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SANTRAUKA

Si darbo tema yra pasirinkta dél apsunkintos intraveninés naviky invazijos diagnostikos.
Tai vienas i$ naviko charakterizavimo bruozy. Norint jvertinti intravening naviko invazija,
kraujagysliy vizualizacija yra butina. Iprastu rutininiu hematoksilino — eozino (HE) metodu
galima tik itin stambiy kraujagysliy identifikacija. Elastinés skaidulos HE metodu néra
specifiSkai atskiriamos, tam biitini papildomi dazymo metodai. Atsizvelgiant j tai, §io darbo
tikslas: pasitlyti modifikuota HE dazyma, pritaikant jj elastiniy skaiduly iSrySkinimui,
intraveninés naviky invazijos diagnostikai. ISkelti uzdaviniai: iSanalizuoti elastiniy skaiduly
diagnostikos reikSme; iSbandyti jvairius HE ir elastiniy skaiduly dazymo metody derinius,
atrenkant tinkamiausig naviky intraveninés invazijos vizualizavimui; Ppritaikyti pasitlyta
dazymo metodg diagnostiniam darbui ir palyginti su jprastiniu HE dazymo metodu. Pirmiausia
atlikta literatiros analizé: iSanalizuota intraveninés naviko invazijos diagnostin¢ reikSme,
surinkti duomenys apie HE ir elastiniy skaiduly dazymo metodus. Remiantis surinkta
informacija, atlikta 14 eksperimenty. Eksperimenty metu sukurta HE metodo modifikacija
(HE_ORS), kuri leidzia maksimaliai iSryskinti elastines skaidulas raudona spalva, branduoliai
ir citoplazma nusidazo mélynai, aplinkiniai audiniai - zalsvali, eritrocitai — ryskiai zalia spalva.
Sis metodas negali pakeisti jprastojo HE metodo, tadiau papildo jj nauja informacija ir
diagnostinémis galimybémis. HE ORS modifikacija naudota tyrimui. Tyrimui pasirinkta 30
atvejy: 10 plauciy ir 20 storosios Zarnos fragmenty su naviku. Tiriamieji audiniai paruosti
jprasta FFPI technika. Visy tiriamyjy naviko pjuviai papildomai nudazyti HE ORS
modifikacija. Gydytojai patologai jvertino HE ir HE ORS metody galimybes iSrySkinti
branduolius, elastines skaidulas ir intravening naviko invazija. Tyrimo metu nustatytas HE
metodo pranasumas branduoliy vizualizavime: net 96,67 % atvejy branduoliai iSrySkinti gerai,
HE_ORS metodu tik 36,67 %. Elastiniy skaiduly vertinime stebimas atvirkstinis rezultatas:
HE metodu net 66,67 % atvejy elastinés skaidulos neidentifikuojamos, HE_ORS metodu 76,67
% atvejy stebimas geras vizualizavimas. Intraveninés naviko invazijos vertinime gauti
rezultatai jrodé HE metodo informatyvumo ribotumga. Pirmiausia jvertinus HE preparatus,
teigiama intraveniné naviko invazija stebima tik 13,33 % atvejy, papildomai jvertinus
HE_ORS preparatus - teigiamai jvertinta net 46,67 % atvejy. Gauti rezultatai jrodo HE ORS

metodo diagnosting verte intraveninés naviko invazijos diagnostikoje.



SUMMARY

The topic of this Thesis has been chosen due to complicated diagnostics of intravenous
tumor invasion, which is one of the tumors characterization features. In order to evaluate
intravenous tumor invasion, visualization of blood vessels is necessary. The usual hematokxylin —
eosin (H&E) method can only identify large blood vessels. Elastic fibers are not specifically
distinguished by the H&E method, which requires additional staining methods. Considering these
problems, the aim of this reaserch is to offer a modified H&E staining by adapting it to highlight
elastic fibers for diagnostics of intravenous tumor invasion. Main tasks of the reaserch: analyze
the significance of elastic fiber diagnostics; try out different combinations of H&E and elastic
fibers staining techniques, selecting the most appropriate to vizualize intravenous invasion of
tumor; apply proposed staining method for diagnostic work and compare results with H&E
staining method. Literature analysis was first carried out: the diagnostic value of intravenous tumor
invasion was analyzed, data about H&E and elastic fiber staining methods were collected. Based
on the information gathered, 14 experiments were performed. The modification of H&E method
(H&E_ORS) was developed during the experiments, which allows to highlight the elastic fibers
in red color, nuclei and cytoplasm - blue, surrounding tissues — pale green, red blood cells - bright
green color. This method cannot replace the usual H&E method but supplements it with new
information and diagnostic capabilities. Results obtained: elastic fibers - dark red color, nuclei and
cytoplasm - blue, surrounding tissue structures — pale green, red blood cells - bright green. This
modification was used for the research. 30 cases were selected for the research: 10 lung and 20
rectum colon fragments with tumor. The test tissues were prepared using the usual FFPI technique.
Tumor sections of all subjects were additionally stained with H&E ORS maodification.
Pathologists have evaluated the possibilities of H&E and H&E_ORS methods to highlight the
nuclei, elastic fibers and intravenous tumor invasion. The study found the superiority of the H&E
method in nuclear visualization: in 96.67% of cases, the nuclei were well highlighted with only
36.67% by the H&E_ORS method. Reverse result observed in the evaluation of elastic fibers:
66.67% of cases in the H&E elastic fibers are not identified, good visualization is observed in
76.67% of cases by H&E_ORS method. The results of the intravenous invasion of the tumor have
shown the limitations of the informative approach of the H&E method. After evaluating H&E

preparations, positive intravenous tumor invasion was observed in only 13.33% of cases, with



additional evaluation of HE_ORS preparations in 46.67% of cases. The results show the diagnostic

value of the HE_ORS method in diagnostics of intravenous tumor invasion.
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Santrumpos

HE — hematoksilino — eozino dazymo metodas
HE_ORS — hematoksilino - eozino modifikacija
FFPI — formaline fiksuota, parafine impregnuota

