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1. UvOoD

1.1. Fiksacija

Fiksacija je kemijski proces kojim se nastoji morfologija stanice ocuvati $to blize izvornom stanju.
Fiksativ se koristi kako bi se sprijeéila autoliza i rast bakterija na tkivu, te kako bi se smanjio
gubitak stani¢nih komponenti, ukljucujuci proteine, lipide, citoplazmatske membrane, hrapavi ER,

mitohondrije i lizosome (Dey 2018).
Tijekom fiksacije moze doci do:

1. promjene u volumenu stanica, gdje fiksativ poput osmijevog tetroksida uzrokuje bubrenje
stanica. Promjene u volumenu mogu nastati zbog inhibicije enzima koji je odgovoran za
respiraciju, promjene u permeabilnosti membrane i zbog promjene u transportu Na* iona.

2. promjene u konzistenciji tkiva, stoga se odredena koli¢ina otvrdnjavanja dogodi tijekom
fiksacije.

3. promjene u opti¢koj gustodi jezgre i jezgre mogu izgledati kondenzirano i hiperkromatski.

4. fiksacija moZe uzrokovati i smetnje u detekciji aktivnosti enzima (Dey 2018).

Na fiksaciju moze utjecati viSe ¢imbenika:

1. pH i puferi
Vecina fiksativa radi najbolje na neutralnom pH. U pravilu, dobra fiksacija ¢e se
dogoditi kada je pH od 6 do 8, i tada se ne vide nikakve morfoloSke promjene. Promjene
u ultrastrukturi mogu postojati kada je pH prenizak ili previsok. Izbor optimalnog pH
ovisi o tipu fiksativa i tkivu koje se fiksira. Puferi se koriste kako bi se pH odrzala na
optimalnoj razini, stoga se biraju puferi koji ne reagiraju s fiksativom. Najcesce

koristeni puferi su fosfati, bikarbonati i acetati (Hayat 1981).



2. Temperatura
Sobna temperatura je dovoljna za normalnu fiksaciju, i ne postoji razlika u morfologiji
stanica od 0 °C do +45 °C, ali vrijeme fiksacije moze biti smanjeno na vi§im
temperaturama (+60 °C do +65 °C). Pri viSim temperaturama vibracija i pokretanje
molekula je povecano. To povecava stopu penetracije fiksativa u tkivo 1 ubrzava proces

fiksacije. Naime, pri viS§im temperaturama se vec¢ina kemijskih reakcija brze odvija
(Hayat 1981).

3. Trajanje fiksacije i veli¢ina uzorka
Dubina koja je dosegnuta fiksativom je direktno proporcionalna s korijenom trajanja
fiksacije.

D=kVt
D-dubina penetracije
t-vrijeme
k- koeficijent difuzije

Stoga vrijeme koje je potrebno da fiksativ penetrira do odredene dubine tkiva ovisi 0
koeficyjentu difuzije (k). Prisutnost krvi moZe ometati penetraciju fiksativa, stoga se
tkivo ispere prije stavljanja u fiksativ. Tkivo treba biti odrezano na 3-5 mm. Vec¢ina
fiksativa ¢e penetrirati u tkivo na dubini od 1 mm u roku od 1 h. Prolongirana fiksacija

moze uzrokovati gubitak lipida i proteina te znatno smanjiti enzimske aktivnosti stanice

(Hayat 1981).

4. Koncentracija fiksativa
Mala koncentracija fiksativa prolongira vrijeme fiksacije, dok visoka koncentracija
uzrokuje brzu fiksaciju i moze uzrokovati otvrdnjavanje tkiva i smanjenje tkiva
(Thavarajah i sur., 2012).



5. Osmolalnost fiksativa i ionski sastav
Hipertoni¢na otopina fiksativa uzrokuje smanjenje stanice, dok hipotoni¢na otopina
fiksativa uzrokuje bubrenje stanice. Najbolji rezultati se dobivaju s otopinama koje su
blago hipertoni¢ne (400-450 mOsm). loni poput Na*, K*, Ca?" i Mg?* mogu utjecati
na strukturu 1 oblik stanice. Stoga ionski sastav tekucina treba biti Sto blizi fizioloSkom

sustavu (Dey 2018).

Fiksacija tkiva se moze posti¢i kemijskim ili fizickim metodama.

Kemijska fiksacija
Kemijska fiksacija ukljucuje koriStenje organskih ili neorganskih otopina kako bi se odrzala
morfologija stanice. Postoje dvije glavne Kkategorije kemijske fiksacije: koagulativni i

nekoagulativni (Isam i sur., 2001).

Koagulativni fiksativi

Najces¢i koagulativni fiksativi su dehidrati poput alkohola i acetona. Uklanjanje i zamjena
slobodne vode iz tkiva ima jak u€inak na proteine unutar tkiva. Molekule vode koje okruzuju
hidrofobne dijelove proteina poti¢u hidrofobne dijelove da medusobno budu u blizem kontaktu 1
time stabiliziraju vezu, stoga ¢e uklanjanje vode destabilizirati hidrofobno vezivanje jer ¢e se
hidrofobni dijelovi rasiriti jedni od drugih. Sli¢no, vodikove veze molekula vode doprinose u
hidrofilnom dijelu proteina, stoga ¢e i tu uklanjanje vode destabilizirati vodikovu vezu u
hidrofilnim podru¢jima. Zajedno ove promjene djeluju na poremeca;j tercijarne strukture proteina.
Proteini koji su normalno topivi u vodenom okoliSu primarno imaju hidrofilne grupe izloZene s
vanjske strane proteina. Kada se alkohol ili aceton dodaju umjesto vode, do¢i ¢e do povlacenja
hidrofobnih podrucja proteina prema novom organskom okoliSu. Time ¢e se struktura proteina
djelomi¢no promijeniti, gdje ¢e hidrofobne grupe biti s vanjske strane proteina (Slika 1.). Ometanje

tercijarne strukture proteina (denaturacija) promijenit ¢e fizi€ka svojstva proteina, uglavnom



uzrokujuci netopivost i gubitak funkcije. lako vecina proteina postane manje topiva u organskom

okolisu, do 13% proteina se izgubi s fiksacijom acetona (Isam i sur., 2001).

Alkohol poti¢e oématanjs
tercijarne strukture

Uklanjanje voda Dl:!:j
—
Alkohol zamjenjuje vodu

Dodavanjz alkohola i{%"

Dznaturacija proteina v

Protein topiv v vodi
alkoholnoj otopini

Hidrofilna skupina (), Hidrofobna skupina @ Voda [__]. Alkohol ~{—

Slika 1. Prikaz denaturacije proteina nakon dodatka koagulacijskog fiksativa poput alkohola (Preuzeto i

prevedeno iz Isam i sur., 2001).

Nekoagulativni fiksativ

Neke kemikalije se koriste kao fiksativi zbog njihove sposobnosti umrezavanja unutar i izmedu
proteina i nukleinskih kiselina. To ukljucuje aldehide poput formaldehida, glutaraldehida, kloral
hidrata i glioksala (Isam i sur., 2001). Njihovo djelovanje bit ¢e detaljnije objasnjeno u daljnjim

poglavljima.



U fizicke metode spadaju:

Imerzijska fiksacija koja se naj¢eSce koristi u laboratorijima. Tijekom ovog postupka cijeli uzorak

je uronjen u tekuc¢i fiksativ (Dey 2018).

Premazivanje fiksativom koje se Cesto koristi s citoloskim uzorcima. Fiksativ u spreju se koristi
za jednostavno nanosSenje na stakalce. Fiksativ u spreju uglavnom sadrzi alkohol i1 vosak, stoga se

vosak mora ukloniti prije postupka bojenja (Dey 2018).

Fiksacija parom gdje se para kemikalije koristi kako bi se fiksirao razmaz ili tkivo. Najcesce
koristene kemikalije za fiksaciju parom su formaldehid, osmijev tetroksid, glutaraldehid i etilni
alkohol. Para pretvara topivi materijal u netopivi materijal i ti se materijali zadrzavaju kad razmaz

dode u kontakt s teku¢om otopinom (Dey 2018).

Perfuzijska fiksacija koja se uglavnom koristi u istrazivacke svrhe. U ovoj se tehnici otopina za
fiksiranje ulijeva u arterijski sustav zivotinje i fiksira se cijela zivotinja. Organi poput mozga ili

ledne mozdine takoder se mogu fiksirati perfuzijskom fiksacijom (Dey 2018).

Mikrovalna fiksacija se koristi kako bi se ubrzala fiksacija, gdje ¢e se vrijeme fiksacije smanjiti
od 12 h na 20 minuta. Mikrovalna fiksacija tkiva u formalinu rezultira stvaranjem velike koli€ine
toksi¢nih para. Stoga se ceS¢e koriste fiksativi na bazi glioksala koji nece stvarati pare kada su

zagrijani na 55 °C (Isam i sur., 2001).

SuSenje smrzavanjem se koristi za izu€avanje visoko topivih materijala, posebno malih molekula.
U ovoj se tehnici tkivo reze na tanke dijelove, a zatim brzo zamrzne na niskoj temperaturi (-30 °C).
Poslije toga se led iz tkiva uklanja uz pomoc¢ vakuumske komore na visoj temperaturi (Isam i sur.,

2001).



1.2. Cesto KoriSteni fiksativi

1.2.1. Formaldehid

Formaldehid (Slika 2.) je bezbojan, visoko zapaljiv i otrovan plin. Topiv je u vodi i drugim
polarnim otapalima (Dey 2018). Formalin (40%-tna otopina formaldehida u vodi) je najceSce
koriSteno fiksiraju¢e sredstvo u histologiji (Zanini i sur., 2012). Razgraduje se na temperaturi iznad
150°C na metanol i ugljikov monoksid. Nalazi se u maloj koli¢ini u svakoj ljudskoj stanici jer se
uzima izvana ili se moze direktno sintetizirati u organizmu preko metabolizma serina, glicina,
kolina i metionina. Izlucuje se iz tijela preko urina ili stolice (Ince i sur., 2020). Formalinu je
potrebno oko 24 h da u potpunosti fiksira tkivo od 1 cm®. Formaldehid reagira s proteinima i
nukleinskim kiselinama bez da unisti polipeptidne ili polinukleotidne lance, modificira bazu i
formira umrezavanje u nukleinskim kiselinama i sacuva konformaciju nukleoproteina (Isam i sur.,

2001).

