkajsi

povrch kosti (Obr.3). Tvoria ho dve vrstvy:

- vonkajsia vrstva (stratum fibrosum) je tvorend hustym kolagénnym vazivom.
Nachadzame tu fibroblasty, kolagénne anervové vldkna acievy. Zvazky
kolagénnych vlakien, ktoré penetruju z vonkajsej vrstvy do kostnej matrix (tzv.
Sharpeyove vlakna), viazu periost pevne ku kosti. Periost je vysoko inervovany

a bohato cievne zadsobeny, takze je velmi citlivy na bolest.
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- vnutorna vrstva (stratum osteogenicum) prilieha tesne ku kosti a obsahuje

osteoprogenitorové bunky,

a diferencidcie na osteoblasty. (Konradova a kol., 2000; Tichy a kol., 2000)

ktoré maju schopnost mitotického delenia

Endost pokryva vnatorny povrch kosti aje tensi ako periost. Je tvoreny jednou

vrstvou oplostenych osteoprogenitorovych buniek a nepatrného mnozstva vaziva, kde

sa vyskytuju pocetné drobné cievy (Obr.3). (Tichy a kol., 2000)

Hlavnou funkciou periostu aj endostu je vyZiva kostného tkaniva a nepretrzity

prisun novych osteoblastov uréenych k rastu, prestavbe a ndhrade kostného tkaniva.

(Junqueira a kol., 1997; Konradova a kol., 2000)

¥
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periost — vlaknita vrstva — \ celpatis 3 f o4
H OSteOtY kostn4 matrix '.-]f'-f\' f‘ o,
periost — bunkova vrstua’{ kL ey QH’J‘ 0

osteogenna bunka —

osteoblast ——

Obrdzok 3 Struktura kosti — endost a periost

(upravené podla: Biga a kol., 2022)

2.2.4 Typy kostného tkaniva

Podla usporiadania a priebehu kolagénnych fibril vzakladnej hmote moZno

rozoznat kostné tkanivo vldknité a lamelarne.
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2.2.4.1 Vlaknité kostné tkanivo

VIdknita kost sa vyznacuje tym, Ze kostnd matrix je zloZena z nepravidelne
prepletanych kolagénnych fibril, ¢asto zdruzenych v hrubych zvazkoch a prestipenych
interfibrildrnou hmotou. Medzi zvazkami vlakien sa v lakunach nachddzaju bohato
vetvené osteocyty. Na jednotku objemu tkaniva obsahuje pomerne viac osteocytov
a malo minerdlnych latok. Toto tkanivo radime k velmi rychlo vznikajucim docasnym
Struktdram, objavuje sa v priebehu tvorby kosti alebo pri hojeni a byva nahradené
lamelarnym kostnym tkanivom. V dospelosti je tymto tkanivom tvorené okolie
lebeénych $vov, labyrintu vnatorného ucha, ¢ast zubnych alveol a kostné drsnatiny.

(Konradova a kol., 2000; Tichy a kol., 2000)

2.2.4.2 Lamelarne kostné tkanivo

V tomto type kostného tkaniva je vlaknitd zlozka medzibunkovej hmoty pravidelne
usporiadand. Vlamele prebiehaju kolagénne vldkna paralelne asu spojené
interfibrildrnou hmotou. Lamely su dalej bud radené k sebe a vytvaraju tak rozne silné
tramce kosti spongidznej, alebo rézne zlozité systémy lamiel kosti kompaktnej. Vyskyt
lamelarneho tkaniva je v porovnani s vldknitym vyssi, tvori takmer vSetky kosti fudskej

kostry. (Tichy a kol., 2000)

Spongidzna (hubovitd) kost sa sklada z kostnych trdmcov alebo platniéiek navzajom
prepojenych, medzi ktorymi su dutinky. Tramce su usporiadané tak, aby vyhovovali
narokom na zataZenie kosti. Kazdy tramec je zloZeny z kostnych lamiel prebiehajicich
zvacsa subeiZne s povrchom trdmca, na ktorom su drobné lakuny s osteocytmi
a kostnymi kanalikmi. Spongiézne tkanivo je porézne, jeho dutinky su vyplnené
¢ervenou kostnou drefiou. Struktuira kosti je zndzornend na obrazku (Obr. 4). Spongiézna
kost tvori kosti kratke, diploe plochych kosti lebky a konce dlhych kosti (epifyzy). Takisto
vypliia teld stavcov a relativne ploché kosti panvy. Tvori asi 20% celkového objemu kosti,

zvysnych 80% tvori kompaktna kost. (Tichy a kol., 2000; Vacek, 1995).
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Obrdzok 4 Struktira spongidznej kosti

(upravené podla: Biga a kol., 2022)

Kompaktna kost sa sklada zo zloZitych systémov kostnych lamiel usporiadanych tak,

aby dodavali kosti ¢o najvacsiu pevnost v tahu aj pri ohybe. V kazdej lamele prebiehaju

kolagénne fibrily paralelne, avsak v susednych lamelach vidy roznym smerom — priecne,

pozdiZne, kruhovito alebo $pirdlovito. Medzi lamelami st osteocyty, ktoré vysielaju do

vnutra lamiel pocetné vybezky, ktoré su ulozené v Uzkych kanalikoch. (Vacek, 1995)

Rozoznavame tri druhy lamiel v kompaktnom kostnom tkanive:

osteény (Haversov systém) su zakladnou stavebnou jednotkou kompakty.
Stavba systému je zaloZena na tesnom priestorovom vztahu medzi kostnymi
lamelami a cievami. Je to komplex koncentricky usporiadanych kostnych lamiel
okolo centralneho kanalu, tzv. Haversovho kanaliku, ktory je vystlany endostom,
obsahuje krvné a lymfatické cievy, riedke vazivo a nervové vldkna. Haversove
kanaliky su prepojené priecnymi spojovacimi perforujucimi kandlmi, tzv.
Volkmannovymi kandlikmi. Prostrednictvom nich Haversove kanaliky
komunikuju navzajom, ale i s periostom a drefiovou dutinou. (Konradova a kol.,
2000; Vacek, 1995)

Na prie¢nom reze je ostedn okruhly, mierne ovalny, s priemerom 100-400 pm

a je tvoreny 4-20 koncentrickymi lamelami. Haversov systém reprezentuje dlhy,
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Casto sa rozdvojujuci valec, ktory prebieha rovnobeine s dlhou osou kosti.
Kolagénne fibrily v lamelach prebiehaju rovnobezne v Spiralovitom usporiadani.
(Konradova a kol., 2000; Vacek, 1995)

- systém plastovych (obvodovych) lamiel je zloZeny zlamiel prebiehajucich
subezZne s vonkajsim aj vnutornym povrchom kosti, tvori teda akysi stvisly plast
po celom obvode kosti. Vonkajsie plastové lamely na nachdadzaju tesne pod
periostom a vnutorné ohranicuju drefiovd dutinu. Medzi systémami sa
rozkladaju Haversove systémy. (Vacek, 1995)

- vmedzerené lamely st nepravidelného &i trojuholnikového tvaru, ktoré vypliiaju
priestory medzi Haversovymi systémami. Predstavuju ich pozostatky, ktoré

vznikaju nasledkom stale prebiehajucej prestavby kosti. (Vacek, 1995)

Struktura kosti je zndzornend na obrazku (Obr. 5). Kompaktné kostné tkanivo tvori
teld dlhych kosti, tenkd vrstvu na povrchu epifyzy, na endo- a exokranialnej strane

plochych kosti lebky a vrstvu na povrchu kratkych kosti. (Tichy a kol., 2000)
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Obrdzok 5 Struktiura kompaktnej kosti

(upravené podla: Biga a kol., 2022)
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2.3 Kostna dren

Kostna dren (medulla ossium, dalej len KD) je vysoko organizované a Specializované
tkanivo, makroskopicky rézneho vzhladu, ktoré vypifia drefiovi dutinu dihych kosti
a priestory medzi trdmcami spongidzy. Je hlavnym hematopoetickym orgdanom
a primarnym lymfoidnym tkanivom. Patri medzi jeden z najvacsich organov tela (asi 4-
4,5% z celkovej hmotnosti), celkovd hmotnost KD je 1600-3700 g. (Cihak, 2011; Tichy
a kol., 2000)

Hlavnou funkciou KD je produkcia krvnych elementov aich uvolfiovanie do
cirkulacie. Zaroven v nej dochdadza aj k destrukcii starych i poSkodenych erytrocytov a
slizi ako skladisko i6nov Zeleza pochddzajucich z hemoglobinu (dalej len Hgb)

odburanych erytrocytov. (Tichy a kol., 2000)

2.3.1 Struktura kostnej drene

Struktura KD je variabilna, pretoze zmes bunkovych a nebunkovych zloziek KD sa

meni vekom. VSeobecne sa KD sklada z hematopoetickych buniek a stromy.

2.3.1.1 Stroma

Stroma zabera intertrabekularne priestory drene a tvori ju vSetko tkanivo, ktoré sa
priamo nezucastnuje na hematopoéze. Stromdlne bunky tvoria rozsiahlu a hustu siet,

v ktorej su uloZzené hematopoetické prekurzory. (Tichy a kol., 2000)

Medzi Struktury, ktoré su sucastou stromy patria:

retikuldarne vazivo, ktoré sa sklada z retikularnych buniek a retikularnych viakien
obsahujucich kolagén 1alll, proteoglykdny, fibronektin a laminin. Ojedinele
mobze obsahovat aj nediferencované mezenchymalne bunky, ktoré maju
schopnost diferencovat sa do stromalnych linii znazornenych na Obr.6.

- adipocyty.

- makrofagy, ktoré pochddzaju z hematopoetického prekurzora. Fagocytuju
vytlacené jadrd zrelych erytrocytov a apoptickych buniek. Uklada sa tu aj zZelezo,
ktoré je uvolnené z Hgb.

