Specialni vysetreni

Bourkova L., OKH, FN Brno



Cytochemicka reakce

hodnoceni:

intenzita zbarveni granuli (precipitatu)
Jje umerna mnoZzstvi enzymu




Myeloperoxidaza

®Princip:
Peroxidaza prenasi vodik z vhodneho donoru na peroxid.
Donor je oxidovan a premenen na nerozpustnou srazeninu.

®*Hodnoceni:
® v azurofilni granulaci leukocytu
® intenzita pozitivity: 0 az +++
® takeé se sleduje pritomnost Auerovych tyCi (nemusi byt pfi
panoptickém barveni viditelné pres jadro).
® fyziologicka pozitivita:
myeloidni bunky 0 / +++
monocyty 0O /+
lymfocyty 0
®Klinicky vyznam:
Rozliseni myeloblasticke nebo monoblasticke leukemie od
lymfoblastické leukemie




wbasty - hega




Nespecificke esterazy

® Princip:
Bunécna esteraza reaguje se substratem (napf. alfa-naftyl-acetat nebo
alfa-naftyl-butyrat ) a nebo je reakce blokovana NaF.
® inkubece jednoho nateru bez NaF
® inkubece druhého nateru s NaF

® Hodnoceni:
® pozitivita v granulich v cytoplazmé leukocytu
® intenzita pozitivity: 0 az +++
® pozitivita bez NaF:
monocyty +az +++
myeloidni buriky, lymfocyty 0 az ++
® pozitivita po NaF:
monocyty zeslabeni na 0 nebo +.
ostatnich buriky: pozitivita stejna nebo snizena maximalné o (+)
¢ Klinicky vyznam:
® k rozliseni AML M4 a AML M5
® 1 NE + | NE/NaF — monocytarni bunky
® NE + NE/NaF — srovnatelna — myeloidni, lymfoidni buriky




Mono: ++/+++

Granulo: +
NE+NaF: O




PAS (Periodic Acid Schiff)

® Princip:
Sacharidy+kys.jodista—aldehydy+Schiffovo barvivo—rizovy precipitat

® Hodnoceni:
®intenzita: 0 az +++
® vzhled (typ) pozitivity:
® fyziologicka pozitivita:
myeloidni bunky: difuzni zbarveni cytoplazmy
monocyty: jemné granularni pozitivita
lymfocyty: negativni, ojedinéle vyraznéjSi granula
trombocyty a megakaryocyty: vyrazné pozitivni
NRBC : negativni
" patologicka pozitivita.
lymfocyty - CLL: ve vétSineé lymfocytl vyrazna zrnita pozitivita
blasty - ALL, nedif. leukémie: hrubozrna pozitivita
NRBC - patologické: hrubozrna pozitivita

® Klinicky vyznam:
leukémie, MDS, anémie

VZHLED POZITIVITY

difuzni Jjemné granularni hrubozrnna/blokova pozitivita
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Typy pozitivity PAS
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Poznamky

Cytochemicka vysetreni hodnotit v souvislosti s:

» ostatnim cytochemickym vysetrenim

* morfologickym hodnocenim a rozpoctem kostni
drene

e stadiem vyzravani bunek

S kazdym cytochemickym vysetrenim pacienta je
nutné vysetrit i kontrolni preparat.



Cytochemicke reakce

MPOX NE
myeloid. b. -[+++ _J+
monocyt. b. [+ [+
erytrocyt. b. - |+
lymfoc. b. - -+

MGK b. - -[+

NE+NaF

PAS
(typ pozizivity)



Kysela fosfataza

® Princip:
Fosfataza reaguje se substratem nebo je reakce blokovana kyselinou vinnou
(tartardatem). Reakce neni blokovana pokud je pfitomen izoenzym 5. V misté
aktivity enzymu vznika v cytoplazmé obarvna srazenina.

® inkubece jednoho natéru bez kyseliny vinné
® inkubece druhého natéru s kyselinou vinnou

® Hodnoceni:
- pozitivita je Umeérna mnozstvi enzymu v cytoplazmeé
- fyziologicka pozitivita:
lymfocyty, plazmatické bunky
granulocyty, monocyty, trombocyty
- pozitivita po kyseliné vinné (tartaric acid):
pouze v lymfocytech (HCL) s izoenzymem 5 .
® Klinicky vyznam:
- nékteré T - ALL, CLL
- pozitivita po kyseliné vinné pouze v lymfocytech u
klasické formy HCL s pritomnosti izoenzimu 5







Mikroskopické vysetreni retikulocytu

*V retikulocytech se barvi supravitalné (bez fixace)
brillantcresylovou modri zbytky RNA.

* Pozitivita se hodnoti v 1000 erytrocytech
* normalni hodnoty: 0,5 -2,5%
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Cytochemické vysetreni zasobniho Fe

= v erytrocytech
= NRBC
» makrofazich
* Princip:
Fe3* tvofi s ferrokyanidem draselnym a kyselinou
chlorovodikovou barevny komplex — berlinskou modr
® Hodnoceni:
zelenomodra granula
®v erytrocytech (siderocyty)
®"v NRBC (sideroblasty)

® v makrofazich (siderofagy)
® Normalni hodnoty:
20 — 60 % pozitivnich NRBC
2 - 4 siderofagy ze 6 nalezenych makrofagu
® Klinicky vyznam:
anéemie
® napr.: sideropenické (nizké hodnoty)
® sideroblastické (pfitomné prstencité sideroblasty,
zvysSeneé zasobni Fe)
® hemolytické anémie (vysoké hodnoty)
® refrakterni anémie (vysoké hodnoty)




Barveni Fe 3*
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Barveni Fe 3%




Hemoglobin F

* Princip
Nafixované, zaschlé natery se ponori do pufru pH 3.3.
Hemoglobin A (adult hemoglobin) je v bunce rozpusten
a vyplaven, hemoglobin F (fetalni hemoglobin) je ke
kyselému prostredi rezistentni a v erytrocytu zustava.
Zbyly hemoglobin F se potom barvi a odecita
mikroskopicky:.

* Hodnoceni
procentuelni hodnoceni syté zbarvenych erytrocytu

= novorozenci: 50 - 90 % HbF
svek <2roky: 0-4% HbF
svek > 2roky: 0-2% HbF




Hemosiderin v mogci

* Princip
Fe3+ v hemosiderinu reaguje s kyselym
roztokem ferrokyanidu draselného na
ferrokyanid zelezity, ktery vytvari krystalky
berlinske modri.

* Hodnoceni

pritomnost modrych krystalu v moci
* normalni nalez: negativni

e pozitivni nalez: + az +++ 5




Osmoticka rezistence

voda — kontrola
(absolutni hemolyza)

fyziologicky normalni vysledek inkubace
roztok — kontrola ¢ J " Vg
(bez hemolyzy)

pﬁpl‘ava kontrolni prostfedi
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zvysena rezistence - ﬁ

patologicky vysledek inkubace

snizena rezistence

snizena rezistence
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