Slika 2. Kemijska struktura Formaldehida (Preuzeto iz Dapson 2007).

Formaldehid reagira s razli¢itim bo¢nim lancima proteina i1 formira hidroksimetil bo¢nu grupu. Ti
spojevi su izrazito reaktivni i dolazi do umrezavanja formiranjem metilenskih mostova (Slika 3.).
Naknadno ¢e do¢i do intramolekularnog i intermolekularnog umrezavanja molekula, $to ¢e u
konacnici stvoriti netopiv produkt. Formalin se moze uklonit iz tkiva ucestalim ispiranjem. Ali
jednom kada se formiraju metilenski mostovi, reakcija je stabilna i tada ga je teze ukloniti iz tkiva

(Dey 2018).



R—H+ \c—o =~ R-CH,OH

Vezana hidroksimetil grupa

R-CH,OH+R-H=R-CH,-R +H,0

Metilenski most

Slika 3. Prikaz reakcije fiksacije formalinom (Preuzeto i prevedeno iz Dey 2018).

Najve¢i problem u koriStenju formalina kao fiksativa jest §to je kancerogen (kategorija 1B) i
mutagen (kategorija 2) (Regulation (EU) No 2015/491). Akutno unoSenje formalina kod ljudi je
rezultiralo gubitkom svijesti, vaskularnim kolapsom, upalom plu¢a, hemoragi¢nim nefritisom i
abortusom. Ujedno formalin moze ostetiti larinks i dusnik, a oStecenja gastrointestinalnog sustava
se dogadaju primarno u Zeludcu i donjem dijelu jednjaka. Kontakt koze s formaldehidom primarno
moze uzrokovati iritaciju 1 alergijski dermatitis. Djeluje 1 kao iritans mukozne membrane
uzrokujuci konjunktivitis i lakrimaciju. Iritacija oka je ucestala pojava. Prednosti formalina su $to
mu je stopa penetracije visoka, morfologija stanice je dobro oCuvana, jeftin je, stabilan 1 otopinu je
jednostavno napraviti. Negativna svojstva su mu da ima sporu fiksaciju, reakcija s tkivom je
reverzibilna 1 moZe se ukloniti ispiranjem, ne moze oc¢uvati kisele mukopolisaharide, kancerogen

je i mutagen (Vimercati i sur., 2010).

1.2.2. Glioksal

Glioksal (Slika 4.) je najjednostavniji dialdehid. Teoretski postoji kao plin, ali se industrijski
direktno proizvodi u vodenom obliku. Glioksal ne stvara pare stoga nema rizika od inhalacije pa
se zato Cesto koristi kao zamjena umjesto formaldehida (Dey 2018). Vodena otopina glioksala
slabo reagira s ve¢inom krajnjih grupa. Vodenoj otopini se mora dodati pufer da bi imao pH 4 kako

bi bio stabilan, i mora sadrzavati malu koli¢inu etanola koji katalizira reakciju glioksala s


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vimercati%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23113035

proteinima. Tkiva koja su fiksirana glioksalima imaju veéi kontrast. Manja tkiva ¢e se fiksirati u
roku od 1 h glioksalom (Dapson 2007).

(@)
\\c_ c/
/ A
(o]

Slika 4. Kemijska struktura Glioksala (Preuzeto iz Dapson 2007).

1.2.3. Glutaraldehid

Glutaraldehid se koristi kao fiksativ za elektronsku mikroskopiju jer fiksira i ocuva ultrastrukture.
Za razliku od formaldehida glutaraldehid ima dvije aldehidne skupine, svaku na jednom kraju
molekule, koje su razdvojene s 3 metilenska mosta (CH3) (Slika 5.) (Hopwood 1969). Aldehidna
skupina glutaraldehida reagira s amino skupinom proteina. Stopa penetracije glutaraldehida je
niska stoga se s njim treba fiksirati malo tkivo (do 1 mm). On ne reagira s lipidima niti
ugljikohidratima, stoga se Cesto koristi u kombinaciji s drugim fiksativima. U vodenim otopinama
glutaraldehid polimerizira tvorec¢i ciklicke 1 oligomerne spojeve, a takoder se oksidira u glutarnu

kiselinu. Da bi se postigla stabilnost, potrebno je skladistenje na 4 °C i pH oko 5 (Hopwood 1969).

H O
\C (CH Cr?
p 2)3 \

0 H

Slika 5. Prikaz kemijske strukture glutaraldehida (Preuzeto iz Isam i sur., 2001).

Njegove prednosti u odnosu na druge fiksative su §to bolje fiksira ultrastrukture, manje smanjuje

stanice, oCuvanje proteina je bolje i nije iritans. Njegovi nedostatci su §to moze fiksirati samo male



komade tkiva (do 1 mm), dosta je nestabilan, ne fiksira lipide, polimerizira iznad 7.5 pH i skup je
(Dey 2018).

1.2.4. Osmijev tetroksid

Osmijev tetroksid se koristi kao fiksativ u elektronskoj mikroskopiji. Moze se koristiti sam ili u
kombinaciji s drugim fiksativima. Topiv je u vodi kao i u nepolarnim otapalima i moze reagirati s
hidrofilnim i hidrofobnim mjestima. Reagira s bo¢nim lancima proteina uzrokuju¢i umrezavanje.
Velike koli¢ine proteina se izgube iz tkiva tijekom fiksacije osmium tetroksida (Isam i sur. 2001).
Njegove prednosti su §to je izuzetno dobar fiksativ za lipide, o¢uva citoplazmatske organele poput
mitohondrija i Golgijevog aparata i ne €ini tkivo tvrdim. Dok njegovi nedostatci su §to ne fiksira
proteine niti ugljikohidrate stoga se treba koristiti u kombinaciji s drugim fiksativima, slaba mu je
stopa penetracije, moze do¢i do bubrenja tkiva, isparava na sobnoj temperaturi stvarajuci Stetne

pare koje su toksi¢ne za o€i i respiratorni sustav (Dey 2018).

1.2.5. Alkoholni fiksativi

Pod najcesce alkoholne fikative ubrajaju se metanol (CH30H) i etanol (CH3CH2OH). Oba alkohola
djeluju kao koagulanti koji denaturiraju proteine i istiskuju molekule vode u tkivu te na taj nacin
remete hidrofobne i vodikove veze. Sve to dovodi to promjene tercijarne strukture proteina i
njihove topivosti u vodi. Za fiksaciju se najéesce koriste koncentracije od 50% do 60% etanola i
koncentracija ve¢a od 80% metanola. Metanol se naj¢eSce koristi kao fiksativ za krvne razmaze, a
etanol se CeSc¢e koristi u citologiji. Oba alkohola se Cesto koriste i u kombinaciji s drugim

fiksativima (Leong i sur., 1994; Eltoum i sur., 2001; Horobin, 2011).



1.2.6. Aceton

Aceton (CH3COCHs3) ima sli¢no djelovanje kao alkoholni fiksativi. Cesto se primjenjuje kod
histoloskih testova koji dokazuju aktivnosti stani¢nih enzima. Aceton je vrlo u€inkovit kao otapalo

za masti stoga moze djelovati na tkivo da ga ¢ini krutim (Leong i sur., 1994; Eltoum i sur., 2001).

2. Leukemija

Leukemije su neoplasticne proliferacije nezrelih stanica hematopoetskog sustava, koje
karakterizira abnormalna diferencijacija. Leukemijske stanice se ubrzano dijele i akumuliraju u
koStanoj srzi. Zamjenom normalnih stanica leukemijskim stanicama rezultira znakovima 1
simptomima bolesti. Posljedica nakupljanja tih stanica u kostanoj srzi moze utjecati na sve tri
glavne stani¢ne linije 1 time uzrokovati anemiju, hemoragiju i infekciju. Leukemije se mogu

podijeliti na akutni oblik (brzo rastu¢i) i kroni¢ni oblik (sporo rastu¢i) (Walker i sur., 1990).

Akutne leukemije potjecu od primitivnih krvotvornih mati¢nih stanica i mogu se podijeliti na
akutnu mijeloi¢nu leukemiju (AML) i akutnu limfoblasti¢nu leukemiju (ALL). Kod ovakvih
pacijenata se javlja anemija i trombocitopenija. Postoji 8 tipova AML (M0-M7) i 3 tipa ALL (L1-
L3), koji su podijeljeni na temelju morfologije, citokemije i imunofenotipova. Ova podjela se
koristi kako bi se mogla razlikovati limfoidna linija od mijeloidne linije radi adekvatnog lijecenja.
Od ALL-a, razlikovanje AL3 je najbitnije jer ovaj tip leukemija ima drugaciju prognozu i lijeCenje.
Blasti mijeloi¢ne leukemije su veci s okruglom ili nepravilnom, glatkom zrnastom jezgrom, dok su
limfoblasti manji s pravilnijim jezgrama i oskudnom, agranularnom citoplazmom (Pejovic i
Schwartz 2002).
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Kroni¢ne leukemije

-----

od drugih tipova leukemije. Postoje dva tipa; kroni¢na mijeloi¢na leukemija (CML) i kroni¢na

limfocitna leukemija (CLL) (Stefan i Hagop 2001).

