Specialni barvici metody

Specialni barvici metody slouzi ke znazornéni takovych struktur a soucasti krvinek, které se
neznazoriiuji pii panoptickém barveni.

Dutikaz enzymi probiha ve dvou stupnich:
1) pfima enzymova reakce, pfi niz vznikd primarni reak¢éni produkt
2) vychytavaci reakce, pii niz prechazi primarni reakéni produkt do Spatné rozpustného
barviva.

Dukaz alkalické fosfatazy v leukocytech

Teorie

Alkalicka fosfatdza je lysozomdlni enzym piitomny v sekundarnich granulich neutrofild.
Fosfatazy, piesnéji fosfomonoesterazy jsou enzymy, které uvoliuji kyselinu ortho-
fosforecnou z vazby na alkohol nebo aromaticky monoester. Existuje pravdépodobné veétsi
spektrum fosfomonoesteraz v bunécné struktufe a nebo tekutin€. Zamétime-li se pouze na pH,
rozliSuji se 2 typy enzymu: alkalickd fosfataza (ALP) a kyseld fosfatdiza (KP), které se
vzajemnd 1i§i v ndkterych vlastnostech. ALP na rozdil od KP jsou aktivovany Mg*", méné&
Mn”", Zn**, Co*". F inhibuji pouze KP, ne ALP. Jsou znimy nejméné 2 typy ALP, jedna se
aktivuje Zn>*, druha Mn?".

Princip

Leukocytarni alkalickd fosfatdza rozStépi substrat a-naftyl fosforecnan sodny, v zésaditém
prostiedi (pH = 9,2 — 9,4), na a-naftol a fosforecnan sodny. Kopulaci se z o-naftolu
a diazoniové soli (Fast Blue BB) vytvaii nerozpustna barevnd srazenina lokalizovana
nitrobunééné v misté enzymatické aktivity.

Intenzita zbarveni je pfimo umérna mnozstvi tohoto enzymu v bunécné cytoplazmé.

Hodnoceni
e Hodnoceni aktivity ALP provedeme pod mikroskopem s pouzitim imerzniho objektivu
pocitame bézn¢ na 100 neutrofilnich segmentu.
o Pozitivita se hodnoti ve zralych neutrofilnich segmentech a tycich.
e Podle intenzity nalezu v cytoplazmé se bunky fadi do péti tfid 0 — 4:
- 0: negativni nalez — bez zabarveni
- 1: jemna difuzni pozitivita nebo naznacend granula (ojedinéla zrna)
- 2:difazni pozitivita s jemnymi granuly
- 3: vyraznd pozitivita s hrubS§imi granuly (zrna vypliujici celou bunku)
- 4: velmi vyraznd pozitivita s hrubymi granuly (srazenina piekryva i bunécéné jadro)

e Pocet bun¢k v jednotlivych tfidach (a — e) se vynasobi Cislem tfidy a jednotlivé hodnoty
se sectou a vysledek se déli 100.
O0-a)+(1-b)+2-c)+(3-d)+(4-e)
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Format vysledkii:
o skore alkalické fosfatazy

Referencni a varovnd rozmezi

Zkratka . | Referenc¢ni | Jednotky

Analyt metody Pohlavi hodnoty | vysledkl
Alkalicka fosfataza ODAF Muzi 0,70 —-1,60| skore
v neutrofilech Zeny 0,90 -1,80| skore

Interpretace vysledkii

Vysetteni slouzi k upfesnéni diagnozy nékterych hematologickych a hematoonkologickych
onemocnéni (nejcastéji k rozliSeni chronické myeloidni leukémie a myelofibrézy, je jednim
z rozliSujicich znakl mezi chronickou a akutni myeloidni leukémit).

SniZena aktivita ALP- chronickd myeloidni leukémie, infekéni mononukle6za, paroxysmalni
no¢ni hemoglobinurie, nékteré anémie (sférocytarni a sideroblasticka).

Zvysena aktivita ALP - t€hotenstvi, stres, zanéty, po podani kortikoidt, polycytémia vera,
aplastickd anémie, MDS, myelofibroza, mnohocetny myelom, aktivni
stadium M. Hodgkin.

.

ALP 0: Negativni nalez, bez zbarveni, bez granulace
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ALP 3: vyrazna pozitivita s hrubsimi granuly
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ALP 4: velmi vyrazna pozitivita s hrubymi granuly
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Cvytochemické vySetireni Zeleza v natérech kostni direné

Princip

Ferrokyanid draselny v kyselém prostfedi reaguje s Fe’™ (zasobni Zelezo) a vytvai tzv.
berlinskou (pruskou) modt — ferrokyanid Zeleznatozelezity Fes[Fe(CN)g];. Nehemové Zelezo
je takto viditelné prostfednictvim modrych nebo zelenych zrnek v cytoplazmé bunék nebo
extracelularné.

Teorie

Mimo zelezo, které je zabudovano v molekule hemoglobinu se v bunice nachazi jest¢ zasobni
zelezo ve formé zrn. Jde o zadsoby volného trojmocného Zeleza (siderozéomy), které se
prokazuje tvorbou berlinské modfi.

