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Dekalcifikace popisuje techniku odstranovani minerdlu z kosti nebo jiné
Kalcifikovane tkane, aby bylo mozné pripravit kvalitni parafinove rezy, ktere
si zachovavaji vsechny zakladni mikroskopickeé prvky. Dekalcifikace se
orovadi po dukladném zafixovdni vzorku a pred rutinnim zpracovdnim
do parafinu. V tomto e-booku je popsana zakladni struktura kosti a jsou
uvedeny technické moznosti pro pripravu rezu. Je zde diskutovdn postup
pro dekalcifikacl a uspesne monitorovani procesu, a jsou takée uvedeny
nexktere oblibenée moznosti ve vyberu reagencili.
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UVOD

Je-lI potreba histolog, aby vyrobil rezy z kosti nebo jinych kalcifikovanych
vzorku, je zde k dispozici rada moznosti. Pri vybéru techniky a metody
Zpracovani je treba vzit v Uvahu typ provadeneho vysetreni. Napriklad, pokua
se zkouma metabolické onemocneni Kosti a je nutnée odlisit mineralizovanou
kost od osteoidu, nebo pokud je pozadovano morfometrické méreni, muze
byt nezbytné zachovat a prokdazat obsah mineralu produkci fezu
nedekalcifikované kosti. Jelikoz Jje mineralizovana kost tak tvrdym
Materidlem, je k dispozici omezena skala technik k vyrobé rfezu z ni. Po fixaci
JI 1ze primo rezat do tenkych destiCek a poteé brousit pomoci abrazivnich
oovrchu, aby se vytvorily tenké brousené” profily (viz obrazek 1). Je také
Mmozne pripravit vzorky Kosti prosycenim akrylovyml nebo epoxidovymi
oryskyricemi, ktere maji po polymeraclt tvrdost ekvivalentni tvrdosti
mMineralizované kosti. Poté je mozné z prosycenych vzorku vyrobit rezy
DOMOCI vysoce odolného mikrotomu (doporucujeme upreanostnit rotacni
ored sankovym, napr. vhoadnym typem je Biocut) a za pouziti noze z kKarbidu
wolframu nebo noze diamantového (viz obrazek 2). Dalsi moznosti
Zpracovani mineralizovanée spongiozni Kostl |sou Jsou zmrazené rezy [1-3].

3/26



LS
g
r

- v . . ’
‘ :
\J - ; - ‘ V..\

.
- -" - -
‘. o

Obrazek 1: Nebarveny brouseny fez kompaktni kosti. Rada osteont (Haversovy

N 7 7

systemy) je rezana pricne. Osteony se skladaji z koncentrickych vrstev kosti (lamel)
obklopujicich centralni Haversuv kanadl obsahujici cévy. Uvnitr lamel jsou lakuny
(porostory), které obvykle obsahuji osteocyty. Na vysusenych brousenych rezech,

Jako je tento, se jevi Jako cernée struktury diky casticim abraziva a vzduchu, Ktere
JSou v hich obsazeny.

Obrazek 2: Nedekalcifikovany rez spongiozni kosti (Von Kossa). Kost byla
fixovana ve formalinu, a zpracovana a zalita do epoxidove pryskyrice pro rezani.
Kalcifikovand kost je cernd a lem osteoidu na povrchu trdamcu (trabekul) je
obarven modre, stejne |ako slozKy kostni drene. V/simnete si, ze nhavzdory podpore
polymerizovanou pryskyrici v tomto pripade kalcifikovana matrix pri priprave rezu
popraskala.