Kroni¢na mijeloi¢na leukemija zahvaca pacijente srednje dobi (40-45 godina). Razmaz periferne
krvi moze potvrditi dijagnozu. Ovu leukemiju karakterizira zamjena normalnih elemenata kostane
srzi sa zrelim mijeloi¢nim stanicama koje viSe ne reagiraju na mehanizme koji upravljaju
proliferacijom normalnih mijeloi¢nih stanica. Broj trombocita moze biti poviSen, dok je
trombocitopenija rijetka. Najvece abnormalnosti se javljaju u leukocitima. Broj leukocita je
povisen, nekad toliko da se i leukostaza moze javiti. Stanice svih stadija granulopoeze su nadene u
perifernoj krvi, ¢ak i do te mjere da mogu nalikovati aspiratu kostane srzi. Broj bazofila i eozinofila
je poviSen. KoStana srz je hipercelularna s prevladavanjem mijeloi¢nih elemenata. Klasi¢na
mijeloi¢na leukemija se moZe podijeliti u tri klinicke faze: kroni¢na, ubrzana i akutna faza. U
kroni¢noj fazi pacijenti imaju i do 20% manje nezrelih mijeloi¢nih stanica u perifernoj krvi.
Kostana srz je hipercelularna s granulocitnom i megakariocitnom hiperplazijom. Ubrzana faza
predstavlja prijelaz iz kroni¢ne u akutnu fazu. U ovoj fazi se javljaju progresivne sistemske tegobe,
splenomegalija, anemija, bazofilija, kvantitativne abnormalnosti trombocita, povecana
mijelopoeza i mijeloblasti u cirkulaciji. U akutnoj fazi vecina pacijenata ¢e imati postepen prijelaz
1z kroni¢ne faze u akutnu u roku od 4 godine. Ovu fazu definira prisutnost cirkuliraju¢ih
mijeloblasta ili mijeloblasta u koStanoj srzi za 30% ili viSe. Mijeloi¢ne stanice u ovoj fazi postaju

manje diferencirane (Morrison 1994).
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3. Citokemijski testovi

Uz tradicionalne hematoloske metode poput morfologije i citokemije, danas se traze visoko
specijalizirane tehnike za identifikaciju malignih i normalnih hematopoetskih stanica. Integracija
razli¢itih disciplina poput morfologije, citokemije, imunologije, enzimologije itd. je potrebna kako
bi se mogao analizirati fenotip leukemijskih stanica. Enzimi leukocita se mogu izucavati preko
biokemijskih ili citokemijskih testova. Imunoloske metode se takoder koriste u detekciji enzima
tako da se Kkoriste antitijela protiv tih enzima koja se potom detektiraju imunofluorescencijom
(Drexler i sur., 1985). Enzimi ¢ija se identifikacija koristi u dijagnostici leukemija su: esteraze
(specificna i nespecifi¢na), fosfataze (alkalna i kisela) i mijeloperoksidaze. Osim enzima
dijagnostika leukemija se provodi i citokemijskim testovima koje koriste boju Sudan Black B ili
detektiraju reakciju perjodne Kiseline i Schiffove baze u stanicama. Za fiksaciju krvnih preparat u
kojima se detektira aktivnost enzima ne mogu se kao fiksativi koristiti alkoholni fiksativi jer u tom

slu¢aju moze do¢i do inaktivacije enzima uslijed djelovanja alkohola (Crook i sur., 1980).

3.1. Esteraze

Esteraze su skupina enzima koji imaju sposobnost hidrolize razli¢itih alifatskih i aromatskih estera
u kiseloj ili neutralnoj pH. Na temelju supstrata podijeljene su na specifi¢ne i nespecifi¢ne esteraze.
Koristenjem razli€itih supstrata mogu se razlikovati tipovi stanica u pacijenata s neoplasti¢nim 1
ne-neoplasticnim bolestima. Kao supstrati se danas najviSe koriste alfa naftil acetat, alfa naftil

butirat i alfa naftol AS-D kloroacetat (Shibata i sur., 1985).

Kod detekcije nespecificne esteraze monociti 1 makrofagi uglavnom prikazuju intenzivno obojenje
citoplazme kad se koristi acetat ili butirat supstrat. Citokemijska reakcija u T limfocita se vidi kao
nekoliko tockica u citoplazmi. B limfociti uglavnom pokazuju neznatnu obojenost. Megakariociti
takoder pokazuju intenzivnu citoplazmatsku reakciju s acetatnim esterom, ali mnogo slabiju
reakciju s butirat supstratom. Koristenjem razli¢itih inhibitora za nespecifi¢ne esteraze, kao Sto je
npr. natrijev fluorid, one se mogu razlikovati jedna od druge u krvnim stanicama. Nespecifi¢na

esteraza u stanicama monocitne linije se moze inhibirati preko natrijevog fluorida. S druge strane
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nespecificne esteraze u stanicama granulocitne linije su relativno otporne na inhibiciju preko
natrijeva fluorida. Citokemijska reakcija leukocitnih alfa-naftil acetat esteraze (ANAE) ili butirat
esteraze (ANBE) se koristi za identifikaciju monocitnih komponenti u akutnoj monocitnoj
leukemiji, akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji i kroni¢noj mijelomonocitnoj leukemiji. Normalni
mijeloblasti i stanice granulocitnih linija uglavnom nemaju ANAE ili ANBE aktivnost, dok se slaba
do umjerena reakcija javlja u leukemijskim mijeloblastima i promijelocitima akutne promijelocitne
leukemije (Patel 1992). Identifikacija specifi¢ne esteraze se koristi za dijagnostiku bolesti, gdje
mijeloblasti sadrze aktivnost specifi¢ne esteraze dok limfoblasti ne sadrze (Kass 1979). Specificna
esteraza hidrolizira naftol AD-D kloroacetat, pri ¢emu ¢e nastati slobodni naftol koji ¢e u reakciji
s diazo-solima stvoriti crveni precipitat na mjestu reakcije. Neutrofili, promijelociti i stanice
mijeloblasticne leukemije ¢e prikazati crveno granulirano obojenje citoplazme, dok monociti

rijetko pokazuju slabo crveno granulirano obojenje citoplazme (Shibata i sur., 1985).

3.2. Alkalna fosfataza

Alkalna fosfataza je glikoprotein koji katalizira hidrolizu fosfatnih monoestera. Alkalne fosfataze
tvore veliku obitelj dimeri¢nih enzima, koji se nalaze na povrsini stanica (Sharma i sur., 2014).
Kod sisavaca je to metaloenzim koji sadrzi cink. Tri metalna iona, uklju¢uju¢i dva Zn?* i jedan
Mg?*, na aktivnom mjestu su esencijalni za enzimsku aktivnost. Alkalna fosfataza se nalazi u
zrelijim stanicama mijeloidne linije i neutrofilima. Korisna je za razlikovanje izmedu kroni¢ne
mijelocitne leukemije gdje je niska razina od leukemoidne reakcije gdje je normalna razina.
Alkalna fosfataza katalizira hidrolizu fosfatnih estera u alkalnoj otopini. U toj reakciji ¢e osloboditi
1-naftol iz 1-naftil fosfata, koji ¢e u reakciji sa diazo-solima stvoriti smedi precipitat na mjestu

reakcije (Shibata i sur., 1985).

13



3.3. Kisela fosfataza

Grupa enzima koja ima sposobnost hidrolize fosfatnih estera u kiselom pH. Kisela fosfataza kod
ljudi je normalno prisutna u niskim koncentracijama. Promjene u njihovoj sintezi se javljaju u
odredenim bolestima. Stoga se kisele fosfataze mogu koristiti kao seroloski i histoloski marker za
bolesti (Bull i sur., 2002). Kisele fosfataze se mogu podijeliti u dvije glavne skupine. Prva grupa
(metalohidrolaze) prikazuju ljubi¢astu boju zbog prijenosa naboja iz ostatka tirozina u Fe®*, stoga
se zove ljubicasta kisela fosfataza. Druga grupa je neosjetljiva na inhibiciju tartarata stoga se zovu
kisele fosfataze otporne na tartarat (Anand i Srivastava 2012). Reakcija kisele fosfataze se koristi
za dijagnostiku leukemije vlasastih stanica i radi razlikovanja izmedu limfoproliferativnih
poremecaja T stanica i ne T tipa (Shibata i sur. 1985). Aktivnost kisele fosfataze je poveéana u
kroni¢noj granulocitnoj leukemiji i smanjena u kronicnoj limfati¢koj leukemiji 1 akutnim
leukemijama. Razlika moze biti zbog razli¢itih tipova stanica koje sudjeluju u tim bolestima.
Gotovo svi tipovi krvnih stanica imaju aktivnost alkalne fosfataze koja se moze inhibirati
dodavanjem dinatrijevog tartarata u otopinu za bojenje pri ¢emu se oboje jedino stanice vlasaste
leukemije. Enzimska aktivnost je pove¢ana u monocitima, histiocitima, megakariocitima i plazma
stanicama, dok je dosta smanjena u nezrelim granulocitima, limfocitima, limfoblastima i
eritroblastima. Postoji 1 razlika u supstratu izmedu limfocita 1 neutrofila. Limfociti hidroliziraju
naftol AS-BI fosfat, ali slabo reagiraju s alfa-naftil fosfatima. Dok neutrofili i monociti dobro
hidroliziraju oba supstrata. To ukazuje na heterogenost enzima u limfocitima i neutrofilima.
Supstrati koji se koriste za otkrivanje aktivnosti Kisele fosfataze su fenil fosfat, para-nitrofenil
fosfat, beta-glicerol-fosfat, alfa-naftil fosfat, beta-naftil fosfat, fenol ftalein fosfat, timol-ftalein
fosfat i naftol AS-BI fosfat (Yam 1974).
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3.4. Mijeloperoksidaza

Mijeloperoksidaza je hemoprotein koji ima ulogu enzima u leukocitima, imaju mikrobicidnu
aktivnost na povrSini bakterija i nalazi se u azurofilnim granulama neutrofila i monocita. Postoji
viSe metoda koje se koriste za prikazivanje aktivnosti enzima. Koriste se metode za razlikovanje
akutnih mijeloidnih leukemija od akutnih limfocitnih leukemija. (Ros$niak-Bak i sur., 2017).
Mijeloperoksidaza je uklju¢ena u razli¢ite bolesti poput reumatoidnog artritisa, arterioskleroze i
raka pluca. Mijeloperoksidaza katalizira lipidnu peroksidazu preko tvorbe tirozil radikala i to
dovodi do stvaranja drugih produkata koji uzrokuju lipoproteinsku oksidaciju. Oksidacija
lipoproteina poput HDL-a dovodi do ateroskleroze. (Khan i sur., 2014). Cesto se koriste spojevi
poput DAB i BDH. BDH metoda je jednostavna i brza, ali slaba lokalizacija produkta reakcije kao
1 nesposobnost prepoznavanja kvantitativnih razlika medu stanicama je nedostatak. Produkt DAB
reakcije je jednostavno lokaliziran. Metoda je jednostavna i pogodna za koristenje na elektronskom
mikroskopu. Ove metode imaju svoje prednosti i svaka od njih moze posluziti kao adekvatna
metoda. Stoga ¢e izbor metode ovisiti o dostupnosti supstrata, kancerogenosti i osobnim

zadovoljstvom s produktom reakcije (Shibata i sur., 1985).