LVI — limfovaskuliné invazija



1. IVADAS

Siandieninéje histologijos laboratorijoje esan¢ios tyrimy galimybés pranoksta kiekvieno
Sios srities pradininko vaizduote. Mokslininkas Marcello Malpighi buvo pirmasis sugebéjes
atpazinti kraujagysle. Siandien pasitelkus dirbtinj intelekta tai gali atlikti kompiuteris. Dar pries
trisdeSimt mety audiniy dehidratavimas, skaidrinimas ir impregnavimas, buvo atlickami
laboratorijos darbuotojo, audiniy gabalélius perkeliant i§ vienos talpos j kita. Siuolaikinéje
modernioje laboratorijoje naudojami automatizuoti audiniy apdorojimo procesoriai, kurie greitai
ir kokybiskai atliecka savo funkcija bei yra ekologiSki. Daugybé inovatyviy technologijy
palengvino tyrimy atlikima, bet tuo paciu ir daugelis seny metody yra laikomi auksiniais
standartais, kurie metai i§ mety yra naudojami ir nepakeiiami. Histochemija yra viena i§ sri¢iy,
kurioje daugelis laiko patikrinty metody taikomi kaip rutininiai ar atrankiniai tyrimai. Patologijos
ir histologijos laboratorijose pirmo pasirinkimo dazymo metodas — hematoksilino — eozino (HE),
pirmg karta panaudotas lasteliy komponenty iSrySkinimui 1800 metais. Sukurta daugybé §io
dazymo variacijy, taciau visy jy tikslas - iSrySkinti ir atskirti informatyviausig lasteliy elementg —
branduolj. Nors branduoliy vertinimas yra vienas svarbiausiy tyrimo etapy, didéjant pricinamos
informacijos kiekiui ir zinojimui, i§skirti ir kiti diagnostikai butini audiniy elementai bei Kriterijai.
Naviky diagnostikoje labai svarbu jvertinti intravening naviko invazija. Kraujagyslés
identifikacijai butina sienelése esanciy elastiniy skaiduly vizualizacija. Vertinant HE metodu
dazyta naviko preparata, elastinés skaidulos neidentifikuojamos, nes jos kaip ir aplinkinés audinio
struktiiros nusidazo rozine spalva. Venos sieneléje iSrySkintas elastiniy skaiduly sluoksnis leidzia
identifikuoti net itin naviko deformuotas kraujagysles, kurios gali buti nepastebimos HE
preparatuose. Elastiniy skaiduly vizualizacijai sukurtas ne vienas metodas, ta¢iau visi turi trikumy
susijusiy su dazymo kokybe, trukme ir kaStais. HE metodo ribotas informatyvumas ir elastiniy
skaiduly isry$kinimo metody triikumai apsunkina diagnostinj procesa. Sio tiriamojo darbo metu
buvo atlikta literatliros analizé¢, bandymai su jvairiomis metody variacijomis ir pasitlyta HE
dazymo modifikacija. Sios modifikacijos tikslas - pagerinti diagnostika, sutrumpinti tyrimo laika
bei sumazinti tyrimo sgnaudas ir kaStus. Modifikacijos diagnostinei reikSmei jvertinti atliktas
tyrimas, palyginant daZzymo modifikacijos ir HE galimybes iSrySkinti elastines skaidulas,

branduolius bei identifikuoti intravenine naviky invazija.



Darbo tikslas: pasialyti modifikuotg HE dazyma, pritaikant jj elastiniy skaiduly

1SrySkinimui, intraveninés naviky invazijos diagnostikai.
Darbo uzdaviniai:

1. ISanalizuoti elastiniy skaiduly diagnostikos reikSme;
2. ISbandyti jvairius HE ir elastiniy skaiduly dazymo metody derinius, atrenkant tinkamiausig
naviky intraveninés invazijos vizualizavimui;

3. Pritaikyti pasiiilyta dazymo metodg diagnostiniam darbui ir palyginti su jprastiniu HE dazymo

metodu.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Hematoksilino — eozino dazymo metodas

Hematoksilinas atrastas dar XVII amziuje. Pavadinimas suteiktas pagal med;
(Haematoxylum campechianum), i$ kurio iSgaunamas junginys. Tai bespalvis flavanoidas, kuris
oksiduojasi j hemateing, silpng anijoninj daza. Siam daZo brandinimui naudojami jvairiis reagentai:
natrio jodidas, vandenilio peroksidas, kalio permanganatas ar gyvsidabrio oksidas. Hematoksilinas
gali oksiduotis ir esant ilgai sgveikai su ore esanciu deguonimi. Susidargs hemateinas yra
amfoterinis junginys, rigstiniame pH jgauna raudong spalva, Sarminiame pH — mélyng. Dél silpno
dazo afiniSkumo sgveikai su audiniu butina metalo druska, dazniausiai naudojamos aliuminio ar

gelezies. Sie metaly katijonai sujungia hemateina su branduoliy baltymais, ypatingai histony [1].

Nuo hematoksilino dazo atradimo sukurta jvairiy metodo modifikacijy: Harris, Dalfield,
Mayer, Ehrlich, Gill, Weigert ir kt. Metodai skiriasi ne tik naudojamais reagentais, bet ir gaunamu
rezultatu. Kiekviena laboratorija pasirenka jiems optimaliausiag metoda, kuris atitikty diagnostikai
biitinus  kriterijus. Mayer hematoksilino modifikacija yra viena populiariausiy. Siy dazy
oksidatorius - natrio jodidas, o fiksatorius - aliuminio sulfatas. Citrinos rugstis yra naudojama
palaikyti tinkamg pH, o kartu su chloro hidratu apsaugo daza nuo putojimo ir precipitacijos, kuri
daznai pasitaiko gaminant hematoksling su aliuminio fiksatoriumi. Hematoksilino dazai stipriai
sgveikauja su branduoliy baltymais, taciau norint iSgauti meélyng hematoksilino spalva bitinas
Sarminis pH, tam naudojamas amonio vanduo. Mé¢lynai i8rySkinus branduolius, likes audinys
kontrastuojamas plazmos dazais. Dazniausiai $ie dazai yra anijoniniai ar neigiamai jkrauti, todél
sgveikauja su itin katijoninémis ar teigiamai jkrautomis audiniy grupémis [2]. Stipriausia sgveika
vyksta su arginino, histidino ir lizino aminortigstimis. Populiariausias ir placiausiai naudojamas -
eozinas. Tai riigStinés spalvos natrio druska, o chromoforas yra anijoninéje molekulés dalyje.
Optimaliausias pH $io daZo veikimui nuo 4,6 iki 5. Tinkamai naudojant eozino daZus stebimi trys
skirtingi roziniai atspalviai: eritrocity, kolageno bei epitelio ir raumeniniy lasteliy citoplazmos (1

pav.) [3].



1 pav. Hematoksilino — eozino metodu dazytas storosios zarnos sienelés pjtvis. Branduoliai —

mélyna spalva, likusios audinio struktiiros — skirtingais roziniais atspalviais.

HE dazymo metodas yra rutininis ir kasdien naudojamas visy tipy audiniams, i$ kuriy didzioji
dalis navikiniai. Pasaulio sveikatos organizacijos surinkti duomenys rodo, kad mir§tamumas nuo
vézio pasaulyje uZima antraja vieta. Todél naviky diagnostika ir jos tobulinimas yra viena i§

svarbiausiy uzduociy biomedicinos srityje [4].