4 /26



Mnohem caste|l se kostni a jIné Kalcifikovaneé vzorky po fixacl dekalcifikuji
(demineralizuji) a zpracovavaji standardni metodou pro vyrobu
parafinovych rezu. Dekalcifikované rezy se pouzivaji k vysSetreni kostni drené
a k diagnostice nadoru, infekci nebo k jinym ucelum. Vzorky mohou mit
podobu trepanace kycelniho hrebene nebo kousku kosti odstranénych pri
operacl (hapr. hlavice stehenni Kosti) nebo vypreparovanych z amputacnich
vzorku. Pri vybéru vhodnych kostnich vzorku ke zpracovani se casto
pouzivall jlemne detallni rentgenove snimky. Krome kosti mohou 1 jine
tkane podlehat kalcifikacl spojené s degenerativhimi procesy, Jako |e
nekroza (dystroficka kalcifikace), nebo se muze vyskytovat ve sténach cév Ci
v ledvinach, plicich nebo jinde (metastaticka kalcifikace). [4] Pokud jsou
kalcifikované oblasti ve vzorcich tkani znacné, muze byt nemozné ziskat
slusne rezy bez predchozino odvapneni vzorku. Dalsi moznosti je pouzit
,povrchovou dekalcifikacl®™ do parafinovéeho bloku, aby bylo mozné ziskat

rezy tam, kde se pri zpracovani vzorku nepredpokladala pritomnost
vVapniku.

Postup dekalcifikace je pomerne jednoduchy a |je podrobne popsan
ve standardnich textech o histologickych technikach. [1-3] Ma-lI vsak byt
dosazeno vysoce kvalitnich vysledku, je treba zduraznit nékteré body:.
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Struktura kosti

Kost se sklada z bunék (osteocytu) obklopenych kalcifikovanou matrix
obsahujici kolagenova vlakna typu 1. V matrix je vapnik ve formé krystalu
nydroxyapatitu [CalO(PO4)6(OH)2|, které jsou ulozeny mezi vilaknitymi
elementy. Tyto krystaly se rozpousteji behem procesu dekalcifikace, ktery,
ookud probiha spravne, zanechava soudrznou tkan s fyzikalnimi vlastnostmi
nuste viaknité pojivove tkane.

EXIstuji dva typy zralych kosti. Kortikalni neboll kompaktni Kost tvori osy
dlouhych Kosti a vetsi casti plochych kosti lebky a ma velmi hustou strukturu
zalozenou na usporadani valcovitych struktur zvanych osteony (obrazek 3).
Trabekularni (spongiozni) neboll houbovita kost ma mnohem jemnejsi
usporadani sestavajici z tenkych prepazek (trabekul) spojujicich kostni
desticky, mezl nimiz se nachazi kostni dren. Nachazi se v obratlich
a Na epltyzach dlouhych kosti (obrazek 4). Jak kompaktni, tak | porovita kost
se vyvije]i ve vrstvach nebo lamelach, v nichz jsou strukturne orientovana
Kolagenni viakna a vykazuji charakteristicky obraz pod mikroskopem

Vv polarizovanéem svetle (viz obrazek 5). [2-3, 5]

”,

\ " A 4

Obrazek 3: Pricny rez z dlouhé kosti optimalné dekalcifikované pomoci

kyseliny mravenci (H&E). Zobrazeny jsou cetné osteony s perifernimi
cementovymi liniemi. Jsou pfitomna dobre zbarvend jadra osteocytu, coZz
naznacuje, ze koncovy bod dekalcifikace nebyl prekrocen.
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Obrazek 4: Dekalcifikovany Fez spongiozni kosti (ruZovad) a hyalinni chrupavky
(modra) z epifyzy dlouhé kosti (H&E). Jemné trabekuly kosti jsou dobre
zachovany, stejné jako jemnad struktura kostni drené a pridruzenych adipocytu.
Bazofilni/acidofilni rovhovdaha barveni je dobre zachovdna, coZ naznacuje, zZe
dekalcifikace kyselinou mravenci byla optimalni.