3.5. Sudan Black B

Sudan Black B je bazi¢na boja koja boli lipide i fosfolipide. Sudan Black B se sastoji od dvije
glavne komponente SSB-1 i SSB-II. SSB-I moze bojati neutralne lipide i manje polarne spojeve,
dok SSB-II moze bojati nukleinske kiseline, kisele mukopolisaharide i u manjoj mjeri neutralne
lipide (Pfiller i sur., 1977). Sudan Black B tehnika se koristi za identifikaciju lipofuscina jer ima
visok afinitet za lipidni odjeljak lipofuscina. Pozitivna Sudan Black B lipofuscinska reakcija
otkriva crveno-plave unutarstani¢ne granule u stanicama i zamrznutim tkivima. Sudan Black B se
nalazi u akutnoj limfoblasti¢noj leukemiji, ali se ne nalazi u svim blastima akutne limfoblasti¢ne

leukemije (Evangelou i Gorgoulis 2017).
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3.6. Reakcija perjodne Kiseline i Schiffove baze u leukocitima

Ova metoda temelji se na reakciji perjodne kiseline koja specifi¢no oksidira 1-2 glikolne grupe
unutarstani¢nih glikogena i neutralinih mukopolisaharida i stvara stabilne aldehide (Slika 6a). Te
aldehidne grupe stupaju u reakciju sa Schiffovim reagensom (Slika 6b) pri ¢emu dolazi do
specificnog ruziCastog obojenje. Schiffov reagens je otopina koja nastaje reakcijom boje
pararosanilina i sumporaste kiseline. Produkt reakcije perjodne kiseline i Schiffovog reagensa je
crvena boja koja moze varirati od intenzivno ruzicaste do blago-crvene. Citoplazmatska pozitivnost

moze biti granulirana ili difuzna.
Specifi¢no obojenje stanica pune krvi:

* prekursori granulocita pokazuju difuzno obojenje

* neutrofili se boje intenzivno granulirano

» eozinofilne granule su negativne, dok je citoplazma eozinofila difuzno obojena

* bazofili mogu biti negativni, ali ¢esto pokazuju nepravilne blokove pozitivnog obojenja koje
nije povezano s bazofilnim granulama

* monociti i njihovi prekursori pokazuju difuznu pozitivnost s finim granulama obi¢no na
periferiji citoplazme

 normalni eritroidni prekursori i eritrociti su negativni

* megakariociti i trombociti su uglavnom intenzivno pozitivni s finim granulama

* granularna pozitivnost s negativnom citoplazmom se moze nac¢i u 10-40% limfocita (T i B
limfociti)

» limfoblasti pokazuju pozitivnost u obliku granula ili blokova na neobojenoj citoplazmi

(Culling 1974).

16



(a)

OH OH

I HIO, //O o\\

TKivO |—1L _‘l — CHy —— TKIVO | s C—CH,
\ /

H H H H

(b) C; <’5
O =20

-,
oM s
E N,

Slika 6. Reakcija perjodne kiseline i Schiffovog reagensa. (a) oksidacija tkivnih polisaharida perjodnom
kiselinom, (b) reakcija pararosanilina i sumporaste kiseline pri ¢emu nastaje Schiffov reagens, i vezanje

Schiffovog reagensa na aldehidne grupe. (Modificirano preuzeto od Kiernan, 2010)
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4. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada jest zamijeniti formalin u fiksativu u citkemijskim testovima za dijagnostiku
leukemija manje Skodljivom komponentom. S obzirom da formalin ima kancerogeno i mutageno

svojstvo, nova komponenta mora biti manje Stetna i biti jednako ucinkovita kao formalin.
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5. MATERIJALI | METODE

5.1. Materijali

Pripremila sam 36 probnih formulara fiksativa bez formaldehida oznake od GL13 do GL48.

Materijali koje sam koristila kao 1 koli¢ina prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Priprema 50 mL probnih fiksativa.

Oznaka | Aceton | Glioksal | Limunska | Trinatrijev | NaCl | Ostalo Voda
Kiselina citrat
dihidrat
GL13 2749 |28¢g 0,05¢g 0,035¢g 0,02 g | Nista Do 50
mL
GL14 2749 | 219 0,05¢g 0,035g 0,02 g | Nista Do 50
mL
GL15 2749 | 149 0,05¢g 0,035¢g 0,02 g | Nista Do 50
mL
GL16 2749 |1l4¢g 0,05¢g 0,035g 0,029 | PEG4005¢g Do 50
mL
GL17 2749 | 149 0,05¢g 0,035¢g 0,02g | PEG4000,5g | Do 50
mL
GL18 2749 |0 0,05¢g 0,035g 0,029 | PEG4005¢g Do 50
mL
GL19 2749 |14¢g 0,05¢g 0,035 ¢ 0,02 g | Glicerol5¢g Do 50
mL
GL20 2749 (149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Glicerol 0,5 g Do 50
mL

19



Nastavak Tablice 1.

GL21 2749 |0 0,059 0,035¢ 0,02 g | Glicerol 5 g Do 50
mL

GL22 2749 (149 0,05¢ 0,035¢g 0,02g | DMSO125g |Do 50
mL

GL23 2749 | 149 0,05¢g 0,035¢g 0,02g | DMSO5¢ Do 50
mL

GL24 2749 (149 0,05¢ 0,035¢g 0,02g | DMSO 1¢ Do 50
mL

GL25 2749 |0 0,05¢g 0,035¢g 0,02g | DMSO5¢g Do 50
mL

GL26 2749 149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Acetilsalicilna | Do 50
kiselina 0,5 g mL

GL27 2749 |0 0,059 0,035¢ 0,02 g | Acetilsalicilna | Do 50
kiselina 0,5 g mL

GL28 2749 149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Manitol 5 g Do 50
mL

GL29 2749 (149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Manitol 0,5 g Do 50
mL

GL30 2749 |0 0,05¢g 0,035¢g 0,02 g | Manitol 5 ¢ Do 50
mL

GL31 2749 (149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Sukroza5g Do 50
mL

GL32 2749 |[1l49 0,059 0,035¢ 0,02 g | Sukroza0,5g Do 50
mL

GL33 2749 |0 0,05¢ 0,035g 0,02 g | Sukroza5g Do 50
mL

GL34 2749 |14¢g 0,05¢g 0,035 ¢ 0,02 g | Sorbitol 5 g Do 50
mL
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Nastavak Tablice 1.

GL35 2749 1449 0,059 0,035¢ 0,02 g | Sorbitol 0,5 g Do 50
mL
GL36 2749 |0 0,059 0,035¢ 0,02 g | Sorbitol 5 g Do 50
mL
GL37 2749 (149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Triacetin5g Do 50
mL
GL38 2749 1449 0,059 0,035¢ 0,029 | Triacetin0,5g | Do 50
mL
GL39 2749 |0 0,059 0,035¢ 0,02 g | Triacetin5g Do 50
mL
GL40 2749 149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Trietanolamin 5 | Do 50
g mL
GL41 2749 (149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Trietanolamin | Do 50
0,05¢g mL
GL42 2749 |0 0,059 0,035¢ 0,02 g | Trietanolamin 5 | Do 50
g mL
GL43 2749 |1l4¢g 0,05¢g 0,035g 0,029 | 4- Do 50
heksilrezorcinol | mL
5¢
GL44 2749 | 149 0,05¢g 0,035¢g 0,029 | 4- Do 50
heksilrezorcinol | mL
0,059
GL45 2749 |0 0,05¢g 0,035¢g 0,029 | 4- Do 50
heksilrezorcinol | mL
5
GL46 2749 (149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Imidazol 5 ¢ Do 50
mL
GL47 2749 (149 0,059 0,035¢ 0,02 g | Imidazol 0,059 | Do 50
mL
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Nastavak Tablice 1.

GL48 2749 |0 0,059 0,035¢ 0,02 g | Imidazol 5 ¢ Do 50 M
mL

Od ostalih kemikalija koristila sam:
- Hematoksilin ML (Mayerov hematoksilin, modificiran prema Lillieu, proizvoda¢ BioGnost)
- LeukoGnost HEM (hematoksilin za primjenu u LeukoGnost kompletima, proizvoda¢ BioGnost)

- BioMount Aqua (sredstvo za montiranje pokrovnih stakalaca na vodenoj bazi, proizvodac
BioGnost)

- LeukoGnost Fiksativ (fiksativ za upotrebu u citokemijskoj dijagnostici leukemija, proizvodaé
BioGnost)

- LeukoGnost PAS (komplet za detekciju reakcije perjodne kiseline i Schiffove baze u leukocitima,

proizvoda¢ BioGnost)

- LeukoGnost MPO (komplet za detekciju aktivnosti mijeloperoksidaze u leukocitima, proizvodac
BioGnost)

- LeukoGnost NSE (komplet za detekciju aktivnosti nespecificne esteraze u leukocitima,

proizvoda¢ BioGnost)

- LeukoGnost SPE (komplet za detekciju aktivnosti specifi¢ne esteraze u leukocitima, proizvodac

BioGnost)

- LeukoGnost ALP (komplet za detekciju aktivnosti alkalne fosfataze u leukocitima, proizvodac
BioGnost)

- LeukoGnost ACP (komplet za detekciju aktivnosti kisele fosfataze u leukocitima, proizvodac
BioGnost)

- Sudan Black B Eco (komplet za bojenje neutrofilnih granula u hematoloskim razmazima,

proizvodac BioGnost)
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- Imerzijsko ulje (proizvodac¢ BioGnost)

- destilirana voda

5.2. METODE

5.2.1. Priprema krvnih preparata

Tijekom izrade ovog rada koristila sam krv zdravih volontera iz laboratorija. Napravila sam vise
krvnih preparata koriste¢i krv iz vrha prsta. Na bazu svakog predmetnog stakalca stavila sam kap
krvi. Potom sam uzela drugo stakalce koje sam postavila ispred kapi krvi (pod kutom od 30° do
40°) i pomakla ga nazad tako da se krv razmaze po stakalcu u tankom sloju, nakon ¢ega sam

ostavila razmaze krvi da se osuse barem 30 minuta. Preparate sam koristila isti dan.

5.2.2. Fiksacija krvnih preparata

Pripremila sam probne fiksative oznaka od GL13 do GL48 kako je prikazano u Tablici 1. Nakon

Sto sam pripremila probne fiksative izmjerila sam im pH pH-metrom.