2.2. Navikai ir juy invazija

Vézys — Siuo terminu apibuidinama ligy grupé, kurias sukelia lasteliniai pokyciai, ver¢iantys
lasteles nekontroliuojamai augti, daugintis ir pasiskirstyti. Kai kurie Sios ligos tipai sukelia sparcia
lgsteliy proliferacija, kiti sulétina lasteliy dalijimasi ir augima [5]. Daugelis organizmo lgsteliy turi
fiksuota gyvavimo ir Zities cikla. Lasteliy mirtis yra normalus procesas, vadinamas apoptoze.
Sutrikus lgsteliy apoptozés mechanizmui, Sios pakeifia savo formg, struktiirg, architektiirg ir
funkcijg, tampa atipinémis. Atipinés lgstelés gali formuoti jvairias strukttras — pirminius auglius,
kurie dar vadinami piktybiniais navikais. Priklausomai nuo naviko tipo, liga gali progresuoti

plisdama j kitus audinius ar organus, tai vadinama metastazavimu [6].
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Piktybiniy naviko lgsteliy augimas ir metastazavimas j tolimesnius audinius ar organus yra
naviko progresavimo apraiSkos buidai, kurie tarpusavyje labai susije. Masyvis metastatiniai
pazeidimai sukelia sunkius organy nepakankamumus ar pacienty mirtj. Pirminio naviko invazijg i
aplinkinius audinius ir metastatiniy zidiniy formavimasj sudaro keletas etapy, kurie yra butini
s¢kmingam naviko vystymuisi bei tolimesniam progresavimui ir augimui: intravazacija, buvimas
ir islikimas sisteminéje kraujotakoje, ekstravazacija su naviko Igsteliy kolonizacija j organus ir
kliniskai aptinkamy metastaziy formavimas [7]. Naviko augima lydi padidéjes spaudimas
tarplastelinés medziagos struktiiroms, tuo tarpu audiniy mikroaplinka stengiasi i$laikyti funkcinj
— anatominj vientisumg didinant spaudimg naviko lgsteléms. Baziné membrana ir jvairis
aplinkinés stromos komponentai, padidéjes intersticinis spaudimas, ribotas deguonies tiekimas
naviko lgsteléms ir aktyviy deguonies formy susidarymas, hipoksijos salygos ir nuolatinis
imuninés sistemos lgsteliy poveikis riboja piktybiniy naviky augima [8]. Navikai gali biiti labai
heterogeniski. Vienos lIgstelés, dél paminéty veiksniy, gali regresuoti ir jas iStinka mirtis, kitos
kovoja su augimg ribojanciais veiksniais,taip jgauna agresyvy fenotipg ir galimybe progresuoti bei
metastazuoti. Piktybiniy Igsteliy atsiskyrimas nuo naviko masés, dél sumazéjusio intralgsteliniy
adhezijos molekuliy kiekio ar visisko jy praradimo, suteikia navikui galimybe¢ invazyviai augti.
Todé¢l Iastelés igyja itin didelj judruma, kuris leidZia prasiskverbti per tvirtus supancios stromos

strukttirinius elementus [9].

Yra Zinoma, kad naviko lgstelés, plintancios j aplinkinius audinius ir tolimesnius organus,
kopijuoja sveiky, ne piktybiniy lasteliy mechanizmus ir migracijos tipus fiziologiniuose
procesuose. Piktybinés lastelés, kurios panasios | sveikas lgsteles, sugeba aktyvuoti mechanizmus,
kurie pakeiCia lgstelés formg, sukuria salygas judéti, pertvarko aplinkinius audinius taip, kad
susiformuoty migracijos keliai. Taciau jos neturi fiziologiniy sustojimo signaly Siems procesams.
Tai yra pagrindinis skirtumas nuo sveiky lasteliy. Manoma, kad tai sukelia migracijos mechanizmy
kuirimg ir skatina naviko progresavima bei plitimg [10]. Piktybinés lastelés naudoja genetines
programas, kurios lemia invazyvy augima ir metastaziy galimybe. Pavyzdziui, leukocity judé€jimas
yra stebimas embriono vystymosi ir uzdegimo laikotarpiu [11]. Panasus sklaidos mechanizmas
budingas piktybinéms lgsteléms, navikui progresuojant ir metastazuojant. Taip pat kaip keliauja
viena lastelé, gali keliauti ir tvirtai sujungty naviko lasteliy grupés, tai vadinama kolektyvine
lasteliy migracija Sis migracijos tipas indukuoja audiniy persitvarkyma, taip piktybinés lastelés

placiai naudoja §j mechanizma invazijos ir metastazavimo procesuose [9].
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Kruties, endometriumo, prostatos, kolorektalinio vézio, nesmulkiyjy lasteliy plauciy
karcinomos, rabdomiosarkomos, melanomos ir ploks¢iyjy lasteliy karcinomos atvejais yra stebima
kolektyviné lasteliy migracija. Dalis piktybiniy lasteliy atsiskiria nuo naviko masés, prasiskverbia
1 aplinkinius audinius ir suformuoja trumpas juostas, klasterius ir placias sritis. Taip pat suformuoja
jvairias strukttiras kraujagyslés spindyje, tai atspindi daugybés struktiiriniy elementy dalyvavima
naviko invazijoje [12]. Judanti lasteliy grupé turi dvi pagrindines dalis: pirmaujanéig ir sekancig.
Pirmaujancios lastelés dazniausiai panaSios | mezinchimines lasteles, turi silpnai iSreikSta
struktiiring organizacija, o sekancios lastelés yra linkusios glaudziau susijungti, formuoti tubulines
struktiiras su glaudZiu intralgsteliniy rySiu. Pirmaujancios lastelés suformuoja iSaugas ir naudoja
integrinus susijungimui su citoskeleto aktino filamentais, sukelia ekstralgstelinio uZpildo

proteolitinj skaidyma, taip sukuriama erdvé naviko invazijai [9].

Naviky klasifikacija yra sudétinga ir kiekvienam atvejui individuali. Priklausomai nuo naviko
lokalizacijos, stuktiiros, architektiiros, plitimo ir kity parametry, nustatomas vézio tipas. Vienas
pagrindiniy naviko jvertinimy - TNM Kklasifikacijg. TNM koduoja trijy zymeny vertinimg: T —
jvertinamas naviko dydis ir aplinka, N - metastazés regioniniuose limfmazgiuose, M — tolimosios
metastazés kituose audiniuose ar organuose. Taip pat jvertinamas histologinis laipsnis: GX —
diferenciacijos laipsnio negalima jvertinti, G1 — gerai diferencijuotas, G2 — vidutiniskai
diferencijuotas, G3 — blogai diferencijuotas, G4 — nediferencijuojamas. Taip pat labai svarbus ir
limfovaskulinés invazijos (LVI) jvertinimas: O — limfovaskulinés invazijos néra arba
neidentifikuojama, 1 — stebima limfovaskuliné invazija, specifiskai nei§skiriama, 2 — stebima tik
limfinés sistemos ir smulkiyjy kraujagysliy invazija, 3 — stebima tik intraveniné invazija, 4 —
stebima limfovaskulin¢ (limfinés sistemos, smulkiyjy kraujagysliy ir veny) invazija, 9 —
limfovaskulinés invazijos negalima jvertinti [13,14]. Intraveninés naviky invazijos identifikavimui
yra biitina veny vizualizacija. Visy kraujagysliy, taip pat ir veny, sienelése yra elastiniy skaiduly

sluoksnis.