Obrazek 5: Dekalcifikovany Fez kompaktni kosti z dfiku dlouhé kosti (H&E). Rez
Jje vyfotografovan v polarizovanem svetle, aby byly patrné koncentrické lamely
tvorici osteony. Dvojlom je zpusoben orientaci kolagennich viadken v kostni matrix,
Ktera se mezi po sobe jdoucimi vrstvami lisi.
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Je dulezité peclive zvazit povahu kazdého vzorku kosti prijatého
Ke zpracovani, protoze relativhi mnozstvi kortikalni a spongidozni Kosti je
dulezité a urcCuje dobu potrebnou pro dekalcifikaci a zpracovani. Napriklad
vzorek z trepanace kycelniho hrebene se sklada z okraje kortikalni kosti,
Ktera prekryva valec Kkosti spongiozni. Kortikalni kost odevzdava prl
dekalcifikact vapenaté soll jako posledni, a pokud neni zcela
dekalcifikovana, bude obtizné ziskat slusne rezy.

Fixace kosti

Pro ochranu bunécnych a vldaknitych prvku kosti pred poskozenim
kyselinami pouzivanymi jako odvapnovaci Cinidla je obzvlasté dulezité tyto
vzorky pred odvapnénim dUkladné fixovat. [2-3] Spatné fixované vzorky se
behem dekalcifikace maceruji a nasledne se spatne barvi. To je velml patrné
v oblastech obsahujicich kostni dren. Proto je beznou praxi, ze laboratore
ofed zahajenim dekalcifikace prodluzuji dobu fixace kostnich vzorku. Je
dulezité zajistit snadny pristup fixacniho prostredku do kosti, proto by méla
byt z velkych vzorku odstranéna kuze a mékké tkané, pokud je to mozné.
Vzorky kosti by mely byt co nejdrive rozrezany na tenke platky, aby se zlepsila
fixace, a melo by byt zajisteno dostatecnhée mnozstvi fixativa. K pfriprave
kostnich platku by se mély pouzivat kvalitni pilky s jemnymi zuby. Hrubé
pilky mohou zpusobit znacné mechanické poskozeni a vtlacit Ulomky kosti
do mekkych tkani pritomnych ve vzorku (viz obrazek 6).

Pufrovany formalin je uspokojivym fixacnhim prostredkem pro kostli, ale tam,
kde je dulezité zachovat kostni dren, pouzivaji nékteré laboratore alternativy,
Jako Jje nektera ze smesi zinkoveho tformalinu, B5, formoloctovy alkohol
(Davidsonuyv fixacni prostredek) nebo Bouin.




Obrazek 6: Vzorek z trepanace, u nehoz byly pri priprave vtiaceny ulomky kosti do
prostoru drené (sipky). Jednd se o nedekalcifikovany pryskyricny rez obarveny Von
Kossovou metodou k prukazu vdpniku.
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Dekalcifikacni ¢inidla - prehled

Existuli tri hlavni typy dekalcifikacnich Cinidel:

® N3 oF-VA silnych mineralnich Kyselln
® N3 oF-VA slabsich organickycn Kyselln

® Slozené z chelatacnich cinidel

Vetsina laboratori si pro svée pohodli vybira z mnoha dostupnych
patentovanych cinidel. Potencidlni uzivatelé téchto produktu by mél
nahlédnout do prislusnéeno bezpecnostnino listu, aby zjistili pritomnou
aktivni slozku, pokud neni jasne uvedena VvV poskytnutych technickych
INformacich.

Nejrychleji pusobi silné kyseliny, jako je kyselina chlorovodikova nebo
dusiCha v koncentracl do 10 %, ale pri nadmerne dlouhém pouziti rychle
Zpusobi ztratu jaderného zbarveni a muze dojit k maceraci tkani. Je dulezité,
aby se pouzil vhodny koncovy test — urcCll se Kriticky Cas, po kterem uz
dochazi K degradacl tkane. Opecne plati, ze patentovane odvapnovace,
o nichz se tvrdi, ze pusobi rychle, jsou zalozeny na silnych kyselinach,
nejcaste]l kyseline chlorovodikove, a malji-li byt dosazeny dobré vysledky,
mely by byt pouzivany konzervativhe s ohledem na dodané pokyny.
Napriklad pripravek Surgipath Decalcifier [I® ma rychly ucCinek a obsahuje
kyselinu chlorovodikovou. Obrazek 7 ukazuje dusledky delSiho osSetreni

odvapnovacem s mineralni kyselinou za dosazenim vhodného Konecneho
DOAU.