Nakon izmjerene pH, uzela sam prethodno napravljene razmaze krvi i stavila ih na kadicu za
bojenje preparata. Na svako stakalce sam dodala nekoliko kapi fiksativa GL13-GL48 (izuzev
GL28, GL30 i GL46 zbog stvaranja taloga), a kao kontrolu sam koristila komercijalni LeukoGnost
fiksativ koji je mjeSavina acetona i formalina. Krvne preparate s fiksativima sam inkubirala 3

minute nakon ¢ega sam ih isprala destiliranom vodom.

5.2.3. Bojenje krvnih preparata Hematoksilinom ML

Na fiksirane krvne preparate nanijela sam otprilike 1 mL Hematoksilina ML i ostavila da stoji 5
minuta, a zatim sam ih isprala teku¢om vodovodnom vodom kroz 3 minute 1 ostavila ih da se osuSe.

Kada su se osusili na svaki preparat sam stavila kap sredstva BioMount Aqua i montirala pokrovno
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stakalce. Kad se preparat s pokrovnim stakalcem osusSio, stavila sam imerzijsko ulje i pod
imerzijskim objektivom na mikroskopu sam trazila eritrocite, neutrofile, limfocite i monocite i
zabiljezila kako su probni fiksativi djelovali na morfologiju stani¢nih struktura, posebno jezgre i
staniéne membrane, intenzitet obojenja, te oblik obojenosti. Na temelju toga sam odabrala nove

formulacije koje su najbolje fiksirale stanice.

5.2.4. Odredivanje vremena potrebnog za optimalnu fiksaciju

Uzela sam nove krvne preparate na koje sam stavila par kapi odabranih novih formulacija fiksativa
i ostavila 30 sekundi, 1 minuta, 2 minute, 3 minute i 5 minuta kako bih vidjela koliko je vremena
potrebno da bi se postigla optimalna fiksacija. Potom sam isprala preparate i obojila ih
Hematoksilinom ML kako je ranije opisano. Ponovila sam postupak montiranja pokrovnog
stakalca i pod mikroskopom utvrdila optimalno vrijeme za fiksaciju sa svakom novom

formulacijom fiksativa.

5.2.5. Bojenje krvnih preparata fiksiranih novim formulacijama fiksativa kompletima za
dijagnostiku leukemija

Kao i u pasusu 5.2.2. uzela sam svjeze krvne preparate na koje sam stavila nekoliko kapi odabranih
novih formulacija fiksativa i inkubirala 3 minute. Preparate sam dobro isprala destiliranom vodom
i osu$ila. Bojenje krvnih preparata kompletima za dijagnostiku leukemija nakon fiksacije
odabranim novim formulacijama fiksativa bez formalina provedeno je prema uputama

proizvodaca:
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a) LeukoGnost PAS komplet za detekciju reakcije perjodne kiseline i Schiff-ovog reagensa u

leukocitima (Tablica 2).

Tablica 2. Postupak bojenja krvnih preparata LeukoGnost PAS kompletom.

POSTUPAK TRAJANJE
Nanijeti Reagens 1 (otopina perjodne kiseline) (1-2 mL) na preparat | 10 minuta
Isprati preparat u tekucoj vodovodnoj vodi 10 sekundi
Nanijeti sulfitnu otopinu (1-2 mL) na preparat 1 minuta
Nanijeti Reagens 4 (BioSchiff Forte) (1-2 mL) na preparat 15 minuta
Isprati preparat u tekucoj vodovodnoj vodi 10 sekundi
Nanijeti sulfitnu otopinu (1-2 mL) na preparat 3 minute
Isprati preparat u tekucoj vodovodnoj vodi 3 minute
Obojiti preparat LeukoGnost HEM reagensom 3 minute
Ispirati preparat pod teku¢om vodovodnom vodom 3 minute

Osusiti preparat na zraku

b) LeukoGnost NSE komplet za detekciju nespecificne esteraze u leukocitima (Tablica 3).

Tablica 3. Postupak bojenja krvnih preparata LeukoGnost NSE kompletom.

POSTUPAK

TRAJANJE

Nanijeti otopinu za bojenje (1-2 mL) na preparat

1 sat i 30 minuta

Snazno isprati preparat u destiliranoj vodi 10 sekundi
Oboijiti preparat LeukoGnost HEM reagensom 15 minuta
Isprati preparat pod teku¢om vodovodnom vodom 2 minute

Osusiti preparat na zraku
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¢) Leukognost MPO komplet za detekciju aktivnosti mijeloperoksidaze u leukocitima (Tablica 4).

Tablica 4. Postupak bojenja krvnih preparata LeukoGnost MPO kompletom.

POSTUPAK TRAJANJE
Nanijeti otopinu za bojenje (1-2 mL) na preparat 10 minuta
Snazno isprati u destiliranoj vodi 10 sekundi
Obojati preparat LeukoGnost HEM reagensom 2 minute
Ispirati preparat pod teku¢om vodovodnom vodom 2 minute

Osusiti preparat na zraku

d) LeukoGnost ACP komplet za detekciju aktivnosti kisele fosfataze u leukocitima (Tablica 5).

Tablica 5. Postupak bojenja krvnih preparata LeukoGnost ACP kompletom.

POSTUPAK TRAJANJE
Nanijeti otopinu za bojenje (1-2 mL) na preparat 3 sata
Snazno isprati preparat u destiliranoj vodi 10 sekundi
Osusiti preparat
Preparat obojiti LeukoGnost HEM reagensom 15 minuta
Ispirati preparat pod teku¢om vodovodnom vodom 3 minute

Osusiti preparat na zraku
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e) LeukoGnost SPE komplet za detekciju aktivnosti specificne esteraze u leukocitima (Tablica 6).

Tablica 6. Postupak bojenja krvnih preparata LeukoGnost SPE kompletom.

POSTUPAK TRAJANJE
Nanijeti otopinu za bojenje (1-2 mL) na preparat 30 minuta
Snazno isprati preparat u destiliranoj vodi 10 sekundi
Obojiti preparat LeukoGnost HEM reagensom 5 minuta
Isprati preparat pod teku¢om vodovodnom vodom 5 minuta

Osusiti preparat na zraku

f) LeukoGnost ALP komplet za detekciju alkalne fosfataze u leukocitima (Tablica 7).

Tablica 7. Postupak bojenja krvnih preparata LeukoGnost ALP kompletom.

POSTUPAK TRAJANJE
Nanijeti otopinu za bojenje (1-2 mL) na preparat 10 minuta
Snazno isprati preparat u destiliranoj vodi 10 sekundi
Osusiti preparat
Obojiti preparat LeukoGnost HEM reagensom 2 minute
Isprati preparat pod teku¢om vodovodnom vodom 2 minute
Osusiti preparat na zraku
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g) Sudan Black B ECO (Tablica 8).

Tablica 8. Postupak bojenja krvnih preparata Sudan Black B Eco kompletom.

POSTUPAK TRAJANJE
Tretirati preparat Sudan Black B reagensom, bez fenola | 5 minuta
Isprati preparat kroz 2-3 izmjene 70%-tnog etanola
Isprati preparat destiliranom vodom 30 sekundi
Obojiti preparat LeukoGnost HEM reagensom 3 minuta
Isprati preparat pod teku¢om vodovodnom vodom 2 minute

Osusiti preparat na zraku

Kad su se preparati osusili, ponovila sam postupak montiranja pokrovnog stakalca i pod

mikroskopom utvrdila utjecaj novih formulacija fiksativa na bojenje kompletima za dijagnostiku

leukemija.
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6. REZULTATI

Kako bi zamijenili formalin u fiksativu za citokemijske testove za detekcije leukemija, pretrazena
je literatura vezana uz alternativna fiksiraju¢a sredstva. Na temelju prikupljenih informacija
pripremljeno je 36 novih receptura pri ¢emu je jedan dio receptura sadrzavao glioksal i neki od
testiranih suplemenata, a kod drugog dijela receptura je potpuno izbacen glioksal iz sastava i
koriSteni su samo suplementi koji i sami mogu imati fiksiraju¢e djelovanje. Kao suplementi su
koristeni polietilenglikol 400 (PEG400), glicerol, dimetilsulfoksid (DMSO), acetilsalicilna
kiselina, manitol, sukroza, sorbitol, triacetin, trietanolamin, 4-heksilrezorcinol i imidazol. Svaki od
suplemenata je koriSten barem u dvije koncentracije kako bi se odmah istrazilo utjece li
koncentracija na djelovanje suplementa kao fiksativa. Sastav novih formulacija prikazan je u
Tablici 1. Pri pripremi je zamije¢eno da se manitol nije otopio u koncentraciji 10% ni s niti bez
glioksala, kao ni 10% imidazol koji se nije otopio uz prisustvo glioksala, dok se dobro otopio bez
glioksala. Rezultati ispitivanja novo pripremljenih formulacija fiksativa bez formalina opisani su u
idu¢im poglavljima.

6.1. Rezultati mjerenja pH novim formulacijama fiksativa bez formalina za primjenu u
citokemijskim testovima za dijagnostiku leukemija

Obzirom da pH fiksacijskog sredstva moze biti kljucni parametar tijekom fiksacije izmjerila sam
pH vrijednosti svim pripremljenim novim formulacijama fiksativa bez formalina za primjenu u
citokemijskim testovima za dijagnostiku leukemija (Tablica 9.) i te vrijednosti usporedila s pH
vrijednosti komercijalnog fiksativa s formaldehidom LeukoGnost Fiksativ ¢ija vrijednost je pH
5,4. U formulacijama kod kojih se suplementi nisu otopili (GL28, GL30 i GL46) pH nisam mjerila

niti sam ih dalje testirala.
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Tablica 9. pH vrijednosti novih formulacija fiksativa bez formalina.

OZNAKA FORMULACIJE pH
LeukoGnost Fiksativ 54
GL13 51
GL14 51
GL15 5,2
GL16 5,6
GL17 5,5
GL18 5,7
GL19 51
GL20 5,2
GL21 5,3
GL22 6,6
GL23 5,6
GL24 5,2
GL25 5,8
GL26 4,5
GL27 4,6
GL28 /
GL29 51
GL30 /
GL31 4,9
GL32 51
GL33 5,0
GL34 4.9
GL35 51
GL36 50
GL37 53
GL38 5,2
GL39 5,4
GL40 9,0
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Nastavak Tablice 9.