2.3. Elastinés skaidulos

Tai ekstralgstelinéje jungiamojo audinio dalyje esantis baltymy pluostas, sudarytas i$ baltymo
elastino Serdies, kuris apsuktas mikrofibrilémis (7 pav.). Elastinas yra gausiausias elastiniy
skaiduly baltymas, sudarantis net 90 % subrendusio pluosto. Sj baltyma koduoja genas esantis 7

chromosomos q11.2 srityje. Fibroblastai, lygiyjy raumeny lgstelés bei ausies kauselio chondrocitai
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sekretuoja tirpy Sio baltymo pirmtaka tropoelasting [15]. Tropoelastino molekulés susijungia
desmozino skersiniais rySiais. Tropoelasting sudaro viena polipeptidiné granding, kurios
konformacija yra netvarkinga spiral¢. Elastine yra daug desmozino skersiniy rySiy, todeél
subrendgs elastinas yra netirpus ir ypa¢ stabilus. Desmozino skersiniai ry$iai susidaro,
kovalentiskai jungiantis vienos lizino molekulés lieckanos aminogrupei su trimis alizino molekuliy
lieckanomis, centre susidarant pirimidino ziedui. Dazniausiai tokiais skersiniais rySiais
sujungiamos keturios polipeptidinés grandinés, reciau — dvi. Keturios polipeptidinés grandinés,
sujungtos tarpusavyje, sudaro elastino monomerus, kurie toliau jungiasi desmozino skersiniais

rySiais [16].

7 pav. Elastinés skaidulos strukttra

Mikrofibrilés sudarytos i§ trijy skirtingy fibrilino baltymy. Fibrilinai yra 350 kDa
glikoproteinai, kuriuos koduoja trys skirtingi genai (fibrilinai 1-3). Fibriling 1 koduoja genas
esantis 15 chromosomos q21.1 srityje. Sis fibrilinas yra gausiausias ir ekspresuojamas nuolatos,
nes yra biitinas mikrofibriliy homeostazei. Kai tuo tarpu fibrilinas 2 (koduoja genas esantis 5
chromosomos 23-g31 srityje) ir fibrilinas 3 (koduoja genas esantis 19 chromosomos p3 srityje)
ekspresuojami tik vystymosi metu. Visy trijy fibriliny ekspresija pasireiskia kraujagysliy,
kremzliy, kauly ir plauciy vystymose procese. Taciau stebima ir audiniui specifiSka ekspresija:
fibrilinas 1 — dermoje, fibrilinas 2 — periferiniuose nervuose, fibrilinas 3 — kremzlése,

perichondriume bei besivystan¢iuose bronchuose [17].

Subrendusiy elastiniy skaiduly architektiira yra sudétinga ir audiniui specifiska, tai atsispindi

ju funkcijose skirtinguose audiniuose. Elastiniy skaiduly pluostas, kurj atskiria lygiyjy raumeny
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lastelés, medialiniame aorty ir arterijy sluoksnyje suteikia Sioms kraujagysléms elastingumo ir
atsparumo. Plauciuose elastinés skaidulos sutinkamos ne tik kraujagysliy sienelése, bet ir
alveolése, tai padeda plauciams atlikti kvépavimo funkcijg. Taip pat Sios skaidulos i§sidésto odoje,
retikulinéje dermoje, horizontaliai suformuodamos stora sluoksnj, ausies kauselio kremzléje
plonas pluostas jsiterpia tarp kolageno skaiduly, lanks¢iuose raiS¢iuose yra nemazas kiekis

elastiniy skaiduly, taciau labai mazas kiekis sausgyslése [16].

Zmogui senstant, sensta ir elastinés skaidulos, todé¢l pasireiskia fiziniai ir biocheminiai
poky¢iai. Stebimi skaiduly ply§imai, fragmentacija ar praradimas. Sie pakitimai gali sukelti
patologines biikles, tokias kaip aorty aneurizmos, plauciy emfizema, degeneraciniai odos pokyciai
[18]. Nenormali elastiniy skaiduly fiziologija stebima ir esant paveldimoms jungiamojo audinio
ligoms. Fibrilino 1 mutacijos lemia Marfano sindroma, kuris pasireiskia Sirdies ir kraujagysliy
sistemos, akiy ir skeleto defektais. Fibrilino 2 mutacijos sukelia jgimta sutarting arachnodaktika,
kurios simptomai pasireiSkia akyse ir skeleto sistemoje. Elastino mutacijos sukelia Williams

sindromg, supravalvuliaring stenozg ir cutis laxa [16].

Hematoksilino — eozino dazymas specifiskai negeba iSryskinti elastiniy skaiduly, jy
vizualizacijai naudojami kiti specifiniai dazymai: Van Gieson elastikai, Verhoeff elastikai, Russell

Movat pentachrome ir kt.

2.4. Elastiniy skaiduly daZzymo metodai

Verhoeff elastikai metodas paremtas labai dideliu elastiniy skaiduly afiniSkumu gelezies
hematokslinui. Tikslus elastiniy skaiduly susijungimas su hematokslinu néra nustatytas. Manoma,
kad sgveika paremta vandeniliniy ry$iy susidarymu. Diferenciacijai naudojamas gelezies
chloridas, kuris pasalina gelezies hematoksilino pertekliy i§ aplinkiniy audinio struktiiry, taciau
branduoliai ir elastinés skaidulos iSlieka juodos spalvos (2 pav.). Gelezies hematoksilino tirpalas
savo sudétyje turi jodo, kurio perteklius paSalinamas naudojant natrio tiosulfatg. Kontrastui suteikti
dazniausiai naudojamas pikrofuksino tirpalas, kuris suteikia kolagenui raudong atspalvj, kitiems
audinio elementams — geltona. Sis metodas yra regresyvus, nes reikalauja perteklinio audinio
dazymo ir diferenciacijos. Diferenciacija labai priklauso nuo audinio kilmés, paruos$imo ir pjivio

storio, todél tai yra vienas i$ $io metodo trikumy [19].
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2 pav Verhoeff elastikai dazymo metodu vizualizuotas pleuros elastlnlq skaldulq sluoksnis.
Elastinés skaidulos ir branduoliai — juodos spalvos.