- endotelové bunky tvoriace stenu sinusoid.
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Tieto bunky moéZu poskytovat mikroprostredie, ktoré ovplyviuje funkciu

a diferencidciu krvotvornych buniek. (George a Arber, 2018; Tichy a kol., 2000)

2.3.1.2 Krvotvorné bunky

Hematopoetické bunky su v KD priestorovo charakteristicky usporiadané v strome.
LeZia v povrazcoch alebo klinoch medzi sinusoidami. Hematopoéza je obmedzend na
intersticium, v pripade patologického stavu mbze dojst k hematopoéze aj v sinusoidach.
Krvotvorné bunky su nesmierne dolezité pre zabezpelenie stalej a dlhodobej

krvotvorby, maju schopnost diferenciacie a samoreplikéacie. ( Bain a kol., 2019)

Pocas hematopoézy sa HSC deli a jedna dcérska bunka ostdva v KD, aby pokracovala
v obnove zésoby HSC. Dalsia dcérska bunka je dalej diferencovana do niekolkych linii

buniek, ktoré su zndzornené na nasledujucom obrdazku. (Obr. 6) (McLarnon, 2022)
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Obrdzok 6 Kmenové bunky kostnej drene

(upravené podla: MclLarnon, 2022)
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2.3.2 Cievne zasobenie kostnej drene

Krvné zdsobenie KD je zabezpecené tymi istymi tepnami, ktoré poskytuju Ziviny
okolitej kosti a je zndzornené na obrazku (Obr. 7). KD je zdsobovana Zivinami najma z
centrdlnej Zivnej tepny a doplnkové krvné zasobenie je z kortikalnych kapilar, ktoré do

kosti prenikaju z periostu. (Porwit a kol., 2011)

Centrdlna tepna vstupuje do dlhych kosti v strednej ¢asti drene a rozvetvuje sa na 2
pozdiine radialne tepny. Vetvy centralnej tepny vedu k vzniku arteriol a kapilar, ktoré
smeruju k endostu, vstupuju do kosti, nasledne sa otacaju spat k dreni a Ustia do siete
tenkostennych sinusoid, ktoré si umiestnené v centralnej ¢asti kruhového obehu. Len
velmi mald cast kapilar moéze vstupit priamo do sinusoid bez predchadzajiuceho
zasobenia kosti. Prostrednictvom sinusoid sa do obehu dostavaju novovytvorené
hematopoetické bunky. Z hladiska Struktiry sinusoid je stena tvorend nesuvislou
endotelovou vystelkou s3 um Sirokymi Strbinami. Vonkajsi povrch je pokryty
adventicidlnymi bunkami, ktoré pravdepodobne pochdadzaju z fibroblastov. (Bain a kol.,

2019; Crumbie, 2022)

Sinusoidy sa spajaju do vyrazne vacsich zil, ktoré tvoria Zivinové Zily. Tie potom
opustaju kost tymi istymi kandlmi, ktorymi vstupujua tepny. Co sa tyka lymfodrenaze KD,
doteraz neboli identifikované a popisané lymfatické kandly v drefiovej dutine. (Crumbie,

2022; Porwit a kol., 2011)
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Obrdzok 7 Cievne zdsobenie KD
(upravené podla: Travlos, 2006)
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2.3.3 Typy kostnej drene

2.3.3.1 Cervend kostnd dreri

Cervend KD (medulla ossium rubra) je hematopoeticky aktivna. Vzhladom na
prevahu cervenych krviniek aich prekurzorov ma farbu cervend. Do 8. mesiaca
vnutromaternicového vyvoja je jedinym hematopoetickym orgdnom. Sklada sa zo
stromy, ktord pozostdva zo siete jemnych retikularnych fibril a buniek,
nediferencovanych buniek mezenchymovych a ojedinele tukovych buniek. Dal3ou
sucastou cervenej KD su povrazce hematopoetického tkaniva uloZené v strome
a pritomné su aj mnohondsobne prepletené sinusoidné kapilary. Tento typ KD je
najpocetnejsie zastupeny vo vietkych kostiach az po piaty rok Zivota. Postupne sa vyskyt
redukuje na spongidzu sterna, stavce, rebra, kli¢nu kost, panvu, ploché kosti lebky
a proximalnu epifyzu dlhych kosti. V ostatnych kostiach sa meni na zItd, inaktivnu, KD.

(Balko a kol., 2016; Cihak, 2011; Junqueira a kol., 1997; Tichy a kol., 2000)

2.3.3.2 ZItd kostnd dren

ZItd KD (medulla ossium flava) vznikd z éervenej KD, ked je retikuldrne vizivo
postupne prestupené tukovymi bunkami. Sklada sa z najma tukovych buniek, vyskytuju
sa vSak aj nediferencované mezenchymové bunky a bunky retikularne. Oproti ¢ervenej
KD jej chybaju sinusoidné kapilary. Obsah tuku v dreni a mnoZstvo hematopoetického
tkaniva sa meni v nepriamej Umere. ZvySenie obsahu tuku je podmienené stratou
kostnej hmoty s pribudajicim vekom. ZItd KD predstavuje rezervné hematopoetické
tkanivo, ktoré je v pripade potreby (napr. hypoxia, tazké krvacanie) schopné reaktivacie
na cervenu KD. PIni aj funkciu zdsoby lipidov v organizme, nakolko tuk zo Zltej KD je
poslednym, ktory sa straca pri hladovani. (Balko a kol., 2016; Junqueira a kol., 1997;
Konradova a kol., 2000)

2.3.3.3 Siva kostna dren

Sivd KD (medulla ossium grisea) vznika zo Zltej KD. Je Zelatinového charakteru
priesvitnej farby. Premena na sivud KD je zapricinena stratou tuku a je charakteristicka

pre neskorsi vek. (Cihak, 2011)
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2.3.3.4 Distribucia jednotlivych typov kostnej drene

Distribucia hematopoetickej KD je zavisla na veku. Novorodenec ma celd dutinu KD
obsadenu proliferujucimi hematopoetickymi bunkami. Pri dosiahnuti prvého roka Zivota
su vsetky krvotvorné bunky v termindlnych falangach nahradené tukovymi. K narastu
tukovych buniek medzi bunkami hematopoetickymi v drefiovych dutinach dochadza do
priblizne 4. roku Zivota jedinca. Postupne sa Zltd KD zacdina objavovat v strede dlhych
kosti. Medzi 10. az 14. rokom su hematopoetické bunky v strede dlhych kosti prakticky
kompletne nahradené tukovymi bunkami. Ndsledne sa tieto zény neaktivnej KD Siria
proximalne a distalne, avSak distalne Sirenie je rychlejSie a okolo 25. roku Zivota su
proximalne casti femuru a humeru jedinymi miestami dlhych kosti, ktoré obsahuju
Cervenu KD. Samozrejme, medzi jedincami existuju rozdiely v rozdeleni hematopoeticky

aktivnej KD. (Bain a kol., 2019; Crumbie, 2022)

Obr. 8 a Obr. 9 znazorfuju rozdiely v distribucii hematopoetickej KD v zavislosti od

f1°

veku.

A B 8 B

menej ako 1 rok  1-10 rokov 10-20 rokov nad 25 rokov

Obrazok 8 Distribucia cervenej kostnej drene v dlhej kosti v zavislosti od veku

(upravené podla:

https://epos.myesr.org/posterimage/esr/essr2019/151432/mediagallery/840461)
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Obradzok 9 Vyskyt jednotlivych typov kostnej drene v detstve a dospelosti

(vlastné spracovanie)

2.4 Trepanobiopsia

VysSetrenie KD je integrdlnou zlozkou diagnostickych postupov v hematoldgii
a onkoldgii. Na vySetrenie sa ziskava vzorka KD pomocou aspirdcie alebo biopsie KD, tzv.
trepanbiopsie. Oba tieto postupy ziskavania vzorky radime medzi invazivne, pri ktorych
je rozhodujlca dobra technicka zrucnost nielen pri ziskavani vzoriek, ale aj pri samotnej
diagnostickej interpretacii. Z toho dévodu by trepanobiopsiu mali vykonavat vyskoleni
jedinci (vacSinou konzultanti hematolégov alebo histopatoldgov) v sulade so
$tandardnym pracovnym postupom (dalej len SPP). (Bain, 2001b; Trejo-Ayala a kol.,
2015)

2.4.1 Historia trepanobiopsie

Trepanobiopsia patri k jednej z najstarSich chirurgickych operacii, ktoré boli
popisané na ¢loveku. V minulosti bola biopsia KD zvacésa vyuZivana na terapeutické ucely
(napr. ako liek proti bolesti hlavy). Za u¢elom diagnostiky bola prvykrat trepanobiopsia
odobrana v prvych rokoch 20. storocia. (Trejo-Ayala a kol., 2015)
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2.4.2 Odberova biopticka ihla

Ihla na trepanobiopsiu je Specidlne navrhnuta tak, aby bolo mozné ziskat valcovité
fragmenty kosti — trepanobioptické valceky. Histéria vyvoja ihiel je bohata, vyuZivali sa
ihly s bo€nym otvorom na ulahcenie zavlaZovania dutiny drene, ihly so zibkovanym
koncom auvaZovalo sa aj o vyuzivani elektrickych vrtaciek, ktorych pouZivanie sa,
vzhladom na dostupnost vynikajucich nemechanickych bioptickych ihiel, neodporuca.
Bioptické ihly su roznej velkosti atvaru, vyber zalezi na veku, pohlavi a telesnej
hmotnosti pacienta. V sucasnosti je najviac vyuzivana tzv. Jamshidiihla (Obr. 10). T4 bola
revoluénym objavom v procese ziskavania neporusenych jadier kosti a KD, pretoze je
prepracovana tak, aby sa znizil vnatorny priemer distalnej ¢asti, ¢o umozniuje tkanivu

volne vstupit do lumenu. (Porwit a kol., 2011; Trejo-Ayala a kol., 2015)

Obrdazok 10 Jamshidi ihla

A — dutd ihla so skosenym koncom; B — obturator/stylet; C — sonda na vybratie

biopsie z ihly
(zdroj: Kaur, 2016)

V otdzke vyuZivania opakovane pouZitelnych ihiel alebo jednorazovych ihiel sa
odporucania jednoznacne priklanaju k vyuzitiu jednorazovych ihiel, najma z dévodu
obmedzenia rizik spojenych s Cistenim ihiel, ¢im sa zniZuje riziko kontaminacie a infekcie.

(Bain, 2001a)
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2.4.3 Miesto odberu kostnej drene

Nakolko sa KD u dospelého ¢loveka nachadza na viacerych miestach znazornenych
na Obr. 9, diskusie ohfadom adekvatneho miesta boli rozporuplné. Napriek tomu, Ze
pomerne velké zastipenie KD sa nachadza v panve (az 50%), nerozmyslalo sa o nej ako
o vhodnom mieste pre odber. Udialo sa tak az v 50-tych rokoch 20. storocia, kedy
Bierman navrhol pouZit zadny horny tfi bedrovej kosti (spina iliaca posterior superior —
dalej len SIPS), ktory je preferovany ako pre aspiraciu tak aj biopsiu, z dévodu relativnej
bezpecénosti a ¢o najvyssieho pohodlia pacienta. V zasade je mozné vykonavat odber aj
z predného horného tfiia bedrovej kosti (spina iliaca anterior superior —dalej len SIAS).

(Bain, 2001b; Trejo-Ayala a kol., 2015)

Odber zo sterna nie je odporucany vzhladom na velké riziko zranenia okolitych
organov pri nespravnom postupe. Odber zo sterna je relativne kontraindikovany pri
podozreni na myeldm plazmatickych buniek, alebo pri inych poruchach spojenych
s resorpciou kosti. Vykondva sa len v pripade nemoznosti odberu z panvy v dosledku jej
predchdadzajuceho ozZiarenia, alebo inych okolnosti znemoznujucich odber z panvy. (Lee

a kol., 2008; Vohringer, 2016)

Z hladiska veku pacienta a preferovaného miesta odberu je to nasledovné: u deti
a dospelych je mozno Uspesne vykonavat biopsie zo SIPS, u novorodencov bola popisana

modifikovana technika pouzitelna na pistalu. (Bain, 2001b)

Zvlastnu, velmi velkd pozornost je nutné venovat spravnemu vyberu miesta odberu
u rizikovej skupiny pacientov, do ktorej patria obézni a imobilni pacienti, dalej pacienti
po radioterapii, alebo pacienti s lytickymi kostnymi léziami ¢i nekrézou KD. (Lee a kol.,

2008).