GL41 8,1
GL42 9,2
GL43 4,9
GL44 51
GL45 50
GL46 /

GL47 7,2
GL48 8,6

6.2. Bojenje krvnih preparata Hematoksilinom ML nakon fiksacije s novim formulacijama
fiksativa bez formalina

Preparati normalne krvi fiksirani su fiksativom LeukoGnost Fiksativ, te novim formulacijama od
GL13 do GLA48, izuzev GL28, GL30 i GL46 kako sam ve¢ ranije opisala. Preparati su fiksirani
kroz 3 minute i podvrgnuti bojenju Hematoksilinom ML prema protokolu za progresivno bojenje.
Formulacije s 4-heksilrezorcinolom su imale vrlo agresivan ucinak na preparat tako da je vecina
stanica bila uni$tena. Ostali preparati nakon bojenja su prikazani slikama od Slike 7. do Slike 37.
Uz svaku sliku dodan je komentar izgleda stani¢nih struktura koje su posebno prac¢ene kao kriterij
za ocjenu kvalitete potencijalno novog fiksativa bez formaldehida: izgled jezgre/kromatina, izgled
staniéne membrane, izgled eritrocita te neke druge posebnosti. Rezultati pokazuju da ¢ak 13 od
testiranih 36 novih formulacija daje dobru sliku preparata nakon bojenja Hematoksilinom ML
(GL1e, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 29, 37, 38, 39, 41). Na izgled eritrocita velika ve¢ina novih
formulacija djeluju blagotvorno uz izuzetak GL25 i GL 40. Nejednoliko obojenje kromatina
izazivaju GL34 i GL42. Efekt staklaste citoplazme kod neutrofila izazivaju GL26, 27, 31, 33 i 47.
Kod nesto veceg broja novih formulacija (GL13, 14, 15, 18, 25, 32, 35, 36, 42) dolazi do promjene
u morfologiji stanicne membrane koja nije lijepo zaobljena uslijed povecane rigidnosti.

Varijante GL s glioksalom bez suplementa (GL13-15) imaju promjene u izgledu membrane.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i

O glatkih rubova
4’ ' - membrana je kontinuirana i bez osteéenja
’ ) - eritrociti su glatki i zaobljeni
ostalo: -

Slika 7. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani LeukoGnost Fiksativom.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.

Komentar:

- jezgra/kromatin je uglavnom homogeno

. fiksiran i glatkih rubova
> - na membrani postoje ostecenja i dojam je
g N da je membrana postala dosta rigidna
- eritrociti su glatki i zaobljeni
- ostalo: -

Slika 8. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL13.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stani¢ne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povec¢anje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

P - dojam je da je membrana postala dosta
$, P rigidna
4 - eritrociti su glatki i zaobljeni

ostalo: -

Slika 9. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL14.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.

Komentar:

- jezgra/kromatin je uglavnom homogeno
fiksirani glatkih rubova
R | - namembrani postoje ostecenja, vidljivo je
% da na neutrofilima i monocitima postoje
nepravilnosti na membrani

- eritrociti su glatki i zaobljeni
- ostalo: -

Slika 10. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL15.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksirani
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez oitecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 11. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL16.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stani¢cne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povec¢anje je 1000x%.

Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez oite¢enja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 12. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL17.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, staniéne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez ostecenja,
ali je pomalo rigidna te ne daje zaobljenu
sliku
eritrociti su glatki i zaobljeni
ostalo: -

Slika 13. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL18.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Poveéanje je 1000x.

Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksirani

- glatkih rubova
' A - membrana je kontinuirana i bez otecenja
m - eritrociti su glatki i zaobljeni
599 - ostalo: -

Slika 14. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL19.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez oitecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 15. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL20.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.

a

>
e X

Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez oitecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 16. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL21.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksirani

’ glatkih rubova
- membrana je kontinuirana i bez ostecenja
.‘— ‘ - eritrociti su glatki i zaobljeni
ostalo: -

Slika 17. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL22.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stani¢éne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000%.

Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i

‘ glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez ostecenja
- eritrociti su glatki i zaobljeni
- ostalo: -

Slika 18. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL23.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stani¢ne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x%.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksirani
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez ostecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 19. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL24.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stani¢cne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povec¢anje je 1000x%.

Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksirani
glatkih rubova

- membrana pokazuje neravnine i ostecenja

- eritrociti su pomalo neravnih rubova

- ostalo: -

Slika 20. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL25.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Poveéanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez ostecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: staklasta citoplazma neutrofila

Slika 21. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL26.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.

ey

Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez ostecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: staklasta citoplazma neutrofila,
eritrociti imaju izgled zrna kave

Slika 22. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL27.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

‘ - jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i

glatkih rubova
\ - membrana je kontinuirana i bez oStecenja

eritrociti su glatki i zaobljeni
- ostalo: -

’o‘. o

Slika 23. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL29.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.

Komentar:

- Jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
) e glatkih rubova
- - membrana je kontinuirana i bez ostecenja
¢ - - eritrociti su glatki i zaobljeni
- ostalo: staklasta citoplazma neutrofila

Slika 24. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL31.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stani¢ne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povec¢anje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin nije homogeno fiksirani i

- nema glatkih rubova
Q . '.! - membrana ima mjestimicna ostecenja
; - eritrociti su glatki i zaobljeni
<« - ostalo: -

-r

Slika 25. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL32.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.

Komentar:

- Jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i

', glatkih rubova
- membrana je kontinuirana i bez oitecenja
‘ &‘ - eritrociti su glatki i zaobljeni
<. - ostalo: staklasta citoplazma neutrofila

Slika 26. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL33.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin nije u potpunosti
homogeno fiksirani glatkih rubova
membrana je uglavnom kontinuirana i bez

. ostecenja
- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 27. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL34.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.

Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i

glatkih rubova
‘r - membrana pokazuje ostecenja
- eritrociti su glatki i zaobljeni
. - ostalo: -

Slika 28. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL35.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stani¢ne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Poveéanje je 1000x.
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Komentar:

- Jjezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

- membrana pokazuje dosta ostecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 29. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL36.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Pove¢anje je 1000x.

Komentar:

- Jjezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
‘ » glatkih rubova
ve - membrana je kontinuirana i bez ostecenja
by o - eritrociti su glatki i zaobljeni
' - ostalo: -

Slika 30. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL37.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez ostecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 31. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL38.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.

Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i

2

glatkih rubova
c ; - membrana je kontinuirana i bez ostecenja
{ - eritrociti su glatki i zaobljeni
.,‘, - ostalo: -

Slika 32. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL39.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksirani
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez ostecenja

- pojedini eritrociti imaju izgled zrna kave
iako je vecina glatkih i zaobljenih rubova

- ostalo: -

Slika 33. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL40.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stani¢cne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povec¢anje je 1000x%.

Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksirani
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez oitecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 34. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL41.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, staniéne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin nije kompletno i
homogeno fiksiran

- membrana pokazuje ostecenja i manjak
fleksibilnosti

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: -

Slika 35. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GLA42.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stani¢cne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x%.

Y . O ( | Komentar:

| - jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

( - membrana je kontinuirana i bez ostecenja
- vecina eritrocitaima izgled zrna kave

- ostalo: -

~

Vil b
.‘/ I R
) _o

Slika 36. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GLA47.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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Komentar:

- jezgra/kromatin je homogeno fiksiran i
glatkih rubova

- membrana je kontinuirana i bez ostecenja

- eritrociti su glatki i zaobljeni

- ostalo: na preparatu su prisutni mjehurici
koji nisu rezultat loSeg poklapanja
pokrovnim stakalcem

Slika 37. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani formulacijom GL48.

Komentari na izgled jezgre/kromatina, stanicne membrane, eritrocita i dr. su dodani. Povecanje je 1000x.
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6.3. Optimalno vrijeme za fiksaciju s odabranim novim formulacijama fiksativa bez
formalina

Kod testiranih 48 varijanti fiksativa bez formaldehida, a s dodatkom glioksala kao supstituenta za
formaldehid uz dodatak suplementa ili bez glioksala (ili bilo kakvih drugih aldehidnih fiksativa)
samo uz dodatak suplementa, 13 novih varijanti fiksativa je zadovoljilo kriterije za fiksaciju krvnih
preparata. S obzirom da su suplementi dodavani u vi$oj i nizoj koncentraciji, za daljnja ispitivanja
koriStene su samo formulacije s nizom koncentracijom iz ekonomskih razloga. Sastav tih osam

odabranih formulacija prikazan je u Tablici 10.

Tablica 10. Sastav i pH vrijednosti odabranih novih formulacija fiksativa bez formalina.

limunska trinatrijev

naziv aceton  glioksal o . o aC
3 kiselina  citrat dihidrat suplement (%) pH

formulacije (g/L) (g/L) (g/L)

(9/L) (/L)

GL17 548 28 0,2 0,7 0,4 PEG400 1% 5,5
GL20 548 28 0,2 0,7 0,4 glycerol 1% 5,2
GL21 548 0 0,2 0,7 0,4 glycerol 10% 5,3
GL24 548 28 0,2 0,7 0,4 DMSO 2% 5,2
GL29 548 28 0,2 0,7 0,4 manitol 1% 5,1
GL38 548 28 0,2 0,7 0,4 triacetin 1% 5,2
GL39 548 0 0,2 0,7 0,4 triacetin 10% 54
GL41 548 28 0,2 0,7 0,4 trietanolamin 1% 8,1

Kako bi se odredilo optimalno vrijeme fiksacije za svaku od odabranih osam novih formulacija
fiksativa bez formalina, preparati su fiksirani kroz 30 sekundi, 1 minutu, 2 minute, 3 minute i 5
minuta i podvrgnuti bojenju Hematoksilinom ML prema protokolu za progresivno bojenje.
Obojenost i izgled stani¢nih struktura eritrocita, neutrofila, monocita i limfocita prikazani su na
Slikama 38-45. Vidljivo je da GL 17 (Slika 38.) i GL41 (Slika 45.) ne fiksiraju dobro kroz 30
sekundi i I minutu, a kroz dulje vrijeme je fiksacijski u¢inak zadovoljavajuc¢i. Kod GL17 fiksacija
od 30 sekundi dovodi do staklastog izgleda eritrocita i slabe i difuzne obojenosti jezgara, dok je
kod fiksacije od 1 minute fiksacija nesto bolja, ali joS uvijek postoje artefakti kod eritrocita. Kod
GLA41 fiksacija od 30 sekundi i 1 minute dovodi do nepravilne obojenosti jezgara koja se ocituje
jacim obojenjem uz jezgrinu membranu. Ostale odabrane nove formulacije fiksativa pokazuju

dobra fiksacijska svojstva u svim ispitanim vremenima fiksacije.
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30 sekundi

ii.j \f} _-_.-' S

eritrociti

neutrofili

monociti

limfociti

Slika 38. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani probnom formulacijom
GL17 kroz 30 sekundi, 1 minutu, 2 minute, 3 minute i 5 minuta. Prikazani su eritrociti, neutrofili, monociti

i limfociti. Povecanje je 1000x%.
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Slika 39. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani probnom formulacijom
GL20 kroz 30 sekundi, 1 minutu, 2 minute, 3 minute i 5 minuta. Prikazani su eritrociti, neutrofili, monociti

i limfociti. Povecanje je 1000x%.
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Slika 40. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani probnom formulacijom
GL21 kroz 30 sekundi, 1 minutu, 2 minute, 3 minute i 5 minuta. Prikazani su eritrociti, neutrofili, monociti