N © s 7

Tabulka 1 uvadi nékolik nejbéznéjSich odvapnovacu na bazi mineralnich

N & s 7

Kysellin. Podrobnejsi vycet Ize nalézt ve standardnich ucebnicich histologie.
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Tabulka 1: Odvapnovace na bazi mineralnich kyselin

ODVAPNOVAC SLOZENI KOMENTAR

5% HNO3
v destilovaneé vode Rychly ucinek, prekroceni
Kritického casu zhorsuje nasledne

barveni.

Kyselina dusicna [o]
40 ml 10% kyseliny
dusicnhe

30 ml O0,5% kyseliny TradiCni odvapnovaci prostredek,
chromove Ktery odvapnuje pomaleji nez
roztok kyseliny dusicne. Pomerne

30 ml absolutniho rychly ucinek, prekroceni kritickeho
alkoholu casu zhorsi barveni.

Perenyiho roztok [6]}
(1882)

5-10% kyseliny Pred viozenim do HCI| by se mel ze
chlorovodikové vzorku vymyt formalin, aby se
. v destilované vode zabranilo tvorbe bis-
Kyselina .
Tt chlormethyletheru (je
50 ml nhasyceného karcinogenni). Rychly ucinek,
roztoku chloridu orekroceni kritickeho bodu zhorsi
sodneho parveni.

42 ml destilovana

O d ” s . v v ’
Von Ebneruv roztok voHe Rychly ucinek, prekroceni

0] . Kritického bodu zhorsi barveni.
8 ml kyseliny

chlorovodikove
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Obrazek 7: Rez dekalcifikovanou spongiézni kosti (H&E). Tento vzorek byl
dekalcifikovan odvapnovacem s Kyselinou chlorovodikovou po prilis dlouhou dobu
bez pouziti vhodneho koncoveho testu. Ackoll jsou tkanove elementy soudrzne,

barveni je velmi slabé a vykazuje uplnou absenci jaderneho barveni spolu se silne
nediferencovanym eozinem.

12 / 26



Slabé kyseliny, jako je kyselina mravenci, |sou oblibené a hojne pouzivaneé
K odvapnovani. Kyselinu mravenci lze pouzit jako prosty 10% vodny roztok
nepbo v kombinaci s formalinem Ci s pufrem. Ackoll je pomalejsi nez Cinidla se
silnymi kyselinami, pusobi mnohem Setrnéji a méné pravdépodobné
zasahne do Jaderneho bpbarveni. |17] Prikladem  patentovaného
dekalcifikatoru na bazl kyseliny mravenci je od spoleCchosti Surgipath
Decalcifier I®. Obsahuje takée formalin a tvrdi se, ze fixuje | odvaphnuje a
ousobi Setrné. Jsou pouzivany i jiné Kkyseliny, napriklad kyselina
trichloroctova (TCA). Kyselina pikrova jako soucast nekterych fixacnich
prostredku ma slabé odvapnovaci vlastnosti.
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Tabulka 2: Slabeé kysele odvapnovace

ODVAPNOVAC SLOZENI

10% kyselina
mravenci

Kyselina mravenci |8]

25 ml kyseliny
mravenci

10 g citratu
sodnéno

75 Ml destilované

Evans and Krajian (8] vedy

18 ml kyseliny
mravenci

3.5 g mravencanu

sodneno

. 82 ml destilovana
Kristensen |8] —_
5-25 ml kyseliny

mravenci

5ml 40%

f ldehyd
Gooding and Stewart Sl b b

9] 75 m| destilované

vody

v destilovanée vode

KOMENTAR

Jednoduchy a ucinny odvapnovac.

Ucinny odvapnovac na bazi kyseliny
mravenci pufrovany citratem.

Ucinny odvapnovadc na bazi kyseliny
Mmravenci pufrovany mravencanem.