Van Gieson elastikai metodo principas labai panasus | Verhoeff. Pagrindinis $iy metody
skirtumas — hematoksilinas. Pirmiausia audinys paveikiamas rezorcino fuksino tirpalu, kuris
sudaro kompleksus su elastinéms skaidulomis. Prie Siy kompleksy jungiasi Weigert gelezies
hematoksilinas, kuris suteikia elastinéms skaiduloms pilksvai juoda splava, o branduoliams juoda

spalva. Kontrastavimas taip pat atlickamas naudojant pikrofuksino tirpala [20].

3 pav. Van Gieson elastikai metodu daZytas inksty audinio pjavis. Elastinés skaidulos —
pilksvai juoda spalva, branduoliai — juoda spalva.
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Vienas i§ re¢iausiai naudojamy metody — Russell Movat Pentachrome. Sis dazymas reikalauja
daug kasty, laiko ir technologo patirties, ta¢iau gaunami rezultatai atitinkamai labai geri. Dazymo

pavadinimas nurodo, kad iSgaunamas net penkiy spalvy spektras. Elastiniy skaiduly isrySkinimo

principas paremtas Verhoeff metodu [3], elastinés skaidulos iSrySkinamos juoda spalva (4 pav.).

Sl . S L S W

pav. Russell Movat Pentachrome metodu dazytas arterijos sienelés pjuvis, elastinés
skaidulos — juoda spalva.

Siuose trijuose metoduose elastiniy skaiduly vizualizavimui naudojama jy saveika su geleZies
hematoksilinu. Visi metodai turi du pagrindinius trikumus: dél geleZzies hematoksilino
nestabilumo, tirpalai turi bti ruo$iami ex tempore, tai apsunkina preparato gamybg dél laiko
sanaudy ir kasty; daznai stebimas prastas dazo pasisavinimas bei jo pertekliaus pasalinimas i§
aplinkiniy audiniy, todél stebimas fonuojantis dazymas, sunku jvertinti branduolius ir Kitas
aplinkines audinio struktiiras. Kai kuriose laboratorijose elastiniy skaiduly iSrySkinimui
naudojamas Orseino dazymo metodas, kurio principas néra paremtas elastiniy skaiduly ir gelezies

hematoksilino sgveika. [20].
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2.5. Orseino dazymo metodas

Orseinas histochemijoje pirmg karta panaudotas 1950 metais, i§ kerpiy iSskirta orcinolj
paveikus amoniaku. Tiksli Sio dazo struktiira ilgg laikg nebuvo atrasta. Nusta¢ius cheming formule
C28H24N207, pradéta sintetinio orseino gamyba. Tai hidroksiorseino, aminoorseino ir
aminoorseiniminy misinys [21]. Populiariausias daZymo metodas, kuriam naudojamas orseinas -
Shikata modifikacija. Pirmiausia audinys yra oksiduojamas riigs¢iu kalio permanganatu, perteklius
paSalinamas oksalo riigtimi. Oksiduotas audinys stipriau saveikauja su orseino dazais. Sis
dazymas vizualizuoja ne tik elastines skaidulas, bet ir su variu susijusius baltymus, sulfatuotus
mucinus bei hepatito B viruso pavirSiaus antigenus (HbsAg). Dazniausiai §is dazymo metodas

naudojamas hepatito B diagnostikai. Hepatocituose stebimi citoplazmos intarpai, kurie nusidazo

rausvai ruda spalva (5 pav.) [22].

. - g2
e 2 N SRt :?;;'-"’ = b .f.
5 pav. Orseino dazymo metodu iSrySkinti HBsAg kepeny bioptate

Elastiniy skaiduly sgveika su orseinu vis dar néra aiski. Manoma, kad susidaro elektrostatinis
rySys, kuris tikrai néra joninio tipo. Elastinés skaidulos, kaip ir HbsAg, nusidazo rausvai ruda
spalva, aplinkinés struktiiros $viesiai rausva (6 pav.) [23]. Visos vizualizuotos audinio struktiiros
yra panasaus atspalvio, nes §is dazymas neturi kontrastavimo etapo, tai apsunkina paciy elastiniy

skaiduly identifikavimg, ypa¢ esant maziems elastiniy skaiduly kiekams ir ploniems pluoStams.
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6 pav. Orseino dazymo metodu rausvai ruda spalva isryskintos elastinés skaidulos kepeny

bioptate

Atsizvelgiant j aptarty elastiniy skaiduly vizualizavimo metody trikumus, Sio darbo tyrimui
pasirinkta modifikuoti HE daZzymo metoda siekiant iSrySkinti elastines skaidulas ir pritaikyti

metodg intraveninés naviky invazijos diagnostikai.
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3. TYRIMO METODIKA

3.1. Tyrimo metodai

Literatiros apzvalga. ISnagrinéta literatiira apie HE dazymo metoda, elastinéms skaiduloms

vizualizuoti naudojamus dazymo metodus ir intraveninés naviko invazijos diagnostikos reik§me.

Eksperimentai. Sis metodas taikytas norint modifikuoti §iuo metu praktikoje naudojamam

Hematoksilino - eozino dazymo metodui, suteikiant jam savybe iSryskinti elastines skaidulas.

Eksperimento metu sukurto metodo HE_ORS ir HE jvertinimy rezultaty statisting analizé. Sis

metodas pasirinktas norint jsitikinti naujo dazymo stabilumu ir diagnostine reikSme.

3.2. Tyrimo eiga

Tyrimas buvo atliektas Valstybiniame patologijos centre nuo 2018 m. sausio 2 d. iki 2019
m. geguzés 3 d. Patologijos technologijy laboratorijoje buvo suteiktos visos galimybés

kokybiSkam tyrimo atlikimui bei rezultaty vertinimui.

3.2.1. Eksperimentai

Eksperimentams atlikti tiriamgja medZiaga parinkti kontroliniai storosios Zarnos ir plauciy
naviky mikropjiviai. Audiniy mikropjtiviai paruosti jprasta FFPI (formaline fiksuota, parafine
impregnuota) technika. Atlikta 14 skirtingy dazymo variacijy. Visi mikropjliviai prie$
eksperimentus deparafinizuoti pagal Valstybiniame patologijos centre taikoma procedira (1

lentelé¢). Bandymy metu pagaminti preparatai vertinti kartu su gydytoju patologu.
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1 lentelé. Valstybinio patologijos centro deparafinizacijos procedira

Eil. Nr. | Reagentas Laikas
1. Mikropjiiviy dziovinimas 60°C temperatiiros termostate 20 min.
2. Ksilenas 2 min.

3. Ksilenas 2 min.

4. Ksilenas 2 min.

5. Izopropilo alkoholis 1 min. 20 s.
6. Izopropilo alkoholis 1 min. 20 s.
7. Izopropilo alkoholis 1 min. 20 s.
8. 96% etilo alkoholis 1 min. 20 s.
9. Distiliuotas vanduo Skalauti

Bandymais buvo siekiama HE dazymo metoda modifikuoti, suteikiant galimybe iSrySkinti

elastines skaidulas ir iSlaikyti HE dazymo metodo savybes.