1 limfociti. Povecanje je 1000x.
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Slika 41. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani probnom formulacijom
GL24 kroz 30 sekundi, 1 minutu, 2 minute, 3 minute i 5 minuta. Prikazani su eritrociti, neutrofili, monociti

i limfociti. Povecanje je 1000x%.
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Slika 42. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani probnom formulacijom
GL29 kroz 30 sekundi, 1 minutu, 2 minute, 3 minute i 5 minuta. Prikazani su eritrociti, neutrofili, monociti

i limfociti. Povecanje je 1000x%.
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Slika 43. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani probnom formulacijom
GL38 kroz 30 sekundi, 1 minutu, 2 minute, 3 minute i 5 minuta. Prikazani su eritrociti, neutrofili, monociti

1 limfociti. Povecanje je 1000x.
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Slika 44. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani probnom formulacijom
GL39 kroz 30 sekundi, 1 minutu, 2 minute, 3 minute i 5 minuta. Prikazani su eritrociti, neutrofili, monociti

i limfociti. Povecanje je 1000x%.

55



2 minute 3 minute
2, il 4

eritrociti
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Slika 45. Preparati pune krvi obojeni Hematoksilinom ML. Preparati su fiksirani probnom formulacijom

limfociti

. -

GL41 kroz 30 sekundi, 1 minutu, 2 minute, 3 minute i 5 minuta. Prikazani su eritrociti, neutrofili, monociti

i limfociti. Povecanje je 1000x%.
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6.4. Testiranje novi formulacija fikstiva bez formalina u citokemijskim testovima za
dijagnostiku leukemija

Da bih potvrdila kvalitetu i primjenjivost odabranih novih formulacija fiksativa bez formalina
u citokemijskim testovima za dijagnostiku leukemija, svaku od odabranih osam novih
formulacija fiksativa bez formalina sam koristila za fiksaciju krvnih preparata koje sam nakon
toga obojala kompletima za dijagnostiku leukemija: LeukoGnost ACP (Slika 46a, 46b, 46c¢),
LeukoGnost PAS (Slika 47.), LeukoGnost SPE (Slika 48.), LeukoGnost NSE (Slika 49.),
LeukoGnost MPO (Slika 50.), LeukoGnost ALP (Slika 51.) i Sudan Black B Eco (Slika 52.)

Slika 46a. Prikaz usporedbe neutrofila fiksiranih probnim fiksativima i obojenih kompletom LeukoGnost

ACP u odnosu na LeukoGnost fiksativ. Povecanje je 1000x.
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‘Gnost_

Fiksativ

Slika 46b. Prikaz usporedbe monocita fiksiranih probnim fiksativima i obojenih kompletom LeukoGnost
ACP u odnosu na LeukoGnost fiksativ. Povecanje je 1000x.
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Slika 46c. Prikaz usporedbe limfocita fiksiranih probnim fiksativima i obojenih kompletom LeukoGnost
ACP u odnosu na LeukoGnost fiksativ. Povecanje je 1000x.

Kod testiranja novih formulacija fiksativa u kompletu za detekciju aktivnosti kisele fosfataze
LeukoGnost ACP (Slikama 46a, 46b i 46¢) se mogu vidjeti specificno tamno crveno granulirano
obojenje citoplazme monocita (Slika 46a.), neutrofila (Slika 46b.) i limfocita (Slika 46c.), Sto je
rezultat reakcije naftol AS-BI fosfata s diazo-solima boje Fast Garnet GBC pri ¢emu se stvara
crveni talog na mjestu reakcije. Svi preparati koji su fiksirani probnim fiksativima daju jednoliku
obojenost usporedivu s LeukoGnost fiksativom osim preparata fiksiranih s GL41 koji pokazuju
slabije obojenje u odnosu na preparate fiksirane LeukoGnost fiksativom i ostalim probnim

fiksativima.
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LeukoGnost GL17 GL20
Fiksativ

GL21 GL24 GL29
GL38 GL39 GL41

Slika 47. Prikaz usporedbe neutrofila fiksiranih probnim fiksativima i obojenih kompletom LeukoGnost

PAS u odnosu na LeukoGnost fiksativ. Povecanje je 1000%

Kod bojenja kompletom LeukoGnost PAS koji detektira reakciju perjodne kiselina i Schiffove baze
(Slika 47.) citoplazma neutrofila je specifi¢no obojena difuzno do fino zrnato magenta bojom kao
rezultat stvaranja aldehida na koje djeluje Schiffov reagens i boji ih u intenzivnu magenta boju.
Preparati koji su fiksirani s odabranim GL fiksativima daju jednoliku obojenost usporedivu s

LeukoGnost Fiksativom.

GL20
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Slika 48. Prikaz usporedbe neutrofila fiksiranih probnim fiksativima i obojenih kompletom LeukoGnost

SPE u odnosu na LeukoGnost fiksativ. Povecanje je 1000x.

Kod koristenja kompleta LeukoGnost SPE slobodni naftol iz naftol AS-D kloroacetata u reakciji s
diazo-solima stvara netopivi crveni precipitat na mjestu reakcije. U normalnoj krvi specifi¢no se
boje samo neutrofili kako je prikazano na Slici 48. Svi preparati fiksirani s osam odabranih GL
fiksativima daju jednoliku obojenost koja je usporediva s LeukoGnost Fiksativom.
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Slika 49. Prikaz usporedbe neutrofila fiksiranih probnim fiksativima i obojenih kompletom LeukoGnost

NSE u odnosu na LeukoGnost fiksativ. Poveéanje je 1000%.

U kompletu LeukoGnost NSE slobodni naftol iz 1-naftil acetata u reakciji s diazo-solima
pararosanilina stvara netopiv crveno smedi precipitat na mjestu reakcije. U normalnoj krvi
specificno se boje samo monociti. Na Slici 49. najintenzivnije obojenje monocita daju preparati
koji su fiksirani GL20 i GL21 fiksativima. Dostatno obojenje daju i preparati fiksirani GL17,
GL24, GL29, GL38 i GL41 fiksativima. Dok preparati fiksirani GL39 fiksativom daju preslabo

obojenje.

62



LeukoGnost GL17 GL20

Fiks

GL21 GL24 GL29

GL41

Slika 50. Prikaz usporedbe neutrofila fiksiranih probnim fiksativima i obojenih kompletom LeukoGnost

MPO u odnosu na LeukoGnost fiksativ. Povecanje je 1000x.

Stani¢na mijeloperoksidaza katalizira redukciju vodikovog peroksida pri ¢emu nastaje voda i kisik
koji oksidira 4-kloro-1-naftol $to dovodi do stvaranja tamno-plavih do crnih precipitata na mjestu
aktivne peroksidaze. Pri koriStenju kompleta za detekciju aktivnosti mijeloperoksidaze u
leukocitima LeukoGnost MPO uz odabrane nove formulacije fiksativa bez formalina (Slika 50.)
moze se vidjeti da su preparati fiksirani s GL21 1 GL39 slabijeg intenziteta obojenja od ostalih koji
su jednakog intenziteta kao i1 preparati fiksirani LeukoGnost Fiksativom, dok su GL38 i GL41 jaceg

obojenja.

63



Slika 51. Prikaz usporedbe neutrofila fiksiranih probnim fiksativima i obojenih kompletom LeukoGnost

ALP u odnosu na LeukoGnost fiksativ. Povecanje je 1000x.

Kod detekcije aktivnosti alkalne fosfataze u leukocitima (LeukoGnost ALP) slobodni naftol iz 1-
naftil fosfata u reakciji s diazo-solima Variamine Blue B boje stvara netopivi smedi precipitat na

mjestu reakcije. Na Slici 51. se moze vidjeti da preparati koji su fiksirani sa svim odabranim novim

GL fiksativima pokazuju jednako obojenje kao i LeukoGnost Fiksativ.
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Slika 52. Prikaz usporedbe neutrofila fiksiranih probnim fiksativima i obojenih kompletom Sudan Black

B Eco u odnosu na LeukoGnost fiksativ. Povecanje je 1000x.

Kod bojenja kompletom Sudan Black B (Slika 52.) se vidi da najintenzivnije obojenje daje preparat
fiksiran GL41 fiksativom, ¢ak intenzivnije nego preparati fiksirani LeukoGnost Fiksativom.

Dostatno obojenje daju i preparati fiksirani sa GL20, GL21, GL29 i GL38 fiksativima dok preparati
fiksirani sa GL17, GL24 i GL39 daju preslabo obojenje.
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Budu¢i da razlicite formulacije fikstiva bez formalina daju razli¢ite rezultate u odnosu na
komercijalni fiksativ s formalinom LeukoGnost Fiksativ pri koristenju citokemijskih kompleta za

dijagnostiku leukemija, zbirni rezultata su prikazani u Tablici 11.