Vo vSeobecnosti sa pri trepanobiopsii uvazuje zvaésa o troch moznych miestach

odberu KD, ktoré su zobrazené na obrazku (Obr. 11). (Kaur, 2016)
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Obradzok 11 Preferované miesta odberu KD

(vlastné spracovanie)

2.4.4 Velkost vzorky trepanobiopsie

Dizka trepanobioptického valéeka je jednou z premennych, ktoré ovplyviiuj
spracovanie a hodnotenie vzorky, ateda aj stanovenie spravnej diagnézy. Akékolvek
tvrdenie o ,spravnej“ dizke valéeka nie je relevantné, véeobecne plati pravidlo: &im viac
tkaniva, tym vacsia pravdepodobnost detekcie fokalnych |ézii. Bishop a kol. vykonali
studiu, v ktorej skamali kvalitu 767 biopsii KD, ktorej vysledky naznacuju, Zze priemerna
diZka vzorky pred spracovanim bola 1,59 cm a po spracovani 1,15 cm. Z toho vyplyva, 7e
pocas spracovania sa dizka valéeka skrati o priblizne 25%. Na zaklade tychto vysledkov
odporu¢ana minimalna primerana dizka je 1,5 — 2 cm. V pripade netspe$ného odberu
dostato¢nej dizky valéeka by sa malo zvazit zopakovanie postupu, pripadne odber
z konralateralneho iliakdlneho hrebena. (Bain, 2001b, Dvorak, 2008; Trejo-Ayala a kol.,

2015)

2.4.5 Indikacie, kontraindikacie a komplikacie odberu kostnej drene

Odber KD je pre pacienta neprijemnym vykonom, ktory so sebou prinasa isté rizika,
preto by sa mal vykonavat len pri existujucej jasnej klinickej indikacii, zaroven je nutné

brat v ivahu mozZné kontraindikacie a komplikacie.
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2.4.5.1 Indikacie trepanobiopsie
Indikacie odberu KD su vypisané v tabulke (Tab. 3).

Tabulka 3 Indikdcie trepanobiopsie

(zdroj: Cotelingam, 2003; Grindem, 1989; Kaur, 2016; Vohringer, 2016)

Indikacie trepanobiopsie

diagnostika, stadium a sledovanie malignych hematologickych porich

e akudtne a chronické leukémie

e myelodysplasticky syndrém

e chronické myeloproliferativne poruchy
o lymfémy, myelém plazmatickych buniek
e amyloiddza, mastocytdza

diagnostika suspektnych metastatickych nddorov

nevysvetlitelna organomegalia

vySetrenie abnormalnej morfoldgie nateru periférnej krvi naznacujucej patolégiu KD

hodnotenie zasob Zeleza

hyperproteinémia alebo hyperkalcémia neznameho pévodu

dalsie posudenie nejasnych zmien krvného obrazu (cytopénia/cytdza)

podozrenie na fibrézu drene

diagnostika skladovacich choréb

vylucenie hematologického ochorenia u potencidlnych darcov alogénnych
transplantatov kmenovych buniek

pacienti po transplantacii KD (autolégnej aj allogénnej), kvéli suspektnému relapsu
a posudeniu prihojenia transplantatu

neadekvatna alebo nelspesna aspiracia kostnej drene

vykonanie dalsich cytologickych, histologickych, imunologickych a molekularne-
genetickych vyskumov
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2.4.5.2 Kontraindikacie trepanobiopsie

Trepanobiopsia nema Ziadne absolitne kontraindikacie, ale mdézZu existovat
relativne kontraindikacie suvisiace so vSeobecnym stavom pacienta, alebo rizikom
anestézie/ hlbokej sedacie, medzi ktoré patri:

- aktivna infekcia na navrhovanom mieste — vyriesit sa to da alternativnym
miestom,

- alergie (latex, anestetikum, sedativum, antiseptika),

- trombocytopénia, alebo iné poruchy krvacania. (Bain, 2001a; Malempati

a kol., 2009)

2.4.5.3 Komplikdcie trepanobiopsie

Komplikacie odberu trepanobiopsie su zriedkavé (incidencia 0,12-0,30%) a patria
k nim: krvacanie (najmd hematdém v mieste vpichu), perforacie a zranenia vzniknuté
zvacsa v dosledku nespravneho vykonania odberu (trzné rany na vetve gluteainej tepny,

zlomeniny kosti) a infekcie. (Malempati a kol., 2009; Véhringer, 2016)

2.4.6 Odber trepanobiopsie

Odber KD patri medzi Standardné diagnostické bioptické odbery a radi sa k zvacsa
ambulantnym zakrokom. Odber je moiné realizovat pod radiologickou kontrolou,
v lokalnej alebo celkovej anestézii, najma u Uzkostlivych alebo pediatrickych pacientov.

(Trejo-Ayala a kol., 2015)

2.4.6.1 Priprava pacienta pred zdkrokom

Priprava pacienta zahffia laboratérnu kontrolu hladiny krvnych dosticiek
a plazmatickej zrazanlivosti, tieto vySetrenia su povinné. Aj napriek zistenej
trombocytopénii vsak nie je odber Uplne kontraindikovany a poddvanie krvnych
dosticiek nie je nevyhnutné. Nakolko biopsia KD je zakrok s nizkym rizikom krvacania,
lie¢ba nizkymi davkami kyseliny acetylsalicylovej a perordlnymi antikoagulanciami moze

pokracCovat bez zmeny. (V6hringer, 2016)
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2.4.6.2 Poucenie pacienta

Pred kazidym zakrokom je nutné poucenie pacienta, ziskanie anamnézy (mozné
alergie, ktoré mozu byt kontraindikaciou odberu) a suhlasu s postupom. Ak je zakrok
v celkovej anestézii alebo pri silnej sedacii, je nutné ziskat pisomny sthlas. Ak je pacient
pri plnom vedomi, povaZuje sa za dostatocny ustny suhlas. Je Ziaduce a velmi potrebné
pacientovi ¢o najpodrobnejsie a najzrozumitelnejsie vysvetlit Ucel a spdsob, akym bude
odber vykonavany. Je to velmi dolezité najma pre upokojenie pacienta, pri dékladnom

pouceni su rizika nizke a komplikacie zriedkavé. (Bain, 2001a; Bain, 2001b)

2.4.6.3 Poloha pacienta pri odbere

Rutinnou polohou je lah na boku, hornda koncatina lezi nad spodnou a obe su
zaroven uloZzené mierne Sikmo. V takej polohe je panva mierne naklonenda nahor, ¢o
zlepsuje pristupnost k miestu odberu. Alternativou je lah na bruchu, ktory vsak musi
pacient tolerovat. Tento sp6sob sa vyuZiva najma u obéznych ludi. Oba tieto spdsoby su

rovnocenné. (Vohringer, 2016)

2.4.6.4 Samotny odber kostnej drene

Po dokladnej priprave a pouceni pacienta sa moze pristupit k dalSej asti procesu —
samotnému odberu KD. Odber sa riadi SPP a ma isté zdsady, personal musi dodrziavat
vSetky aseptické podmienky, pouziva rukavice (najlepsie praskové) na svoju ochranu aj
ochranu pacienta. Odber trepanobiopsie nasleduje zvdésa az po aspirdcii KD. (Bain,
2001b; Wilkins a Clark, 2009)

Postup:

1. Oznacenie preferovaného miesta, jeho dezinfekcia a prekrytie sterilnou
tkaninou.

2. Podanie anestézie — vyuziva sa lokalne anestetikum s 1% lidokainom (3 ml)
na koZu a podkoZie, potom aplikovanie lidokainu vréznych bodoch na
kortikdlnej kosti (1 ml pri kazdej injekcii).

3. V pripade odberu aspiracie sa odsdavacia ihla zavedie cez kozu az ku kosti.

Otocnym pohybom sa posuva ihla cez kostnu kéru do drefovej dutiny. Na
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takto zavedenu ihlu sa pripoji injekéna striekacka (zvacsa o objeme 20 ml)
a odsaje sa tekutd kostna dren.

4. Zostavena bioptickd ihla sa vloZi do miesta odberu vzorky bud priamo, alebo
po malom reze (0,2 cm) pomocou lancety, ¢i ostrého okraja dutej ihly, ktora
bola pouzita na lokalnu anestéziu.

5. Ihla sa zatla¢i do kosti pomocou otdcania okolo svojej osi. Je vhodné
ukazovakom pridrziavat ihlu pri zatla¢ani do kosti, pretoze sluzi ako ,brzda“
v pripade nezelaného nahodného posmyknutia.

6. Po dosiahnuti pozadovanej hibky sa vytiahne stylet a ihla dalej rotuje okolo
osi.

7. Hibka ihly sa meria pomocou styletu — vzorka by mala mat aspofi 2 cm.

8. Ak je zaistena pozadovana dizka vzorky, ihla sa otaca v opaénom smere, aby

sa vzorka uvolnila. Ihla spolu so vzorkou sa vytiahne pomocou rota¢ného

pohybu a vzorku je nutné okamZite fixovat. (Trejo-Ayala a kol., 2015)

V niektorych pripadoch, ako je napriklad neziskanie adekvatneho aspiratu alebo
urgentnost vysledkov vysSetrenia, je vhodné vyhotovit odtlacok. Ten sa ziska jemnym

valcovanim vzorky KD po skli¢ku. (Véhringer, 2016)

Po odbere sa prelepi miesto vpichu, na ktoré sa odporuca umiestnit vrece s pieskom
na minimalne 20 mindt. Nasledne mdZe pacient vstat a pohybovat sa, sprchovanie

a tazsia fyzicka ndamaha sa odporuca aZ nasledujuci den. (Vohringer, 2016)

2.5 Spracovanie trepanobiopsie

Po odbere trepanobiopsie nasleduje jej transport do laboratéria, kde sa prijem
vzoriek riadi SPP konkrétneho laboratdria. V tejto podkapitole bude definované

vSeobecné spracovanie trepanobiopsii.