3.3.1.1. HE daZymo modifikacijos su rezorcino fuksino tirpalu

Rezorcino fuksino tirpalas buvo panaudotas 4 bandymuose. Pirmi trys bandymai atlikti su

skirtingais $io tirpalo iSlaikymais — 5, 2, ir 1 minute (2 lentelé). Rezultatai lyginti su HE metodu

dazytu kontroliniu pjiviu.
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2 lentelé 1, 2, 3 bandymy procediros, HE dazymo modifikacijos su rezorcino fuksino tirpalu

alkoholis, ksilenas

Eil. Reagentas 1 bandymas | 2 bandymas | 3 bandymas
Nr.
1. | Filtruotas rezorcino  fuksino 1 min. 2 min. 5 min.
tirpalas
2. | Kambario temperatiiros vanduo Skalauti
3. | Rugstus alkoholis Diferencijuoti 1-2 s.
4. | Kambario temperatiros tekantis 3 min.
vanduo
5. | Mejerio hematoksilinas 5 min.
6. | 0,1% Amonio vanduo 1 min.
7. | Kambario temperatiros tekantis 3 min.
vanduo
8. | 96% etilo alkoholis Skalauti
9. | Eozino tirpalas (alkoholinis) 1 min.
10. | 96 % etilo alkoholis, izopropilo Skalauti

Visy bandymy rezultatuose stebimas elastiniy skaiduly iSrySkinimas nuo Sviesiai iki

tamsiai violetinés spalvos. Taciau rezorcino fuksino tirpalas sumazina HE dazymo specifiSkuma:

stebimi hiperbazofiliniai branduoliai, citoplazma varijuoja nuo itin ryskios rozinés iki $viesiai

violetinés, stebimas silpnas kontrastingumas tarp bazofiliniy ir eozinofiliniy struktiiry, eritrocitai

itin rySkios raudonos spalvos. Esant intensyvesniam violetinés spalvos ekspresyvumui aplinkinése

audinio struktiirose, mazéja ir elastiniy skaiduly iSsiskyrimas (8 pav.).
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8 pav. HE dazymo modifikacijos su rezorcino fuksino tirpalu

Isitikinti, kad rezorcino fuksinas néra tinkamas HE modifikacijai, atliktas dar vienas
bandymas. AtvirkStinis variantas, pirmiausia naudojant hematoksiling, ji iSrySkinus amonio

vandeniu ir paveikiant audinj rezorcino fuksinu (3 lentelé).
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3 lentelé. 4 bandymo procediira, atvirkstiné HE modifikacija su rezorcino fuksino tirpalu

Eil. Nr. | Reagentas 4 bandymas

1. Mejerio hematoksilinas 5 min.

2. 0,1% Amonio vanduo 1 min.

3. Kambario temperatiiros tekantis vanduo 3 min.

4. Filtruotas rezorcino fuksino tirpalas 1 min.

5. Kambario temperatiiros vanduo Skalauti

6. Riigstus alkoholis Diferencijuoti 1-2 s.
7. Kambario temperattiros tekantis vanduo 3 min.

8. 96% etilo alkoholis Skalauti

9. Eozino tirpalas (alkoholinis) 1 min.
10. | 96 % etilo alkoholis, izopropilo alkoholis, ksilenas Skalauti

4 bandymo rezultatai labai neinformatyviis, elastinés skaidulos iSrySkintos §viesiai violetine
spalva tik stambiose kraujagyslése, kuriose jy gausu, taciau smulkesnése kraujagyslése
neidentifikuojamos. Branduoliai silpnai bazofiliski (9 pav.). Sio bandymo rezultatai neturi
pridétings vertés lyginant su HE metodu. Gavus diagnostikai netinkamus bandymy rezultatus,

elastiniy skaiduly iSrySkinimui iSbandytas Orseino tirpalas.
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9 pav. 4 bandymas, atvirkstiné HE dazymo modifikacija su rezorcino fuksino tirpalu
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3.3.1.2. HE dazymo modifikacijos su Orseino tirpalu

Pradinis Orseino iSlaikymas pasirinktas pagal laboratorijoje naudojamg Orseino dazymo
metoda — 1 valanda, 60°C temperatiiroje. Tolimesné dazymo eiga jprasta HE dazymo procedura

(4 lentelé).

4 lentelé. 5 bandymo procediira, HE dazymo modifikacijos su Orseinu procediira

Eil. Nr. | Reagentas 5 bandymas

1. Orseino tirpalas 1 val. 60°C temperatiiroje
2. Kambario temperatiiros vanduo Skalauti

3. Mejerio hematoksilinas 5 min.

4, Kambario temperatiiros vanduo Skalauti

5. 0,1 % Amonio vanduo 1 min.

6. Kambario temperatiiros tekantis vanduo 3 min.

7. 96% etilo alkoholis Skalauti

8. Eozino tirpalas (alkoholinis) 1 min.

9. Etilo alkoholis, izopropilo alkoholis, ksilenas Skalauti

5 bandymo metu elastinés skaidulos iSryskintos ryskiai raudona spalva tiek stambiose (9 pav.)
tiek smulkiose kraujagyslése (10 pav.), stebimi ir ploni skaiduly pluostai aplinkiniame audinyje.
HE metodo savybés pakinta: branduoliai nusidaZo nuo rusvai violetinés iki pilkos spalvos, stebima

hipereozinofilija tiek citoplazmoje, tiek ekstralgstelinéje audinio dalyje (10 pav.).
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10 pav. 5 bandymas, HE dazymo modifikacija su Orseinu, elastiniy skaiduly iSryskinimas

smulkiose kraujagyslése

Tolimesniems bandymas pasirinktas Orseino tirpalo iSlaikymas kambario temperatiiroje (6
bandymas). Taip pat iSbandyta diferenciacija su rigsc¢iu alkoholiu, pasalinant Orseino pertekliy (7

bandymas).
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6 lentelé. 6 ir 7 bandymy procediros, HE modifikacijos su Orseino iSlaikymu kambario
temperatiiroje

Eil. Nr. | Reagentas 6 bandymas | 7 bandymas
1. Orseino tirpalas 1 val.
2. Kambario temperattros vanduo Skalauti
3. Riigstus alkoholis - Diferencijuoti 1-2 s.
4. Kambario temperatiiros tekantis vanduo - 3 min.
5. Mejerio hematoksilinas 5 min.
6. 0,1 % Amonio vanduo 1 min.
7. Kambario temperattiros tekantis vanduo 3 min.
8. 96 % etilo alkoholis Skalauti
9. Eozino tirpalas (alkoholinis) 1 min.
10. | Etilo alkoholis, izopropilo alkoholis, Skalauti
ksilenas