Odvapnovac kyseliny mravenci

s pridavkem formalinu, ktery fixuje
a odvapnuje.




Chelatacni Cinidla, jJako je kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), funguji
tak, ze zachycuji vapenatée ionty z povrchu Krystalu apatitu a pomalu
Zmensuji jeho velikost. Vzhledem kK tomu, ze tento proces je velmi pomaly, ac
velmi Setrny (v zavislosti na velikosti vzorku muze byt zapotrebi nékolika
tydnu), neni toto ¢inidlo vhodné pro urgentni vzorky, ale spise pro vyzkumné
aplikace, kde je vyzadovana velmi kvalitni morfologie nebo je treba zachovat
urcité molekularni prvky pro techniky, jako je IHC, FISH nebo PCR. |9]
Pouziva se v koncentracl priblizne 14 % jako neutralizovany roztok. [1,10]
Rychlost, s jJakou EDTA odvapnuje, zavisi na pH. Obvykle se pouziva pri pH
7,0. Pri pH 10 pusobi rychleji, ale pri alkalickém pH muze dojit k poskozeni
nékterych tkanovych elementu. [10]

Tabulka 3: Chelacni ¢inidla

ODVAPNOVAC SLOZENI KOMENTAR

250 g disodne soll
EDTA

1750 m| destilované

vody Pusobi pomalu, ale zpusobuje malé
Neutralni EDTA [1] poskozeni tkane. Bezna barveni |sou z
Pridavkem velke casti neovlivhena.

hydroxidu sodneho
upravte pH na 7,0
(bude potreba asl
25 g)
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Faktory ovlivnujici rychlost dekalcifikace

Koncentrace

Koncentrace ucinne latky ovilivhuje rychlost odstranovani vapniku.
Publikované receptury dekalcifikacnich roztoku dosahuji rovnovahy mezi
rychlosti a stupnem poskozeni tkane. Je treba mit na pametl, ze koncentrace
ucinne latky se vycerpa, Jak se postupne spojuje s vapnikem, a proto je
rozumneé pouzit velky objem dekalcifikacninho roztoku a nekolikrat je] behem
orocesu dekalcifikace obnovit.

Teplota

S 7

/Zvysena teplota urychli odvapneni, ale takeé zvysi miru poskozeni tkane, proto
je treba postupovat velmi opatrne.

Michani

Jemné michani muze mirné zvysit rychlost odvapnovani. [1]

Pristup tekutin

Stejne jako pri fixacl by mel mit Cerstvy dekalcifikator volny pristup ke vsem
povrchum vzorku. Tim se zlepsi difuze a pronikani do vzorku a usnadni se
rozpustenti, Ionizace a odstraneni vapniku.
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cinhosti

Dalsi techniky pro zvyseni U
odvapnovani

Sonikace s pouzitim EDTA byla uspesne pouzita k urychleni dekalcifikace
vZorku z trepanace pro naslednou molekularni analyzu. Béhem procesu je
treba peclive kontrolovat teplotu. [9] Mikrovinné osetreni bylo pouzito
s dekalcifikacnimi pripravky obsahujicimi kyselinu chlorovodikovou, ale
zvysena teplota muze poskodit morfologii a zpusobit artefakty pri barveni.
[10] Do nékterych dekalcifikacnich protokolu byly zaclenény iontomeénicové
oryskirice. Pridavaji se do nadoby s dekalcifikatorem a vychytavaji ionizovany
vapnik, Cimz zachovavaji ucinnost kyseliny. Pokud se kyselé dekalcifikatory
pouzivall v dostateCcném mnozstvi a pravidelne se vymenuji, je pouziti
iontomeénicu pravdépodobné zbytecné. [3] Elektrolytickd dekalcifikace, pri
Niz se kost umisti do kyselého dekalcifikatoru a pripoji se k elektrode, kterou
se pousti proud, je technika, ktera nenasla Siroké prijeti kvuli moznosti
tepelnéeho poskozeni vzorku. | 3]
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Stanoveni koncoveho bodu odvapneni