2.5.1 Fixacia

Okamzita fixacia vspravnom fixaénom (Cinidle po odbere je zdkladnym
predpokladom kvalitného spracovania a spravnej interpretacie diagndzy. Fixacné
roztoky a zdsady fixacie boli podrobne opisané v podkapitolach 2.1.2 — 2.1.6. (Wilkins
a Clark, 2009)
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Do laboratéria prichddzaju odobrané bioptické vzorky KD uZ fixované. Nakolko
neexistuje idealne fixativum, k fixacii trepanobiopsii sa vyuZivaju najma: 10% NBF,
Zenkerova tekutina, Bouinova tekutina, B5, formaldehyd a glutaraldehyd. Doba fixacie
zavisi od velkosti vzorky a beine sa pohybuje od 1-24 hodin. Po skonceni fixacie
nasleduje vypieranie vzorky v teclcej vode pre dokonalé odstranenie fixacného roztoku

a kvoli naslednej dekalcifikacii. (Lee a kol., 2008)

2.5.2 Dekalcifikacia

Nakolko trepanobiopsie obsahuju casti kostného tkaniva vyznadujuceho sa
obsahom minerdlnych substancii, tieto casti sa musia odstranit procesom tzv.
dekalcifikacie. Existuje mnoZstvo sp6sobov odvapnenia a takisto je na trhu dostatocne
Sirokd Skala komercéne dostupnych dekalcifikacnych roztokov. Typ roztoku a sposob
odvapnenia je vyznamny pri potrebe zachovania reaktivity enzymov alebo antigénnych

miest. (Travlos, 2006)

2.5.2.1 Dekalcifikacné roztoky

Organické kyseliny (napr. mravcia, octova) su Setrné ku tkanivu, ale odvapnuju velmi
pomaly. Minerdlne kyseliny (napr. chlorovodikova, dusi¢nd) sa pouZivaju na
dekalcifikaciu rychleho typu, odvapnuju dokonale, ale poSkodzuju tkanivd. Pre obe
skupiny kyselin plati, Ze pre spravne odvdpnenie musi byt okolo vzorky rovnomerné
rozlozenie kyseliny. Nasledkom nadmernej dekalcifikacie je deStrukcia tkaniva, preto je
nutné stupen odvapnenia pravidelne kontrolovat. Pre dokonalé odvapnenie vzoriek je
niekedy potrebna vymena roztoku. VSeobecne sa dekalcifikdcia organickymi
a minerdlnymi kyselinami neodporica pri vzorkach potrebnych na enzymovd HCH

a IHCH farbenie. (Travlos, 2006)

Oproti predchadzajucemu typu dekalcifikatného roztoku sa chelata¢né cinidla
(napr. kyselina etyléndiamintetraoctova, dalej len EDTA) odporucaju na odvapnene
vzoriek potrebnych na enzymovd HCH a IHCH. SU pomalsie v porovnani s kyselinami,
aviak nevyzaduju pravidelnt kontrolu a vymenu roztoku. U¢inok EDTA zavisi od pH (¢im
vysSie, tym rychlejSia dekalcifikacia), ale vysoké pH (napr. 10) uz nie je Ziaduce kvoli

destrukcii tkaniva. (Travlos, 2006)
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2.5.2.2 Metody dekalcifikacie

Sposoby odvapnenia mozno rozdelit na zaklade techniky takto:

- ponorna metdda je sice najpomalSia z metdd, avSak spbsobuje najmensie
arteficidlne poskodenie tkaniva. Sp6sobom odvépnenia je umiestnenie
tkaniv do vhodného dekalcifikacného roztoku pri laboratérnej teplote.

- mikrovinna technika vyuZiva na zahriatie vodného kupela, v ktorom je
umiestnend nadoba s tkanivom ponorenym v dekalcifikaChom roztoku,
mikrovinnd raru. Urover odvapnenia je lepsia, no je nutné mysliet na riziko
poskodenia tkaniva teplom.

- sonika¢na technika je zaloZend na ponoreni tkaniv do sonikatora
obsahujuceho dekalcifikaény roztok a naslednda sonikacia. Rychlost
odvapnenia sa vyrazne skracuje.

- pri elektrolytickej metdde je zakladom uloZenie tkaniva v dekalcifikachom
roztoku kyseliny medzi 2 elektrdody a prechod slabého elektrického pradu,
¢im doéjde k urychleniu ¢asu odvapnenia. Tato metdda je rychlejsia ako
ponorna metdda, ale je ovela menej vyuzZivana.

- odvapnenie pomocou iénovej vymeny pouZiva Zivicu sekvestrujicu vapnik
v kombinacii s dekalcifikatnym roztokom kyseliny. Zivica sa umiestni na dno
nadoby, do ktorej sa prida kyselina mravcia ako odvapriovac a tkanivo.
TaktieZ je rychlejsia ako ponorna metdda, ale jej nevyhodou je dostupnost

a naklady na Zivicu. (Travlos, 2006)

Velmi podstatnym krokom v procese dekalcifikacie vzoriek je stanovenie
demineralizacie. Nadmerna dekalcifikacia deStruuje tkanivo a naopak, nedostatocné
odvapnenie ma za nasledok nedostato¢nu dehydrataciu a infiltraciu, ¢o v kone¢nom

dosledku ovplyviiuje proces rezania vzorky. (Travlos, 2006)

Medzi postupy, ktorymi sa stanovuje stupen demineralizacie patri rontgenova
metdda, ktora vyZzaduje vhodné pristrojové vybavenie. Nie je vhodna pri tkanivach, ktoré
boli oSetrené fixatnymi roztokmi obsahujicimi ortut ainé tazké kovy. Metdda
chemického zrazania (napr. Stavelanu vdpenatého) je velmi spolahlivym a pouZitelnym

postupom po odvapriovani kyselinami a po modifikacii aj odvapriovani EDTA. Najlahsim
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a najviac pouzivanym spdsobom stanovenia demineralizicie je mechanické ohybanie.
Minusom tejto metddy je moZzné riziko narusenia architektury tkaniva. Rezanie vzorky je

tieZ jednym z uzndvanych sp6sobov stanovenia demineralizacie. (Travlos, 2006)

Po dostatocnej dekalcifikacii a stanoveni stupfa mineralizacie nasleduje dokladné
odstranenie dekalcifikacného roztoku z tkaniva pomocou vypierania v destilovanej vode

a samotnd excidacia trepanobiopsie. (Wilkins a Clark, 2009)
2.5.3 Pristrojové spracovanie, zalievanie a rezanie

2.5.3.1 Pristrojové spracovanie

Po vyexcidovani je pre Uspesné zaliatie do média potrebné odvodnenie, presytenie
a prejasnenie tkaniva. Casovy interval jednotlivych krokov spracovania je uvedeny
v tabulke (Tab. 4). Odvodnenie zabezpecuje odstranenie vody pomocou prechodu
tkaniva vzostupnou radou koncentracii etanolu (70 — 100%). Ak nie je k dispozicii etanol,
mobZe sa pouzit metanol ¢i acetdn. Etanol sa nahradi rozpustadlom miesatelnym so
zalievacim médiom, ktoré zabezpeci pevnu konzistenciu — proces presytenia tkaniva.
V pripade zalievania do parafinu je rozptstadlom xylén. Dal$imi rozpustadlami mozu byt
toluén, benzén alebo chloroform. Tkanivo sa po presyteni javi priesvithne a mézeme
povedat, Ze doslo k prejasneniu tkaniva. Takto prejasnené tkanivo sa prenasa do
parafinu, ktory je roztopeny v termostate pri 58-60°C. Rozpustadlo sa pri tejto teplote
odpari a je nahradené parafinom. (Balko a kol., 2016; Junqueira a kol., 1997; Mohan,

2007)

Tabulka 4 Pristrojové spracovanie trepanobiopsie

(zdroj: Junqueira a kol., 1997)

Stadium pristrojového spracovania Casovy interval
dehydratacia vzostupnou radou koncentracii alkoholu 6-24 hod
presytenie a prejasnenie rozpustadlom 1-6 hod
presytenie tkaniva parafinom 1-3 hod
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2.5.3.2 Zalievanie

Zalievacim médiom je zvycajne parafin, ktory je najbeznejsie zalievacie médium.
Vyhody a nevyhody zalievania do parafinu su zhrnuté v tabulke (Tab. 5) (Junqueira a kol.,

1997)

Tabulka 5 Zalievanie do parafinu - vyhody a nevyhody

(zdroj: Brown a Gatter, 1993)

Vyhody Nevyhody

jednoduchy postup zmrstenie tkaniv vplyvom vysokej

teploty
pri rutinnom postupe Standardné poskodenie jemnych cytologickych
vysledky detailov

moznost krajat aj pomerne tenké rezy, | nevhodné pre tuhé tkaniva, ktoré
série rezov obsahuju vela vaziva

2.5.3.3 Rezanie

Po dostato¢nom stuhnuti parafinu ziskame pevny blocek, ktory je mozné kréjat na
stroji nazyvanom mikrotdm. Podla pohyblivej a statickej ¢asti rozoznavame mikrotémy
sankové alebo rotacné. Parafinové blocky je moZné rezat ocelovym noZom na rezy
hrubky 1 az 10 um. Idedlna hrubka rezu je 3 um kvoli dobrej hodnotitelnosti bunkovych

morfologickych detailov. (Junqueira a kol., 1997)

2.5.4 Farbenie a montovanie

Odobrané tkaniva su vacsinou bezfarebné, ¢o komplikuje ich pozorovanie vo
svetelnom mikroskope. Z tohto dévodu boli vyvinuté farbiace metédy, vdaka ktorym sa
tkaniva stanu viditelné a zaroven navzdjom odlisitelné, ¢o vo velkej miere napomaha
diagnostikovi pri uréeni diagndzy. Na farbenie sa pouzivaju zmesi farbiv, ktoré viac, ¢i
menej selektivnym spdsobom farbia tkanivové zlozky. Vaésina farbiv sa chova ako
zluceniny kyslej alebo zasaditej povahy, ktoré maju tendenciu vytvarat elektrostatické
vazby s ionizovatelnymi radikalmi tkaniv. RozliSujeme:

- bazické farbiva (toluidinovd modrd, methylenovd modra, hematoxylin),

ktoré farbia bazofilné Struktury (nukleoproteiny, glykosaminoglykany),
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- kyslé farbiva (oranZ G, eozin, kysly fuchsin), ktoré farbia prevazne bazické
komponenty cytoplazmatickych proteinov,

- neutralne farbivad predstavuju zmes kyslych a bazickych farbiv, v tkanivach
sa viazu na bazofilné aj acidofilné Struktury,

- amfotérne farbivda moézu fungovat ako bazické alebo kyslé farbiva, reakcia je

zavisla na pH. (Cizkova, 2018; Junqueira a kol., 1997)

Vacsina farbiv je rozpustnd vo vode alebo v alkohole. Pred farbenim je nutné
rozpustit z rezov uz teraz nadbytoény parafin a previest rezy zostupnou alkoholovou

radou opat do hydrofilnej fazy. (Balko a kol., 2016)

Nasleduje prehlad rutinne pouzivanych farbiv pri procese spracovania
trepanobiopsii. V pripade nutnosti je mozné vyuZit aj dalSie, Speciadlne, farbenia alebo

IHCH farbenia. (Wilkins a Clark, 2009)

2.5.4.1 Hematoxylin-eozin

Hematoxylin-eozin (dalej len HE) je zakladna a najpouzivanejSia metdda farbenia
v histoldgii, ktora dokaZze ofarbit mnoho Struktur tkaniva nachdadzajuceho sa vo
fyziologickom aj patologickom preparate a dava vSeobecné informacie o preparate.
Odporuca sa nim farbit vSetky histologické vzorky. Hematoxylin je farbivo zasaditej
povahy farbiace jadro aribozémy, pripadne granuldrne ER do tmavomodrych az
tmavofialovych farieb. Eozin je kyslé farbivo, ktoré farbi oranZovo az ¢erveno kolagénne
vldkna, cytoplazmu vacésiny buniek, Hgb a sarkoplazmu svalovych buniek a vlakien. Na
farbenie trepanobiopsie sa HE vyuZiva, avSak neposkytuje konzistentnu diferenciaciu

hematopoetickych buniek. (Balko a kol., 2016; Travlos, 2006)

2.5.4.2 Giemsa

Farbenie podla Giemsa zachytdva lepSie morfologické detaily ako HE. UmozZnuje
rozpoznanie mastocytov, zdoraznuje pritomnost zvySeného poctu plazmatickych buniek
alebo eozinofilov, je napomocné pri identifikacii lymfoidnych buniek a pomaha
rozliSovat medzi myeloblastami a proerytroblastami. Nevyhodou farbenia je

predchadzajuca dekalcifikacia kyselinami, nakolko takého odvapnenie vedie k strate
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Struktar bazofilného farbenia. Pri tomto farbeni sa odporuca odvapriovanie chelatmi.