5 ir 6 bandymo (11 pav.) rezultatai vizualiai nesiskiria, taiau 7 bandyme (12 pav.) paveikus
audinj ragséiu alkoholiu, stebimas silpnesnis hipereozinofiliSkumas, elastiniy skaiduly ir
branduoliy isrySkinimas nesiskiria. Siekiant sumazinti Orseino jtaka HE, atlikti bandymai su

trumpesniu Orseino i$laikymu: 30 min., 15 min., 8 min. (7 lentele).
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11 pav. 6 bandymas, HE modifikacija su Orseino tirpalo i§laikymu kambario temperatiiroje,
nediferencijuota. Elastinés skaidulos ryskiai raudona spalva (juoda rodyklé)

i e sk S REW i THY i F
12 pav. 7 bandymas, HE modifikacija su Orseino tirpalo i§laikymu kambario temperatiiroje,
diferencijuota. Elastinés skaidulos rySkiai raudona spalva (juoda rodyklé)
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7 lentelé. 8, 9, 10 bandymy procediiros, HE modifikacijos su skirtingu Orseino ekspozicijos laiku

Eil. Nr. | Reagentas 8 9 10
bandymas | bandymas | bandymas
1. Orseino tirpalas 30 min. 15 min. 8 min.
2. Kambario temperatiiros vanduo Skalauti
3. Riigstus alkoholis Diferencijuoti 1-2 s.
4, Kambario temperatiiros tekantis 3 min.
vanduo
5. Mejerio hematoksilinas 5 min.
6. 0,1 % Amonio vanduo 1 min.
7. Kambario temperattiros tekantis 3 min.
vanduo
8. 96 % etilo alkoholis Skalauti
9. Eozino tirpalas (alkoholinis) 1 min.
10. Etilo alkoholis, izopropilo alkoholis, Skalauti
ksilenas

Ivertinus 8 (13 pav.), 9 (14 pav.) ir 10 (15 pav.) bandymy rezultatus, stebima ryski Orseino
jtaka HE daZymui. Kuo ilgesnis Orseino i§laikymas, tuo rySkesnés elastinés skaidulos, ta¢iau HE
informatyvumas mazéja. Elastiniy skaiduly rySkumas 7 ir 8 bandymo rezultatuose yra labai
panasus, todél optimalus Orseino i§laikymas pasirinktas 30 minuciy. Nors elastinés skaidulos gerai
identifikuojamos, HE hipereozinofilija yra netinkama diagnostikai. Atliktas bandymas su

trumpesniu Mejerio hematoksilino ir eozino iSlaikymu (8 lentelé).
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13 pav. 8 bandymas, HE modifikacija su Orseino tirpalo i$laikymu 30 minu¢
skaidulos raudona spalva (juodos rodyklées).
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14 pav. 9 bandymas, HE modifikacija su Orseino tirpalo i§laikymu 15 minuéiy. Elastinés
skaidulos rausva spalva (juodos rodyklés).

29



e

%ﬁ‘;ﬂ 2 § Rt AP m;//:;:-..\ DA A i VN " o '
15 pav. 10 bandymas, HE modifikacija su Orseino tirpalo i§laikymu 8 minutes.
skaidulos Svelniai rausvos spalvos (juodos rodyklés).
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8 lentelé. 11 bandymo procedira, HE modifikacija su trumpesniu HE ir eozino i§laikymu

Eil. Nr. | Reagentas 11 bandymas
1. Orseino tirpalas 30 min.
2. Kambario temperatiiros vanduo Skalauti
3. Riigstus alkoholis Diferencijuoti 1-2 s.
4. Kambario temperatiiros tekantis vanduo 3 min.
5. Mejerio hematoksilinas 3 min.
6. 0,1 % Amonio vanduo 1 min.
7. Kambario temperattiros tekantis vanduo 3 min.
8. 96 % etilo alkoholis Skalauti
9. Eozino tirpalas (alkoholinis) 30s.
10. Etilo alkoholis, izopropilo alkoholis, ksilenas Skalauti

11 bandymo metu gauti rezultatai taip pat nebuvo tinkami diagnostikai. Nors elastinés
skaidulos i8rySkintos gerai, HE savybés yra nepakankamos tinkamai jvertinti preparata, iSlieka
branduoliy nusidazymas nuo rusvai violetinés iki pilkos spalvos, stebima hipereozinofilija tiek

citoplazmoje, tiek ekstralgstelinéje audinio dalyje (16 pav.). Atlikti bandymai suteiké informacijos
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apie bandymuose naudojamy reagenty saveika, taCiau nuspresta tolimesnius bandymus atlikti
nesiekiant i§saugoti HE dazymo savybiy. Pagrindiné uzduotis — sukurti HE modifikacija siekiant

maksimalios elastiniy skaiduly vizualizacijos. Siam tikslui pasiekti pasirinkta prie§ dazyma

oksiduoti audinj kalio permanganatu, pertekliy paSalinant su oksalo rtigstimi (9 lentelé).
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16 pav. 11 bandymas, HE modifikacija su trumpesniu HE ir eozino i§laikymu. Elastinés
skaidulos rausva spalva (juodos rodyklés).
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9 lentelé. 12 bandymas, HE modifikacija su oksidacija

ksilenas

Eil. Nr. | Reagentas 11 bandymas
1. Riigstus kalio permanganato tirpalas 15 min.
2. Distiliuotas vanduo Skalauti
3. 5 % oksalo riigsties tirpalas Skalauti, kol iSbluks pjiivio spalva
4. Distiliuotas vanduo Skalauti 10 karty
5. Orseino tirpalas 30 min.
6. Kambario temperatiiros vanduo Skalauti
7. Riigstus alkoholis Diferencijuoti 1-2 s.
8. Kambario temperatiiros tekantis vanduo 3 min.
9. Mejerio hematoksilinas 3 min.
10. 0,1 % Amonio vanduo 1 min.
11. Kambario temperatiiros tekantis vanduo 3 min.
12. 96 % etilo alkoholis Skalauti
13. Eozino tirpalas (alkoholinis) 30s.
14, Etilo alkoholis, izopropilo alkoholis, Skalauti

12 bandymo metu puikiai iSryskintos elastinés skaidulos — rySkiai raudona, branduoliai rusvai

violetine, citoplazma Sviesiai violetine spalvomis (17 pav.). Siekiant didesnio kontrastingumo tarp

elastiniy skaiduly ir aplinkiniy struktiiry, nuspresta eozing pakeisti darbiniu Light green tirpalu ir

iSbandyti skirtingus jo iSlaikymus (10 lentel¢).
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17 pav. 12 bandymas, HE modifikacija su oksidacija. Elastinés skaidulos ryskiai raudona
splava (juodos rodyklés).