Zelezo v plazmé erytroblastdl je pfitomno ve formé agregatdl ferritinu vytvafejicich tzv.
siderozomy (siderofilni zrna), nebo je za patologickych stavii nakupeno v mitochondriich.
Siderozomy jsou ptitomny jiz v proerytroblastech, ale nejlépe viditelné jsou v ortochromnich
normoblastech v obdobi tvorby hemoglobinu. Takovymto ortochromnim normoblastim
fikdme sideroblasty. Za normalnich okolnosti jsou siderozomy velmi jemné, sotva patrné
utvary v poctu 1 — 3.

Zelezo v mitochondriich neni v normélnich erytroblastech nikdy piitomno. Zralé Gervené
krvinky nikdy siderozémy neobsahuji. Siderocyty jsou ve skutec¢nosti sideroretikulocyty.
Siderofagy jsou bunky fagocytujiciho retikula (retikularni bunky) obsahujici ferritin
a hemosiderin. Pfedstavuji zasobarny Zeleza. Déle Ize Zelezo v natérech najit ve formé granul,
nebo ve formé fragmentii cytoplazmy siderofagi. Pocet siderofagli a mnozstvi Zeleza v nich je
vyrazem zasob zeleza.

Hodnoceni je semikvantitativni.
Vysetieni slouzi k uptesnéni diagnozy nékterych hematoonkologickych onemocnéni.

Odbér primarniho vzorku a transport

e Odbér kostni dien¢ se provadi specialni punkcni jehlou o svétlosti 1 —2 mm. Pii punkci
se nejprve kiuze oCisti dezinfekénim prostiedkem, potom se provede tenkou jehlou mistni
znecitlivéni kize a podkozi az po okostici. Po 5 — 10 min. se na znecitlivéném misté
punkéni jehlou s mandrénem propichne skrze kazi, podkozi a okostici hrudni kost. Hrot
jehly se tak dostavd do dieniového prostoru, odkud se prudce nasaje malé mnozstvi
(n€kolik kapek) kostni diené. Ta se ze stiikacky hned vystiikne na podlozni sklicko
a zhotovi se kvalitni natéry, které se ponechaji voln¢ uschnout na vzduchu.

e Matnou ¢ast podlozniho skli¢ka s natérem oznacit.

Piiprava k Cinnosti

o Natér kostni dfené je oznacen ¢islem vzorku sternalni punkce/trepanobiopsie, pfijmenim
pacienta a poznamkou ,,Fe*.

o Pfiprava reak¢éniho roztoku:
- do 100 ml odmérného vélce odméefime 99 ml destilované vody
- napipetujeme 1 ml 25 % roztoku kyseliny chlorovodikové
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- pfisypeme 1 g ferrokyanidu draselného

- sklenénou ty¢inkou michdme az do rozpusténi

- pfipravujeme vzdy Cerstvy.
e Bezprostiedné pred fixaci zkontrolujeme, zda je natér suchy.
e Prichystame tii Cisté barvici kyvety s vickem.

Pracovni postup

e Suché, oznacené natéry kostni dien¢ vlozime do barvici kyvety a fixujeme methylalko-
holem po dobu 5 minut.

o Fixované natéry nechame volné uschnout na vzduchu.

e Do cisté kyvety nalijeme reakcni roztok.

e Suché, fixované natéry kostni diené vlozime do barvici kyvety s reakénim roztokem
a barvime 5 minut pfi laboratorni teplot¢.

e Obarvené natéry oplachneme mirnym proudem destilované vody.

e Nechame voln¢ uschnout na vzduchu.

e Suché, obarvené natéry dobarvime Jadrovou cerveni po dobu 10 — 30 minut (podle stari
barvy) pii laboratorni teploté.

e Dobarvené natéry oplachneme mirnym proudem destilované vody.

e Nechame voln¢ oschnout na vzduchu.

e Suchy obarveny preparat ptitadime k natéru kostni dfen¢ daného pacienta.

Hodnoceni

Pti hodnoceni se sleduje pocet bunék s granulemi zasobniho Zeleza, zjistuje se velikost

a pocet granuli v krevnich bunkéch cervené tfady, dale tvorba prstencitych formaci, mnozstvi
r ’ v o wr r ’ r v 3+

zasobniho Zeleza v makrofazich a pfitomnost extracelularniho nehemového zeleza Fe

Referencni a varovnd rozmezi

Zkratka . | Referen¢ni Jednotky
Analyt ’ metody Pohlavi hodnoty vysledkt
siderocyty 0-3 %o (na 1000 erytrocytl)

sideroblasty| 40—60 |% (na 100 erytroblasti)

FEOD

Zelezo

Interpretace vysledki
SniZené mnoZstvi zasobniho Zeleza- sideropenickd anémie, posthemorhagickd anémie,
zanétlivé reakce (bakterialni infekce, TBC, akutni revmatickd horecka, primarni progresivni

polyartritida, generalizovana karcindza).

ZvySené mnozZstvi zasobniho Zeleza - sideroblastickd anémie, hemolytickd anémie, megalo-
blastova anemie, MDS, n¢které typy leukemie, alkoholismus, po splenektomii.
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