(Bain, 2001b; Lee a kol., 2008; Travlos, 2006)

2.5.4.3 Perlsova reakcia

Pri tejto reakcii mozno preukazat Zelezo v hemosiderine, ¢o je pigment, ktory vznika
rozpadom Hgb a je zasobdérfiou Zeleza. Principom je uvolnenie Fe3* z vazby na protein
denaturaciou pomocou kyseliny chlorovodikovej. Po pridani ferrokyanidu draselného
(ZIta krvna sol, hexokyanoZeleznatan draselny) reaguju Zelezité idny za vzniku berlinskej
(pruskej) modrej. Vysledok je teda modré sfarbenie Zeleza. Jadra sa dofarbuju jadrovou
cervenou. Ma vypovednu hodnotu o stave zasob Zeleza v KD. Interpretacia absencie,
alebo vyznamného zniZenia zafarbenia Zeleza v ¢astiach odvapnenej vzorky, musi byt
opatrna, kedZe dekalcifikacné roztoky na baze kyselin m6zu vymyvat zasoby Zeleza.

(Bain, 2001b; Cizkovd, 2018; Dvorakova, 2008)

2.5.4.4 Gomori

Metdda impregnadcie striebrom na dokaz retikularnych vidkien sa nazyva Gomaériho
metdda, pri ktorej by sa malo zaznamenat akékolvek ohniskové zvysenie ukladania
retikulinu. Tkanivo sa pri tomto farbeni presyti solami striebra (napr. dusi¢cnanom
striebornym), ktoré sa vyredukuje na povrchu vldkien. Retikularne vldkna su ofarbené
na cierno a jadra buniek su dofarbené jadrovou cervenou na cerveno. (Bain, 2001b;

Cizkova, 2018; Dvorakova, 2008)

2.5.4.5 Periodic Acid Schiff

Zakladnd metdda pre dokaz tkanivovych polysacharidov je Periodic Acid Schiff (dalej
len PAS) reakcia. Principom je oxidacia 1,2-hydroxylovych skupin sacharidov kyselinou
jodistou na aldehydy. Aldehydové skupiny potom reaguju so Schiffovym cinidlom za
vzniku purpurovo-¢erveného sfarbenia. PAS pozitivne Struktury su glykogén, retikularne
vladkna, hlien, medzibunkova hmota hyalinnej chrupavky a bazdlne membrény. (Cizkova,

2018)
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Montovanie je poslednou fazou vyhotovenia preparatu. Na ofarbeny rez sa kvapne
montovacie médium a prilepi sa sklicko. Takto vzniknuty preparat je pripraveny na
hodnotenie. (Wilkins a Clark, 2009)

Cely proces od odberu KD aZ po vyhotovenie prepardtu na hodnotenie je

schematicky zhrnuty na obrazku (Obr. 12).

Biopsia kostnej drene

Fixacia
Dekalcifikacia
Pristrojové spracovanie

Zaliatie

Rezanie
Farbenie
Montovanie

l

Preparat kostnej drene

Obrdzok 12 Zhrnutie spracovania trepanobiopsie

(vlastné spracovanie)

2.5.5 Hodnotenie preparatu kostnej drene

Histologické vysSetrenie biopsie KD ma rozhodujlce postavenie pre diagnostiku
réznych hematologickych ochoreni, najma v situdcidch, kde je aspirdcia KD nelspesna.
Bioptické rezy by sa mali systematicky skimat, zaznamenavat a hodnotit by sa mali kosti,
cievy, stroma, hematopoetické tkanivo a akékolvek iné tkanivo. V spravne fixovanych,

odvapnenych, zaliatych, narezanych a ofarbenych preparatoch je moiné hodnotit
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architektaru, celularitu, bunkové linie a odhad zasob Zeleza ainych znakov (zapal,
pigment, infekéné agens). Vo vseobecnosti je mozné identifikovat zrelSie 3tadia
erytroidnych a myeloidnych buniek, adipocyty, mastocyty a megakaryocyty, naopak
kmenové bunky, nezrelé myeloidné, erytroidné, lymfoidné, monocytoidné a stromalne

bunky nie je mozné spolahlivo urcit. (Bain, 2001b; Porwit a kol., 2011; Travlos, 2006)

Vzorky by sa mali skimat v troch stuprioch zvaésenia:

- nizky (20, 50, 40 a 100x) — hodnoti sa adekvatnost bioptickej vzorky,
celularnost, pritomnost ohniskovych lézii (granulomy, fokalne infiltraty
buniek lymfému alebo karcindmu), pocet megakaryocytov, abnormalne
zhluky buniek, ich umiestnenie a Struktura kosti;

- stredny (200, 400, 500x) — hodnoti sa hematopoeticka aktivita (erytroidné,
myeloidné, megakaryocytové linie, lymfoidné, plazmatické bunky
a makrofagy) a povaha ohniskovych |ézii;

- vysoky (1000x, ponorenie do oleja) — hodnotia sa jemné bunkové detaily
(Auerove  tycky, intraceluldrne granuly), detekcia plesfiovych
a protozoalnych infekcii a diagnostika akutnej leukémie,
myelodysplastického syndromu, megaloblastovej anémie a lymfému. (Bain,

2001b; Lee a kol., 2008)

Pri hodnoteni je velmi doleZité uvedomit si, Ze vSetky predchadzajuce kroky
spracovania biopsie KD mézu vyrazne ovplyvnit kvalitu vzorky a je nutné ich brat do

uvahy.

Hodnotenie je k dispozicii zvy¢ajne 24-72 hodin od odberu, tento ¢as zavisi od
rezimu fixacie, dekalcifikacie alaboratornych postupov. V pripade, Ze sa jedna
o urgentnu tkanivovu vzorku, hodnotenie by malo byt vydané do 3 hodin (Ustne) a 24
hodin v pisomnej forme. V menej naliehavych pripadoch je prijatelnd doba 5 pracovnych
dni. Dalsich 24-48 hodin méze byt potrebnych v pripade indikacie IHCH farbenia alebo
iného Specidlneho farbenia. (Grindem, 1989; Lee a kol., 2008)
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3. ZADANIE A CIEL PRACE

Hlavnym ciefom prace je zistit, ¢ dizka fixacie ovplyviiuje spracovanie
trepanobiopsii kostnej drene. Pre Uspesné stanovenie tohto ciela bolo nutné stanovit si

parcialny ciel, a to nastudovanie rieSenej problematiky a vytvorenie literarnej reserse.
Stanovené hypotézy:

H1: Predpokladame, Ze dlzka fixdcie nema vyznamny vplyv na spracovanie

trepanobiopsie.

H2: Predpokladdme, 7e najoptimalnejsia dizka fixacie je 24 hodin.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Spracovanie trepanobiopsie

Trepanobiopsia je spracovdvana podla SPP Diagnostického centra patoldgie

v PreSove (dalej len DCPvP).

4.1.1 Prijem trepanobiopsie

Prijem do laboratéria vykondva urcend prijmova laborantka, ktora zabezpecuje
centrdlny prijem materidlu pre vSetky prevadzky. Prijem trepanobiopsie podlieha

vSeobecnym zasaddm prijmu vzoriek ako takych (kontrola materialu, Ziadanky).

Trepanobiopsia je ihned po prijme oznafena a zaevidovana v Bioptickej prijmovej
knihe a v laboratérnom informacnom systéme (LIS). K prislusSnému cislu sa do bioptickej
knihy zaznamend, Ze materidlom na histologické vysSetrenie je KD. Nakolko
trepanobiopsia vyZaduje pred excidaciou osobitné spracovanie, hned' po zaevidovani je

vzorka zverenad urcenej laborantke, ktord ma na starosti jej dalSie spracovanie.

4.1.2 Spracovanie trepanobiopsie pred excidaciou

Celkové spracovanie trepanobiopsie zavisi na velkosti a tvrdosti vzorky. VSeobecne

plati postup uvedeny v tabulke (Tab. 6):
Tabulka 6 Casovy harmonogram spracovania trepanobiopsie

(vlastné spracovanie)

Priblizny cas

prijem vzorky -

1. den
Fixacia -
vypieranie v te€lcej vode 7:00
2.den - e o .
doobeda dekalcifikacia 9:00
vypieranie v destilovanej vode 12:00-15:00

kontrola a odovzdanie Ziadaniek na excidaciu
2. def - do 15:00
dopisanie IHCH vySetrenia

poobede

excidovanie do 16:00
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4.1.2.1 Fixdcia

Odobraté trepanobioptické vzorky prichddzaju na oddelenie fixované v 10% NBF
o pH 7,2 az 7,4. Formalin je nutné nahradit ¢erstvym roztokom, v ktorom je vzorka

ponechand zvidia pocas noci. Dizka fixacie je zvaca 12-24 hodin.

4.1.2.2 Vypieranie v tecucej vode

Po skonceni fixacie je nutné dokonale odstranit formalin vypieranim v tecucej
(obycajnej) vode, kvoli naslednému pdsobeniu dekalcifikacného roztoku. Vypieranie

je realizované viacndsobnou vymenou vody, po dobu cca 1-2 hodin.

4.1.2.3 Dekalcifikdcia

Ako odvapnujuci roztok je rutinne vyuzivany Chelatén lll, ktory neposkodzuje
Strukturu tkaniva a zachovéva jeho dobru farbitelnost. Odvapriuje vzorku pri 37°C za
obcasného pretrepavania. Tvrdost tkaniva sa priebeine kontroluje pohmatom
a zaznamendva na ziadanke. Podla potreby je mozné roztok opakovane vymenit.
Dekalcifikaciu netreba zbytocne predlZovat, aby nedoslo k zniceniu buniek KD na

tkor kostného tkaniva. Standardnd dizka dekalcifikacie je v rozmedzi 2 a7 5 hodin.

4.1.2.4 Vypieranie v destilovanej vode

Po odvéapneni vzorky musi byt Chelatén Il z tkaniva dokladne odstraneny
vypratim v destilovanej vode. Takto vyprané tkanivo uz nesmie prist do styku
s formalinom ani s teclicou vodou, aby sa opat nenaviazali mineralne latky z vody.

Vypieranie trva 1-2 hodiny.

4.1.2.5 Excidovanie

Excidacia prebieha v popoludnajsich hodinach a riadi sa vieobecne zndmymi,

dohodnutymi a platnymi odbornymi postupmi.