Ma-li byt dosazeno vysoce kvalitnich vysledku, je dulezité urcit bod, kdy byl
odstranen veskery vapnik, protoze od tohoto bodu se zda, ze poskozeni
tkane probiha stale rychlejl. Nadmerné odvapneni, zejmeéena pri pouziti
silnych kyselych odvapnovacu, narusuje barveni bazofilnich prvkuy, jako jsou
bunécna jadra, a za urcitych okolnhosti muze zpusobit maceraci meékcich
tkanovych prvkd. Na druhou stranu, vzorky, které jsou neuplné odvapnéné,
mMuze byt obtizné nebo zhola nemozné narezat.

NejlepsSi metodou, zejména u velkych vzorku, jako jsou hlavice stehenni kosti,
je rentgenovani vzorku. Kvalitni rentgenovy snimek jasne odhali drobne
ZbytKy vapenatych usazenin a v pripade potreby umozni dalsi osetreni. Je to
vynikajici metoda pro sledovani procesu dekalcifikace velkych vzorku, jako
Jsou hlavice femuru (viz obrazek 8). Pri pouziti nekterych kyselych
dekalcifikatoru (zejména kyseliny mravenci) lze pouzit jednoduchy chemicky
test. Roztok stavelanu amonného se prida k finalnimu vzorku po odvapnéni,
Ktery byl neutralizovan hydroxidem amonnym. [1] Je-li pritomen vapnik,
vytvori se srazenina stavelanu vapenatého, coz naznacuje, ze odvapnéeni je
oravdepodobne neuplné a je nutna delsi doba odvapneni. Tento test je
samozrejme nejléepe provadet na relativhe nedavno vymenenéem
odvapnovacim prostredku (vystaveném tkani napriklad pouze jednu
hodinu). Fyzikalni testy vyzaduji manipulacl: ohybani, sondovani nebo
orezavani vzorku, aby bylo mozné ,nahmatat” zbyvajici neodvapnena mista.
AcCkoli tato metoda muze byt ve zkusSenych rukou Uspésna, obecné se
povazuje za nespolehlivou. Pri ohybani nebo sondovani muze dojit
K mechanickemu poskozeni a mala loziska vapniku mohou byt snadno
orenlédnuta. |7] Byla také popsana metoda stanoveni koncoveho bodu
DOMOCI peclivenho zvazeni vzorku po oplachnuti a rozetreni. Tato metoda
mMuze byt U¢inna u velkych vzorku. [10]
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Pokud se domnivate, ze Konecny bod odvaphneni je blizko, a chcete proces
zpomalit, aby nedoslo K hadmernému odvapneni a haslednému poskozeni
tkan€, coz se muze stat v pripadé, ze vase laborator neni béhem vikendu
navstevovana lidmi, Ize vzorky vyjmout z odvapnovace, oplachnout a viozit
zpet do formalinu (coz je dulezité, pokud se pouziva kyselina
chlorovodikova). V odvapnovani pak lze pokraCcovat, az to bude vhodne. (10}
Alternativou je uchovavat vzorky v odvapnovaci v chladu pfi teploté 4 "C, aby
se proces zpomalil. 1]

0 hours 24 hours 96 hours 144 hours

Obrazek 8: Rada rentgenovych snimku po procesu odvdpnéni hlavice femuru
odvdpnovacem typu kyselina mravendci / citrat. Rentgenové snimky (po O, 24, 96
a 144 hodinach) byly vytvoreny pomoci Hewlett-Packard Faxitron® a umoznuji
presne sledovani procesu a spravnou identifikaci koncoveho bodu.
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Obrazek 9: Odvapnény parafinovy rez lytkovou kosti (fibulou) (H&E). \'Simnéte
sl velikostl vzorku. Byl odvapnen cinidlem s Kysellnou mravenci pomaoci testu