Tabela 11. Zbirni prikaz rezultata nakon bojenja svim kompletima.

oznaka komplet LeukoGnost Sudan Black B
fiksativa MPO
GL17 + + + + + * +f-
GL20 + + + + + + 4+
GL21 + + " +f- + + +
GL24 + + + + + + +
GL29 + + + + * + -+
GL38 + + + ++ + + ++
GL39 + + - +f- + + +
GL41 * * + W+ + - et

(-) obojenje nije zadovoljavajuce

(+/-) obojenje je donekle zadovoljavajuce

(+) obojenje je usporedivo s obojenjem preparata fiksiranih LeukoGnost Fiksativom

(++) obojenje je nesto intenzivnije u usporedbi s obojenjem preparata fiksiranih LeukoGnost Fiksativom

(+++) obojenje je znacajno intenzivnije u odnosu na obojenje preparata fiksiranih LeukoGnost Fiksativom
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7. RASPRAVA

Iako se za fiksaciju krvnih preparata Cesto koristi metanol (npr. kod bojenja tipa Romanowsky), u
citokemijskim testovima za dijagnostiku leukemija koji se baziraju na detekciji aktivnosti stani¢nih
enzima (esteraze, fosfataze i mijeloperoksiadza), metanol nije primjenjiv jer zbog svojih alkoholnih
svojstava inaktivira enzime ¢ija aktivnost se dokazuje. Zbog toga su glavni sastojci komercijalnih
fiksativa za krvne preparate u citokemijskoj dijagnostici leukemija formalin i aceton. S obzirom da
je formalin kancerogen i mutagen, tezi se njegovom potpunom izbacivanju iz uporabe. Stoga je
pokrenuta opsezna pretraga literature vezana uz fiksirajuce sredstvo koje bi zamijenilo formalin ili
kako bi se identificirao suplement koji bi svojim djelovanje nadopunio djelovanje acetona bez
dodavanja aldehidnih fikativa. Pretragom literature nije pronaden niti jedan navod o fiksativu za
citokemijsku dijagnostiku leukemija koji bi sadrzavao alterantivu formalinu iako neki autori
(Shibata i sur., 1985; Kaplow i sur., 1986) koriste samo puferiranu otopinu acetona kao fiksativ.
Za takvu formulaciju fiksativa u prethodnim istrazivanjima u BioGnostu je pokazano da se ne
postize zadovoljavajuci stupanj fiksacije. Opcenito, umjesto formalina se najéesSée koristi glioksal
(Dey 2018) jer mu je strukturno najsli¢niji iako se radi o dialdehidu pri ¢emu dvije aldehidne
skupine na istoj molekuli mogu biti razlog razli¢itog djelovanja glioksala i formalina. To je i ovdje
pokazano kod formulacija GL13, GL14 i GL15 koje su sadrzavale puferiranu otopinu acetona i
glioksala. Ove formulacije su imale nepovoljan u¢inak na membranu stanica koja je pokazivala
nepravilnosti 1 rigidnost umjesto glatku zaobljenost. S obzirom na ove rezultate napravljen je veci
broj novih formulacija koje su uz puferirani aceton sadrzavale samo suplemente ili i glioksal i
suplemente. Suplementi su odabrani prema svojim dokazanim fiksiraju¢im svojstvima ili dodatka
fiksativu (PEG400 (Boon i Kok, 2008), glicerol (Hammer i sur., 2012), DMSO (Fassel i sur., 1997),
manitol (Andrews i Coffey, 1982), saharoza (Andrews and Coffer, 1982), sorbitol Zhu i sur., 2021),
triacetin (MacNive, 1995), trietanolamin (Ryss, 2017) i imidazol (Voigt i sur, 2002), ili su testirani
zbog svojih svojstava zbog kojih bi se pretpostavljalo da bi mogli imati fiksiraju¢a svojstva
(antioksidansi acetilsalicilna kiselina i 4-heksilrezorcinol). Suplementi su KkoriSteni u najmanje
dvije koncentracije kako bi se odmah utvrdio utjecaj koncentracije suplementa na fiksaciju. Pri
pripremi fiksativa, neki od suplemenata su se istalozili ili se nisu otopili (manitol 5g s ili bez
glioksala i imidazol 5 g s glioksalom), a neki su djelovali vrlo agresivno na preparat krvnog
razmaza tako da je ve¢ nakon fiksacije bio unisten (4-heksil rezorcinol). Budu¢i da pH fiksativa
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moze imati klju¢nu ulogu za dobru fiksaciju preparata, prvi korak je bio izmjeriti pH svim
otopinama osim onih kod kojih je doslo do taloZenja. Vecina novih formulacija imala je pH
vrijednosti u okviru komercijalnog fiksativa Leukognost Fiksativ (pH izmedu 5 i 6). Iznimke su
formulacije s dodatkom acetilsalicilne kiseline koje su imale nizi pH (pH oko 4,5), 25%-tne otopine
DMSO-a koja je imala nesto visi pH (pH 6,6), te trietanolamina (pH oko 9) i imidazola (1% pH
7,2, 10% pH 8,6) koje su imale znacajno visi pH. Kao inicijalno bojenje provedeno je bojenje
Hematoksilinom ML kako bi se dobila preliminarna informacija o samom djelovanju fiksativa na
glavne stanicne strukture, u prvom redu membrane i jezgre, te o intenzitetu i obliku obojenosti s
hematoksilinom. Kod nesto veceg broja novih formulacija (GL13, GL14, GL15, GL18, GL25,
GL32, GL35, GL36, GL42) dolazi do promjene u morfologiji stanicne membrane koja nije lijepo
zaobljena uslijed povecane rigidnosti. Preparati fiksirani varijantama s glioksalom bez suplementa
(GL13-15) imali su promjene u izgledu membrane $to ukazuje da je lose djelovanje glioksala na
fiksaciju stani¢ne membrane. No uz dodatak nekih od suplemenata inhibiraju taj lo$ ucinak
(PEG400, glicerol, manitol i triacetin). Efekt staklaste citoplazme kod neutrofila izaziva fiksacija
s formulacijama GL26, GL27, GL31, GL33 i GL47. Ovaj prvi korak u testiranju novih formulacija
eliminirao je 23 od 36 novih formulacija. Od trinaest novih formulacija koje su pokazale dobra
svojstva, neke su bile istog sastava uz razliku u koncentraciji suplementa. Stoga su za daljnja
testiranja uzete samo formulacije koje su imale niZu koncentraciju suplementa zbog ekonomske
opravdanosti. Od odabranih osam formulacija dvije nisu sadrZavale glioksal (GL21 s glicerolom i
GL39 s triacetinom). Od ranije je poznato da glicerol moze djelovati kao zamjena za formalin u
nekim slucajevima (Hammer 1 sur., 2012), kao 1 da je triacetin djelotvoran kao formalinu
sekundarni fiksativ (MacNiven, 1995). Ostalih Sest od osam novih formulacija s dobrim
fiksiraju¢im svojstvima sadrzavale su uz glioksal PEG400 (GL17), glicerol (GL20), DMSO
(GL24), manitol (GL29), triacetin (GL38) i trietanolamin (GL41). Ovi rezultati su u skladu s
navodima iz literature. Boon i suradnici, 2008, su pokazali da PEG sprecava otvrdnjavanje tkiva i
pospjesuje koagulaciju proteina ¢ime djeluje kao suplement u fiksiraju¢em sredstvu. Da DMSO
ima osobine suplementa u fiksativu pokazali su Fassele 1 sur., 1997, pri cemu DMSO olaksava
prodiranje drugih fiksiraju¢ih tvari i time poboljSava fiksaciju. Manitol dokazano prevenira
nekrozu u tkivu i time pospjeSuje fiksaciju (Andrews i Coffey, 1982), a trietanolamin se uspjesno
koristi za fiksaciju nematoda (Ryss, 2017). lako je bojenje s Hematoksilinom ML pokazalo da ovih

osam formulacija uspjeS$no fiksira krvne preparate, daljnje testiranje bojenjem s citokemijskim
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kompletima za dijagnostiku leukemija, pokazalo je da su neke od formulacije ipak bolje, a druge
lo$ije u odnosu na komercijalni fiksativ LeukoGnost Fiksativ. Opc¢enito, formulacija GL39 (aceton
+ triacetin) je u nekim od sedam citokemijskih kompleta dala slabije obojenje (LeukoGnost NSE i
LeukoGnost MPO) §to je iskljucuje iz finalnog odabira. Za Sest kompleta (LeukoGnost PAS,
LeukoGnost MPO, LeukoGnost NSE, LeukoGnost SPE, LeukoGnost ALP i LeukoGnost ACP) su
dale dobro obojenje nove formulacija GL17, GL21, GL24, GL29 i GL38, dok je fiksacija s GL41
dala nesto slabije obojenje kod LeukoGnost ACP kompleta. Razlog tome moze biti pH ovog
fiksativa koji ima pH 8,1, a za ucinkovitu detekciju aktivnosti Kisele fosfazate kompletom
LeukoGnost ACP su potrebni kiseli uvjeti. S druge strane, fiksacija formulacijom GL41 kod
bojenja kompletom Sudan Black B Eco daje znacajno jace obojenje ¢ak i od komercijalnog
fiksativa LeukoGnost Fiksativ, ali i od ostalih sedam novih formulacija, $to ¢ini formulaciju GL41

idealnim fiksativom za komplet Sudan Black B Eco.

Rezultati u ovom radu pokazuju da je moguce napraviti ¢ak nekoliko novih formulacija fiksativa
koji ne¢e sadrzavati formalin, pa ¢ak ni bilo kakav drugi aldehidni fiksativ, za primjenu u

citokemijskim kompletima za dijagnostiku leukemija.
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8. ZAKLJUCAK

Iako formalin ima Siroku uporabu kao fiksativ, zbog svoje kancerogenosti i mutagenosti uporaba
MU se nastoji izbaciti ili barem smanjiti. Stoga je ovo istrazivanje imalo za cilj na¢i prihvatljivu
zamjenu u fiksativu koji se primjenjuje u citokemijskim testovima za dijagnostiku leukemija. Od
prvotnih 36 probnih formulacija bez formalina, u kona¢nici njih 6 (GL17, GL20, GL21, GL24,
GL29, GL38) je pokazalo dobre rezultate na temelju morfologije fiksiranih stanica, te intenzitetu i
obliku obojenja pri koriStenju testova koji detektiraju aktivnost stanicnih esteraza (nespecificne 1
specifi¢ne), fosfataza (kisele i alkalne), mijeloperoksidaze te reakciju perjodne kiseline i Schiffove
baze. Jedna od probnih formulacija (GL41) se pokazala kao vrlo dobra zamjena komercijalnog
fiksativa kod koristenja Sudan Black B Eco kompleta jer je rezultat bio intenzivnije obojenje u
odnosu na komercijalni fiksativ. Na temelju ovih rezultata 7 novih formulacija fiksativa se mogu

koristiti kao adekvatna zamjena umjesto komercijalnog fiksativa koji sadrzi formalin.
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