Pri excidovani trepanobiopsie je do Ziadanky zaznaceny pocet a dizka odobratych
valcekov (Obr. 13). Excizie su vloZzené do kapsli, ktoré budu v priebehu dalSieho
spracovania vloZené do tkanivového procesoru. Sprievodny listok je odovzdany

prijmovej laborantke, ktora pripravi prislusné zalievacie blocky a sklicka na rezanie.
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Dlzku vzorky zaznamena Cdislom v milimetroch, ¢im dd informaciu o vzorke pre

laborantky zodpovedné za zalievanie do parafinu.

Obrazok 13 Exciddcia trepanobiopsie

(vlastné spracovanie)
4.1.3 Dalsie spracovanie trepanobiopsie

4.1.3.1 Pristrojové spracovanie

Po excidacii nasleduje pristrojové spracovanie v tkanivovom procesore zn. Leica
TP1020 (Obr. 14). Ten sluzi na spracovanie malych a prefixovanych excizii a takych, ktoré

nesmu prist do styku s formalinom a vodou (trepanobiopsie, dekalcifikaty, cytobloky).

Ide o pracovny postup, ktory je zvacsa naplanovany pocas noci. Zahfna:

- dehydrataciu excizii, ktora musi byt Setrna, aby nedoslo k zvrasteniu tkaniva.
Vyuziva sa vzostupny raz alkoholov, pripadne aceténov.

- prejasnenie a presytenie tkaniva rozpustadlom, ktoré je zabezpecené
posobenim (cinidla mieSatelného sa s alkoholom, resp. aceténom, ale
sucasne je rozpustadlom pre parafin. Takym Cinidlom je xylén.

- presytenie tkaniva parafinom, ktoré trvd minimalne 6 hodin pri teplote

parafinu cca 52-60°C.
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Pracovny postup:
1. Kapsle s exciziou priamo vloZit do benzinalkoholu
2. Dehydratacia tkaniva — 50%, 70%, 80%, 96% benzinalkohol
3. Prejasnenie a presytenie rozpustadlom — 2x xylén

4. Presytenie parafinom — 2x parafin

Takto spracovanu exciziu je mozné zaliat do parafinu a vyhotovit tkanivovy blok

uréeny na rezanie.

Obrazok 14 Tkanivovy procesor zn. Leica TP1020

(vlastné spracovania)

4.1.3.2 Zalievanie

Zalievania do parafinu pomocou zalievacej linky HistoStar (Obr. 15) su uUcastné 3
laborantky:
- laborantka pre vybalovanie je zodpovednd za vybalovanie excizie
a priradenie prislusného zalievacieho bloc¢ku k excizii. Skontroluje, ¢i suhlasi
pocet a dizka excizie a posunie material na vyhrievanu platni¢ku.
- laborantka pre zalievanie skontroluje zhodnost Cisel, pocet vzoriek, velkost,
tvar a typ materialu. Zorientuje tkanivo a exciziu zaleje parafinom. Zaliaty

blocek presunie na chladiacu dosku.
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- laborantka pre vylupovanie odoberie z chladiacej dosky vychladeny blocek

a zaradi ho do poradia podla ¢isla. Spolu so Ziadankou blocek putuje do

bioptického laboratéria na rezanie.

Obrazok 15 Chladiaca plocha a zalievacia linka HistoStar

(vlastné spracovanie)
4.1.4 Priprava preparatov trepanobiopsie
Priprava prepardtov pozostdva zrezania parafinového blocku, vyhotovenia
preparatov a ich nasledného susenia, odparafinovania, farbenia a montovania.
4.1.4.1 Rezanie parafinovych blockov
Na rezanie blocku sa vyuziva sdnkovy mikrotém zn. PMF 4004 (Obr. 16).

Postup rezania na sankovom mikrotéme:
1. Do svoriek na sankach mikrotému upevnit drziak s ¢epielkou tak, aby jeho

pozdlZzna os bola kolmd na smer rezu.

2. Makroskrutkou nastavit vysku stol¢eka tak, aby horna plocha blo¢ku bola

V rovine ostria noza.
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Pomocou mikroskrutky definovat pozadovanu hribka rezu.

Najprv nastavenim hrubsieho rezu zrezat blocek, postupne zniZit hribku
a zahladit mikrostrbiny na excizii. Nastavit hrubku rezu na 3-5 um.

Pravou rukou uchopit drzadlo sanok (nikdy nie ndz) a rovhomernym tahom
sanok oproti blo¢ku vytvorit rez.

Lavou rukou drzat packu posunu mikrometrickej skrutky, ktora je nutné
zatlacit vidy pred pohybom sanky s ¢epelou smerom k blocku.

Vhodné rezy zachytit na podloznom skli¢ku.

Obrdzok 16 Mikrotom zn. PMF 4004

(vlastné spracovanie)
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4.1.4.2 Vyhotovenie prepardtov

Postup:
1. Na dCisté podlozné sklicko kvapnut mala kvapku bielka a bruskom prsta ju
rovhomerne rozotriet po celej ploche skli¢ka.
2. Nasklicko preniest parafinovy rez a pipetkou ho podliat destilovanou vodou.
3. Pomocou preparacnych ihiel rez vyrovnat a preniest sklicko na vyhriatu
piecku. Na piecke v pripade nutnosti rez dorovnat.
4. Prebytoénu vodu odsat bunicitou vatou a preparat vloZit do farbiaceho

kosika.
4.1.4.3 Susenie prepardtov

Preparaty vo farbiacom koSiku sa susia v termostate pri teplote 50-55°C priblizne
10-20 minut. Voda sa odpari a tenka vrstva bielka pod rezom skoaguluje, ¢im je rez

pevne prichyteny na podloZznom skli¢ku.
4.1.4.4 Odparafinovanie prepardtov

Odparafinovanie je ddleZitou sucastou farbiacich metdd. Pred kazdym farbenim sa
parafinové rezy musia zbavit parafinu, naj¢astejSie pomocou xylénu. Po odparafinovani
sa prebytocny xylén odstrani premyvanim v alkohole. Takto pripravené preparaty su po

oplachnuti v destilovanej vode pripravené na farbenie.

4.1.4.5 Farbenie preparatov

Rezy su sStandardne ofarbené zdkladnym farbenim (HE), Specidlnymi farbeniami
(PAS, Gomori, Giemsa, Zelezo), HCH metédou na dbékaz chldéracetatesterazy (dalej len
CHAE) a podla diagndzy aj IHCH metddami s vyuzitim uréenych protilatok (napr. CD138,
Kappa, Lambda a pod.), ktoré indikuje diagnostikujuci lekdr. Na rutinné farbenie
metddou HE a niektoré Specidlne farbenia slizi farbiaci automat Shandon Varistain

Gemini (Obr. 17).
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Obrdzok 17 Farbiaci automat zn. Shandon Varistain Gemini

(vlastné spracovanie)

Postupy jednotlivych farbeni su zhrnuté vtabulkdch (Tab. 7-12) a ofarbené
preparaty trepanobiopsie su zachytené na obrazku (Obr. 18) pri dvadsatndasobnom

zvacseni.
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Tabulka 7 Farbenie Hematoxylin-eozin

(upravené podla: SPP.01.02, 2017)

Hematoxylin-eozin (HE)

Vyuzitie | zdkladné farbenie v histoldgii

Princip vyuZiva bazicky hematoxylin (jadrd) a kysly eozin (cytoplazma a okolie)
Mayerov hematoxylin

Reagencie | 1% vodny roztok eozinu

Karbolxylol
xylén — odparafinovanie 10 min
xylén — odparafinovanie 10 min
96% BA — odmastenie 5 min
96% BA — odmastenie 5 min
destilovana voda oplach
Mayerov hematoxylin 10 min
teclca voda — vypieranie 10 min

Postup destilovana voda oplach
1% vodny roztok eozinu 1-2 min
teclca voda — vypieranie 1-2 min
96% BA — odvodnenie 2-3 min
karbolxylol — prejasnenie 3 min
Xylén 1 min
Xylén 2 min
montovanie do pertexu -
jadrd buniek — modré az modrocierne

Vysledok | cytoplazma buniek a medzibunkovd hmota spojivového tkaniva — rozne odtiene
ruzovej aZ cervenej
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Tabulka 8 Farbenie Periodic Acid Schiff

(upravené podla: SPP.01.02, 2017)

Periodic Acid Schiff (PAS)

Vyutitie dokaz polysacharidov (glykogénu, neutrdlnych mukopolysacharidov, mukoproteinov

a glykolipidov)
Princip oxidaciou glykolov kyselinou jodistou vznikaju aldehydy, ktoré reaguju so Schiffovou
reagenciou za vzniku farebného komplexu
. 0,5% kyselina jodista

Reagencie
Schiffova reagencia
xylén — odparafinovanie 10 min
xylén — odparafinovanie 10 min
zostupnd etanolova rada — odvodnenie 5 min
destilovana voda — vypranie 5 min
0,5% kyselina jodistd 15 min
destilovana voda oplach
Schiffova reagencia 20 min

Postup

tecuca voda — vypieranie 20 min
Mayerov hematoxylin na dofarbenie jadier 5 min
tecuca voda — vypieranie 10 min
96% BA — odvodnenie 2-3 min
Xylén 1 min
Xylén 2 min
montovanie do pertexu -

Vysledok | glycidové zluceniny od ruzovoclervenej az po purpurovocervenu
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Tabulka 9 Farbenie Perlsova reakcia

(upravené podla: SPP.01.02, 2017)

Perlsova reakcia

Vyuzitie dokaz Zeleza
. trojmocné Zelezo pritomné v tkanivach vspojeni sferrokyanidom draselnym

Princip . , X . . , , ,
a kyselinou chlorovodikovou vytvara modré sfarbenie, tzv. berlinsku (prusku) modru
roztok ferrokyanidu draselného

Reagencie

jadrova Cervena
xylén — odparafinovanie 10 min
xylén — odparafinovanie 10 min
96% BA — odvodnenie 5 min
96% BA — odvodnenie 5 min
destilovana voda oplach
ferrokyanid draselny 10-15 min

Postup destilovana voda oplach
jadrova Cervena 5 min
destilovana voda oplach
96% BA — odvodnenie 2-3 min
Xylén 1 min
Xylén 2 min
montovanie do pertexu -
jadrd buniek — ¢ervené

Vysledok
soli Zeleza, volné Zelezo a hemosiderin — berlinska modra
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Tabulka 10 Farbenie Gomori

(upravené podla: SPP.01.02, 2017)

GOMOri

Vyuzitie impregnacia retikularnych vlakien

Princip prfesycovanicle tk.aniv0\'/\'/ch |jezov solami striebra, ktoré sa vyredukuju na retikularnych
vlaknach a tym ich zvyrazni
amoniakalny roztok striebra
0,5% kysly manganistan draselny
3% kyselina oxalova (Stavelova)
1% siran Zelezito-amdnny