KoNncoveho casu a pote zpracovan do parafinu pomoci prodlouzeného programul.
Trinactilety mladik utrpel po padu patologickou zlomeninu prave lytkove Kostl.
Rentgenovy snimek ukazal kostni zvetseni stredni osy (R) Ilytkove Kostl.
Patologickd diagndza byla kostni cysta s patologickou zlomeninou. Rez byl
oripraven v kostni laboratori Ustavu patologie ozbrojenych sil (USA) v roce 1983.
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Osetreni po odvapneni a pred
Zpracovanim

Byly publikovany ruzné metody neutralizace zbytku odvapnovace pred
dalsim zpracovanim tkane, vcetne intenzivnino promyvani v pramenité vode
nebo aplikace alkalickych roztoku. Obecné by mélo stacit kratké a ucinné
oromyti pramenitou vodou, protoze bbehem zpracovani bude takto
odstranéna veskera zbyvajici kyselina. [1] Je dulezité odstranit vetsSinu
odvapnovace, aby nedoslo ke kontaminaci roztoku v technikonu kyselinou.

Vybér vhodného programu v technikonu
pro odvapnénou kost nebo jiné
odvapnene tkane

Jakmile je vapnik odstranen, lze pouzit standardni program zpracovani. Je
treba mit na pametli, ze navzdory uplnému odvapneni bude Kost, zejmena
kompaktni, obsahovat husté oblasti, které vyzaduji dukladné zprocesovani.
Je lepsi pouzit program, Ktery je prilis dlouhy nez prilis Kratky. Vas vyber bude
zaviset na povaze a velikostli vzorku. Aplikace vakua behem prosycovani
parafinem by méla zlepsit kvalitu hotovych bloku.
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Odvapneni povrchu

Jedna se o zpusob reseni malych neocekavanych usazenin vapniku, s nimiz
se |ze setkat v parafinovych blocich (viz obrazek 10). Obvykle je vapnik
objeven po hrubém zkrojeni bloku v mikrotomu. V této fazi je dulezité
pokusit se vyhnout se vyraznéeému nharuseni povrchu bloku. Po obnazeni
tkané lze blok vyjmout z mikrotomu a umistit licem dolu do kyselého
odvaphnovace na 15 - 60 minut. Tato povrchova uprava umozni odvapnhovacl
oroniknout do malé hloubky bloku a rozpustit vapnik. Blok [ze poteée
dukladné oplachnout vodou, aby se odstranila zbytkova kyselina, ochladit
a Krajet. Bude zapotrebi peclive vyrovhani bloku, protoze odvapnovac

oronikne do velmi malé vzdalenosti do bloku a umozni provéest pouze
nékolik rezu. [1,11]
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Obrazek 10: Rez ze vzorku granulomu, ve kterém doslo k neoéekdvanym
usazeninam vapniku (modra). Mohly by byt pripraveny rezy mnohem lepsi
Kvality, pokud by bylo na tento blok aplikovano povrchove odvapneni.




Zaver

Odvapneni je primocary proces, ale aby byl uspesny, vyzaduje:

® peclive predpezné posouzeni VZOrku
e dukladnou fixaci
e pripravu  rezu primérené tloustky pro fixaci a zpracovani

e VOIbu vhodného odvapnovace s odpovidajicim objemem a |jeno

oravidelnou vymenu
® peclive stanoveni KONCOVENO poAdu
e dukladné Zpracovani S vyuzitim vhodného planu

(Prevzato ze zahraniCniho zdroje, redakcne upraveno.)
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NECO MALO O BARII

Spolecnhost Baria vznikla v roce 2002 a dodava produkty, material a pristroje
jak do klinickych laboratori, tak pro vyzkumné i prumyslové Ucely.

Od pocatku se zamerujeme predevsim na spickovou Kvalitu distribuovaneno
zbozi, které pochazi od prednich dodavatelu a odpovida poznatkum

soucasne veay.

Poskytujeme také odbornou podporu a servis, nasl zamestnanclk maji
dlouholete zkusenosti s praci v laboratori a zaroven jsou to ochotni liaeg, Kteri

vam radl s Cimkoliv pomohou.