Reagencie

10% neutrdlny formaldehyd
0,2% chlorid zlatity
1% tiosiran sodny
jadrova Cervena
xylén — odparafinovanie 10 min
xylén — odparafinovanie 10 min
96% BA — odvodnenie 5 min
96% BA — odvodnenie 5 min
destilovana voda oplach
kysly roztok manganistanu draselného % min
tecuca voda oplach
3% kyselina oxalova % min
teclca voda oplach

Postup 1% siran Zelezito-amdnny 3-5 min
te€lca voda — vypieranie 5 min
destilovana voda oplach
utretie tekutiny v okoli rezu -
amoniakalny roztok striebra 2 min

destilovana voda

kratky oplach

10% neutrdlny formol % min
teclca voda — vypieranie 10 min
destilovana voda oplach
0,2% chlorid zlatity 1 min
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destilovand voda

oplach

3% kyselina oxalova 1 min
destilovana voda oplach
1% tiosiran sodny 3 min
destilovana voda oplach
jadrova Cervena 5 min
destilovana voda oplach
96% BA — odvodnenie 2-3 min
Xylén 1 min
Xylén 2 min

montovanie do entelénu

Vysledok

jadra buniek — ¢ervené

retikularne vldkna — Cierne
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Tabulka 11 Farbenie Giemsa

(upravené podla: SPP.01.02, 2017)

Giemsa

VyuiZitie | trepanobiopsie, lymfatické uzliny a iné tkaniva

Princip absorpcia roztoku organickymi Struktdrami
Giemsa-Romanovski

Reagencie

diferenciaény roztok
xylén — odparafinovanie 10 min
xylén — odparafinovanie 10 min
96% BA — odvodnenie 5 min
96% BA — odvodnenie 5 min
destilovana voda oplach
Giemsa-Romanovski 1 hod
susenie rezu medzi filtratnymi papiermi, nesmie vyschnut -
diferenciacny roztok rychly oplach

Postup 96% alkohol rychly oplach
susenie rezu medzi filtracnymi papiermi, nesmie vyschnut -
kontrola pod mikroskopom -
Izopropylalkohol 5 min
Izopropylalkohol 5 min
Izopropylalkohol 5 min
susenie na vzduchu, nesmie vyschnut -
Xylén 3 min
montovanie do entelanu -
jadrd buniek — tmavomodré az modrofialové
cytoplazma buniek — modra, ruzova az sivoruzova
jadierka — ¢ervenofialové

Vysledok | lymfocyty, leukocyty — plazma modr3d, jadra modrofialové

erytrocyty — zltozelené

baktérie — koky a ty¢inky tmavomodré az Cierne, mycélie modré

blastospdry — modré
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Tabulka 12 Farbenie chloracetatesteraza

(upravené podla: SPP.01.02, 2017)

Chldracetatesteraza (CHAE)

Vyuzitie dokaz granulocytov

Princip hydrolytické Stiepenie substratu na naftol, ktory kopulaciou s diazénovou sofou
poskytuje v miestach vyskytu enzymu nerozpustnu farebnu zliceninu
0,1 M fosfatovy pufor (pH 6,3-6,5)
4% pararozanilin

Reagencie | 4% dusitan sodny

hexazotovany pararozanilin
inkubacny roztok
xylén — odparafinovanie 2-24 hod
96% BA — odvodnenie 5 min
96% BA — odvodnenie 5 min
96% BA — odvodnenie 5 min
96% BA — odvodnenie 5 min
96% BA — odvodnenie 5 min
destilovana voda oplach
osusenie na vzduchu, utretie sklicka okolo rezu -
inkubacny roztok 30-140 min
kontrola pod mikroskopom -

Postup | destilovand voda 1 hod
10% pufrovany formalin 2-12 hod
teclca voda — vypieranie 30 min
Mayerov hematoxylin 5-10 min
te€uca voda — diferenciacia 10 min
destilovana voda oplach
montovanie do glycerin-zelatina / Appathyho sirup ; resp. -
96% BA — odvodnenie 2-3 min
Xylén 1 min
Xylén 2 min
montovanie do pertexu/entelénu -

Vysledok | aktivita enzymu — Cervené sfarbenie
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Obrdzok 18 Farbenia trepanobiopsie — reprezentativny obrdzok

Zvacsenie: 20x

(vlastné spracovanie)
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4.1.4.6 Montovanie prepardtov

Po ofarbeni su tkanivové rezy montované (prikryvané) pod krycie sklicko do

vhodného média bud' pristrojovo, alebo manudlne.

Pristrojové prikryvanie pomocou prikryvacieho automatu ClearVue™ je vyuZivané
v rutinnej bioptickej prevadzke. Preparaty si montované do média miesajuceho sa

s xylénom.

Manualne prikryvanie sa vyuziva pri Specidlne ofarbenych prepardtoch
a preparatoch na HCH a IHCH. MozZno ich montovat do média miesajiceho sa s xylénom
(Pertex, Enteldn) alebo mieSajuceho sa svodou (Cisty glycerin, glycerin-Zelatina,

pufrovany glycerin)

Postup manudlneho prikryvania:

1. Preparaty prikryvat z xylénu/vody (podla prikryvacieho média).

2. Na Cisté odmastené krycie sklicko kvapnut prikryvacie médium (1 kvapka).

3. Preparat okolo rezu otriet gdzou a preparat otocit tak, aby bol rez ponoreny
do kvapky prikryvacieho média, ktoré spolu s krycim sklickom prilnie
k podloznému skli¢ku.

4. Jemnym tlakom prsta na krycie sklicko odstranit pripadné vzduchové bubliny
medzi krycim a podloZznym sklickom.

5. Vpripade prikryvania do média mieSajuceho sa svodou nutnost
oramcekovat pertexom alebo parafinom okraje krycieho skli¢ka. Zabrani sa

vyschnutiu média a umozni sa archivacia preparatu.

Hlavnou zasadou montovania je, Ze pocas prikryvania rezy nesmu uschnut, aby

tkanivo nepopraskalo a nezniZila sa tym kvalita vyhotoveného preparatu.
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4.2 Databaza trepanobiopsii

Z databazy DCPvP sme vyselektovali pacientov s diagndézami uvedenymi v tabulke
(Tab. 13), ktoré boli najpocetnejsie zastupené pri prijatych vzorkdch trepanobiopsii
v obdobi skimania — od 01.08.2020 do 01.08.2021. Ich percentualne rozdelenie
znazornuje prislusny graf (Graf 1). Diagndzy boli klasifikované podla Medzinarodne;j

klasifikacie chordb (dalej len MKCH-10).
Tabulka 13 Vybrané diagnozy podla MKCH-10

(upravené podla: NCZI, 2022a; NCZI, 2022b)

Diagndézy podla MKCH-10

D75.8 Iné Specifikované choroby krvi a krvotvornych organov

Iné nadory lymfatického, krvotvorného a pribuzného tkaniva

D47 "y . . .
neurcitého alebo nezndmeho sprdvania

C€90.0 Mnohopocetny myeldm

C91.10 | Chronicka lymfatickd leukémia

C92.0 | Akdtna myeloicka leukémia

Rozdelenie - diagndza

D75.8 mD47 1 C90.0 ' C91.10 = (C92.0

Graf 1 Diferencidcia pacientov na zdklade diagndzy

(vlastné spracovanie)
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V danom obdobi bolo v laboratériu vySetrenych 167 pacientov, z toho 96 muzZov
a 71 zien. Zamerali sme sa aj na vekové zloZenie pacientov a Udaje sme matematicky

zaznamenali v tabulkach (Tab. 14, 15) a Grafe 2.

Tabulka 14 Diferencidcia pacientov podla pohlavia

(vlastné spracovanie)

Diagnéza Mugzi Zeny
D75.8 49 43 92
D47 17 10 27
C90.0 13 12 25
C91.10 12 4 16
C92.0 5 2 7
96 71 167

Tabulka 15 Vekova diferencidcia pacientov

(vlastné spracovanie)

Diagnéza 21-40 41-60 61-80 > 81
D75.8 4 22 58 8 92
D47 1 9 16 1 27
€90.0 1 3 18 3 25
€91.10 0 4 12 0 16
€92.0 0 0 7 0 7
6 38 101 12 167
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Rozdelenie - vek a pohlavie
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Graf 2 Diferencidcia pacientov na zdklade veku a pohlavia

(vlastné spracovanie)

Hlavnym cielom nasej prace je zistit vplyv dizky fixacie na spracovanie a hodnotenie
trepanobiopsii, takZe bolo nutné rozdelit pacientov podla dizky fixacie ich vzoriek na 3
skupiny, ato 24 hod., 48 hod. a > 48 hod. Pocetné zastupenie jednotlivych skupin je

uvedené v tabulke (Tab. 16). Percentudlne zastupenie znazornuje prislusny graf (Graf 3).
Tabulka 16 Diferencidcie pacientov podla dlzky fixdcie vzorky trepanobiopsie

(vlastné spracovanie)

Diagnodza 24 hod. 48 hod. >48 hod.
D75.8 52 12 28 92
D47 15 3 9 27
€90.0 13 5 7 25
C91.10 14 1 1 16
€92.0 2 1 4 7
96 22 49 167
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Rozdelenie - diZka fixacie

B 24 hod. ®m48 hod. ™ >48 hod.

Graf 3 Diferencidcia pacientov na zdklade diZky fixdcie

(vlastné spracovanie)
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4.3 Vyber skumaného suboru
Vzhladom na pocet trepanobioptickych vzoriek prijatych v priebehu jedného roka
bolo nutné vybrat reprezentativnu vzorku, ktord bude mozné skimat blizsie.

Skimany subor tvoria ndhodne vybrané vzorky rozdelené podla diagndzy na dve
skupiny (skupina C a D) a podla dizky fixacie na tri skupiny (skupina 24, 48 a > 48).
Vzdjomnou kombinaciou tychto dvoch kritérii vzniklo 6 podskupin, ktoré su uvedené
v tabulke (Tab. 17). Tabulka obsahuje Udaje aj o veku a pohlavi pacientov.

Tabulka 17 Charakteristika skimaného suboru

(vlastné spracovanie)

Diagndza Podskupina | Vek (rokov) Pohlavie (M/F) Dizka fixacie (hod.)

61 M

24-C 69 M 24
77 M
C90.0 78 F

C91.10 48-C 59 M 48
C92.0 73 M
72 F

>48-C 80 F >48

72 M
62 M
78 F

24-D 24
64 F
67 M
68 F
D75.8 53 M

48-D 48
D47 64 M
45 M
76 M
55 F

>48-D >48

67 M
80 F
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Vybrané trepanobioptické vzorky boli Standardne spracované podla postupu
uvedeného v podkapitole 4.1. Spracovanie trepanobiopsie. Vyhotovené preparaty boli

nasledne odovzdané klinickému patoldgovi na hodnotenie.
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5. VYSLEDKY

Vyhodnotenie vyskumu spociva v dvoch hodnoteniach, a to hodnotenie laboranta
a hodnotenie klinického patoléga. Hodnotenie laboranta zahfna proces zalievania,
rezania, farbenia a prikryvania. Lekar hodnoti uz vyhotoveny preparat, jeho adekvatnost
vzorky, celularitu a iné znaky, blizSie opisané v podkapitole 2.5.5 Hodnotenie preparatu

kostnej drene.

V nasledujucich tabulkach (Tab. 18 a 19) je uvedené skére hodnotenia klinického
patoléga ilaboranta. Hodnotenie je vyjadrené cCiselnou Skdlou 1-10, pricom 1 je

najhorsie a 10 najlepsSie hodnotenie.
Tabulka 18 Hodnotenie skupiny C

(vlastné spracovanie)

Podskupina Vek (rokov) Pohlavie (M/F) | Skére laborant Skore patolog

61 M 5 7
24-C 69 M 5 6

77 M 8 10
78 F 6 7
48-C 59 M 7 8
73 M 6 8
72 F 8 9

>48-C 80 F 10 10
72 M 7 8

Z tabulky vyplyva, Ze vzorky fixované 24 hodin dosiahli priemerné skore 6/7,66,
vzorky fixované 48 hodin skére 6,33/7,66 a vzorky fixované > 48 hodin skore 8,33/9.

Z hladiska optimalnej fixacie dosiahla najlepSie hodnotenie > 48-hodinova fixacia.
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Tabulka 19 Hodnotenie skupiny D

(vlastné spracovanie)

Podskupina Vek (rokov) Pohlavie (M/F) | Skére laborant Skdre patolog
62 M 8 9
78 F 6 8
24-D
64 F 7 5
67 M 8 9
68 F 9 9
53 M 6 8
48-D
64 M 6 7
45 M 6 7
76 M 6 6
55 F 6 8
>48-D
67 M 7 9
80 F 8 9

Z tabulky vyplyva, Ze vzorky fixované 24 hodin dosiahli priemerné skére 7,25/7,75,
vzorky fixované 48 hodin skére 6,75/7,75 a vzorky fixované > 48 hodin skére 6,75/8. Zo
ziskanych informacii by sme mohli usudit, ze vietky dizky fixacie si porovnatelné

a nemozno urcit jednoznacne najoptimalnejsiu dizku fixacie.

Nasledujuca tabulka (Tab. 20) je suhrnom hodnotenia oboch skiimanych skupin
a vysledné priemerné skore je 6,71/7,71 u vzoriek fixovanych 24 hodin, vzorky fixované

48 hodin dosiahli skére 6,57/7,71 a vzorky fixované > 48 hodin skére 7,42/8,42.
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Tabulka 20 Sthrnné hodnotenie skupiny C a D

(vlastné spracovanie)

Dizka fixacie Skére laborant Skére patolog
5 7
5 6
8 10
8 9
24 hod
6 8
7 5
8 9
6,71 7,71
6 7
7 8
6 8
9 9
48 hod
6 8
6 7
6 7
6,57 7,71
8 9
10 10
7 8
6 6
>48 hod
6 8
7 9
8 9
7,42 8,42

Nakolko farbenie HE je zakladnym farbenim, obrazkova Cast je zamerana prave na toto

farbenie (Obr. 19-24).
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Obrazok 19 Preparaty fixované 24 hodin zo skupiny C

Farbenie HE. Zvacsenie: 20x

(vlastné spracovanie)
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Obrdzok 20 Prepardty fixované 24 hodin zo skupiny D

Farbenie HE. Zvacsenie: 20x

(vlastné spracovanie)
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Obrazok 21 Preparaty fixované 48 hodin zo skupiny C

Farbenie HE. Zvacsenie: 20x

(vlastné spracovanie)
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Obrdzok 22 Prepardty fixované 48 hodin zo skupiny D

Farbenie HE. Zvacsenie: 20x

(vlastné spracovanie)
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Obrazok 23 Prepardty fixované > 48 hodin zo skupiny C

Farbenie: HE. Zvacsenie: 20x

(vlastné spracovanie)
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Obrazok 24 Preparaty fixované > 48 hodin zo skupiny D

Vv

Farbenie: HE. Zvacsenie: 20x

(vlastné spracovanie)
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6. DISKUSIA

Hlavnym cielom prace bolo zistit, & ma dizka fixacie vplyv na spracovanie
trepanobiopsii KD. Nakolko je fixacia zvdaésa prvym a nevyhnutnym krokom spracovania
biologickych vzoriek, je pochopitelné, Ze v najvacsej miere ovplyviiuje proces dalSieho
spracovania, a v neposlednom rade aj samotnu hodnotitelnost preparatu. Tento vyskum
je zamerany na dizku fixacie roztokom 10% NBF. Literatura uvadza, 7e najoptimélnej$ou

dobou, pocas ktorej ma byt vzorka fixovand, je 24 hodin. (Cizkovd 2018)

V naSom vyskume sme sa zamerali na 3 rozne dizky fixacie (24, 48 a > 48 hodin)
v dvoch skupinach diagndz (C a D skupina) s ciefom potvrdit alebo vyvratit stanovené

hypotézy.

V hypotéze 1 sme predpokladali, 7e di?ka fixdcie nema vyznamny vplyv na
spracovanie trepanobiopsie. Danu hypotézu sme vyskumom vyvratili, kedZe medzi
jednotlivymi dizkami fixacie boli objavené rozdiely. NBF je fixativum, ktoré sa viaze na
funkéné skupiny proteinov a vytvara hemoacetalové skupiny, ¢im znefunkénuje vacésinu
enzymov. Mozino predpokladat, Ze pocas fixacie prebiehaju v rdéznych c¢asovych
intervaloch iné biochemické procesy, ktoré maju priaznivy ¢i nepriaznivy vplyv na
mikrostrukturu tkaniva. Zaujimavym zistenim je, Ze prave podskupiny fixované 48 hodin
vykazuju najhorsie vysledky, zatial ¢o fixacia > 48 hodin dosiahla najvysSie hodnotenie.
Mozno teda vylt&it mozny predpoklad, Ze s rastticou dizkou fixacie je tkanivo horsie

hodnotitelné.

Ako bolo spomenuté, vnasom vyskume boli vzorky roztriedené do dvoch
zakladnych skupin podla diagndzy. V pripade skupiny D boli hodnotenia
laboranta/patoléga porovnatelné vo vietkych dizkach fixacie a dalo by sa povedat, 7e
dizka fixacie nema zasadny vplyv na spracovanie. Uplne iny vysledok bol dosiahnuty
v skupine C, v ktorej st rozdiely hodnoteni v zavislosti na dizke fixacie evidentné. Di7ka

fixacie by sa teda mala odvijat aj od predpokladanej diagndzy.
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Hypotéza 2 predpokladala najoptimalnejsiu dizku fixacie 24 hodin a tato hypotéza
bola takisto vyvratena. Na zaklade ziskanych vysledkov mozno uréit rad na zaklade dizky

fixacie od najlepsej po najhorsiu nasledovne: > 48 hodin, 24 hodin a 48 hodin.

Je nutné zdoraznit, Ze hodnotenia laboranta a klinického patoléga su na sebe
navzajom zavislé. V pripade obtazného zalievania a rezania parafinového bloku, kedy sa
rez sta€a, rozmazava alebo sa tkanivo drobi a vypadava z rezu, je kvalita vyhotoveného
preparatu znizend. Takyto rez sa tazko hodnoti aj klinickému patolégovi. Dal$im
faktorom, ktory je nutné brat do Gvahy, je subjektivita hodnotenia laboranta a patoldga.
V nasom pripade boli preparaty vyhodnocované klinickym patolégom, ktory je v DCPvP
Specializovany na tento druh bioptického materidlu. Vzhladom na mnoiZstvo
vyhodnotenych vzoriek pocas niekolkych rokov je moiné predpokladat spravne

vyhodnotenie kvality preparatu.

Vzhladom na fakt, Ze trepanobiopsia je jedinecnym materidlom ziskanym
invazivnym a bolestivym sp6sobom, je na jej hodnotenie kladené mnoZstvo poZiadaviek.
Jednou z nich je spolahlivé potvrdenie/vyliéenie diagndzy v ¢o najkratSom moznom
Case. V niektorych pripadoch hra ¢as vyznamnu rolu, najma pri podozreni na maligne
ochorenie krvotvorby. V nesulade s tymto odporuéanim je vysledok nasho vyskumu,
ktory hovori o fixacii > 48 hodin ako o najefektivnejSej a najlepsej. Existuje tak akysi

nesulad, ktory sa nati zamysliet, ¢o je vhodnejsie v konkrétnej situacii.
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7. ZAVER

Cielom tejto prace bolo zistit, & dizka fixacie ovplyviiuje spracovanie trepanobiopsii
kostnej drene. Pre splnenie ciela bolo potrebné nastudovat rieSenu problematiku.
Tomuto Ciastkovému cielu sa venovala teoreticka cast, ktora pozostava z 5 ¢asti. Prva
¢ast sa venuje fixacii, fixaénym roztokom a zdsadam fixacie. DalSie dve €asti opisuju kost
a kostnu dren a Stvrta Cast sa zaobera trepanobiopsiou. Popisuje ober trepanobiopsie,
miesto odberu a velkost vzorky, indikacie aj kontraindikacie. Poslednd, piata Cast je

venovana celkovému spracovaniu trepanobiopsie v laboratoriu.

V diplomovej praci boli stanovené dve hypotézy. Prva hypotéza predpokladala, ze
diZka fixacie nema vyznamny vplyv na spracovanie trepanobiopsie. V priebehu vyskumu
sa nam podarilo tuto hypotézu vyvratit, nakolko dizka fixacie je vyznamnym &initelom
ovplyviiujucim spracovanie vzorky. Druha hypotéza predpokladala, Ze 24-hodinova
fixacia je najoptimalnejsia. Z nasho vyskumu vsak vyplyva, Ze najidedlnejsia je viac ako

48-hodinova fixacia.

Za tejto prace vyplyva par poznatkov, ktoré by sme zarover chceli odporucit pre
klinickd prax, najma pre Diagnostické centrum patolégie v PreSove. Ak je to
v kapacitnych moznostiach laboratéria, odporu¢ame dizku fixacie po zvazeni klinickym
patolégom prediZit z rutinne vyuZivanych 24 hodin na viac ako 48 hodin. Je Ziaduce
vyhnut sa 48-hodinove;j fixacii, tzn. vzorky, ktoré nie su prijaté v der odberu spracovéavat
aZ s minimalne jednodfiovym oneskorenim. Dizku fixacie je vhodné volit s ohfadom na
predpokladanu diagndzu av zavislosti na potrebe urychleného potvrdenia/vyltucenia

diagnodzy.
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8. POUZITE SKRATKY

AF alkalicka fosfataza

CHAE chléracetatesteraza

DCPvP Diagnostické centrum patolégie v PreSove
EDTA kyselina etyléndiamintetraoctova
ER endoplazmatické retikulum

GA Golgiho aparat

HCH histochémia

HE hematoxylin-eozin

HGB hemoglobin

HSC hematopoeticka kmerniova bunka
IHCH imunohistochémia

KD kostna dren

MKCH-10 Medzinarodna klasifikacia chorob
NBF pufrovany formalin

NK nukleova kyselina

PAS Periodic Acid Schiff

SIAS predny horny tfi bedrovej kosti
SIPS zadny horny tfi bedrovej kosti
SPP Standardny pracovny postup
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