10 lentelé. 13 ir 14 bandymy procediiros, HE modifikacijos su darbinio Light green tirpalo

i§laikymu 1 ir 3 minutes

Eil. Nr. Reagentas 13 bandymas 14 bandymas
1. Riigstus kalio permanganato tirpalas 15 min.
2. Distiliuotas vanduo Skalauti
3. 5 % oksalo riigsties tirpalas Skalauti, kol i§bluks pjiivio spalva
4, Distiliuotas vanduo Skalauti 10 karty
5. Orseino tirpalas 30 min.
6. Kambario temperattros vanduo Skalauti
7. Riigstus alkoholis Diferencijuoti 1-2 s.
8. Kambario temperatiiros tekantis vanduo 3 min.
9. Mejerio hematoksilinas 3 min.
10. 0,1 % Amonio vanduo 1 min.
11. Kambario temperatiiros tekantis vanduo 3 min.
12. Light green tirpalas 3 min. 1 min.
13. Etilo alkoholis, izopropilo alkoholis, Skalauti
ksilenas
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13 (18 pav.) ir 14 (19 pav.) bandymy rezultatai labai panasiis. Elastinés skaidulos iSrySkintos
tamsiai raudona spalva, branduoliai tamsiai violetiniai, citoplazma nuo Sviesiai iki tamsiai
violetinés, eritrocitai — ryskiai Zalia spalva, kitos aplinkinés audinio struktiiros Zalsva spalva. Siy
bandymy metu gautas labai rySkus elastiniy skaiduly vizualizavimas, branduoliai gerai
identifikuojami, kas retai stebima dazant metodais su gelezies hematoksiliny. Pakeitus eozing
darbiniu Light green tirpalu, stebimas rySkus elastiniy skaiduly ir kity audinio struktiry

kontrastingumas. 14 bandymo rezultatuose stebimas tolygesnis, Sviesesnis ir skaidresnis struktiry

dazymasis, todél jis pasirinktas galutine HE dazymo modifikacija (HE_ORS).

18 pav 13 bandyrnas HE modlﬁkacua su darblmo nght green tlrpalo 1sla1kyrnu 3 minutes.
Elastinés skaidulos — raudonai, lastelés — mélynai, aplinkinés struktiiros — melsvai

19 pav 14 bandymas galutlne HmodlflkaCIJa Su darblnlo nght green tirpalo 1sla1kymu 1
minute. Elastinés skaidulos — raudonai, 1astelés — mélynai, aplinkinés struktiiros — melsvai
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3.2.2. Tyrimas

Sio tyrimo metu palygintos ir jvertintos HE ir HE ORS daZymy metody galimybés

iSrySkinant branduolius, elastines skaidulas bei vizualizuojant intravening naviko invazijg.

3.2.2.1. Tyrimo duomenys

Tyrimui buvo pasirinkta 30 atsitiktiniy atvejy, 20 storosios Zarnos fragmenty su naviku ir
10 plauciy fragmenty su naviku. Tiriamieji audiniai buvo atrinkti tikimybinio pasirinkimo tiksliniu

budu, atsizvelgiant j galimybe jvertinti intravening naviko invazija.

Atsizvelgiant | gydytojy patology pastabas ir pasitilymus, buvo pasirinkta HE ORS
metodu nudazyti visy atvejy pjavius, kuriuose yra navikas. Tyrimo metu gydytojo patologo pirmi
mikroskopuoti HE metodu dazyti visi atvejo pirminiai preparatai, jvertinus HE mikroskopuoti
HE ORS metodu dazyti naviko preparatai. Vertinimui paruostos anketos, kiekvieno atvejo
rezultatai suzyméti lentelése (11 lentelé), tinkamg variantg pazymint varnele. Rezultatai pateikiami

balais:

e Elastinés skaidulos ir branduoliai: 0 — neidentifikuojama, netinkama diagnostikai;
1 —silpnai i8rySkinta, nepakanka diagnostikai; 2 — patenkinamai iSrySkinta, tinkama
diagnostikai; 3 — gerai i$rySkinta, tinkama diagnostikai.

e Intraveniné naviko invazija: 0 — nevertinama, neinformatyvus preparatas; 1 —
intraveniné naviko invazija néra stebima, tinkama diagnostikai; 2 — intraveniné
naviko invazija jtariama, nepakanka diagnostikai; 3 — nustatyta intraveniné

invazija.
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11 lentelé. HE ir HE ORS dazymo metody jvertinimo lentelé

Hematoksilinas — eozinas (HE) 0 1 2 3

Elastinés skaidulos

Branduoliai

Intraveniné naviko invazija

Hematoksilinas — orseinas — light green (HE_ORS)

Elastinés skaidulos

Branduoliai

Intraveniné naviko invazija

Pastabos

3.2.2.2.Statistiné analizé

Surinkus visus duomenis atlikta statistiné analizé su Microsoft Excel ir R commander
programomis. Jvertinta branduoliy ir elastiniy skaiduly vizualizacijos skirtumai HE ir HE_ORS
metodais dazytuose preparatuose. Taip pat iSanalizuoti ir palyginti intraveninés naviko invazijos

vertinimai HE ir HE_ ORS metodais dazytuose preparatuose.

Taikytas Vilkoksono Zenkly kriterijus, Sis kriterijus skirtas palyginti dvi neparametrines
susijusias imtis. Apskai¢iuojami imties tiriamyjy skirtumai tarp susijusiy grupiy, jie iSranguojami
ir gautos medianos palyginamos su nulinés hipotezés mediana. Nuliné hipotezé laikoma, kad
susijusiy im¢iy medianos yra lygios. Maziausiu kriterijaus reik§Smingumo lygmeniu pasirinktas

p=0,05.
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4. TYRIMO REZULTATAI

ISanalizavus elastiniy skaiduly iSryskinimo vertinimo rezultatus HE ir HE_ ORS metodais
dazytuose praparatuose, stebimas didelis HE ORS metodo pranasumas. Elastinés skaidulos
neidentifikuojamos net 66,67 % HE metodu dazytuose preparatuose ir tik 33,33 % patenkinamai.
HE ORS metodu elastinés skaidulos gerai iSrySkintos net 76,67 % preparaty, patenkinimai 23,33
% (19 pav.). Pritaikius Vilkoksono kriterijy, stebime statistiSkai reik§mingg HE ORS pranasumag

iSryskinant elastines skaidulas (p<0,001).

76.67
80
66.67

70

60
= 50
%)
g 40 33.33 m Elastinés skaidulos HE
>
N 2333 ® Elastinés skaidulos HE ORS
I 30

20

10 g i

0
0 1 2 3
Balai

19 pav. Elastiniy skaiduly iSrySkinimo vertinimai HE ir HE_ORS dazymo metodais

Ivertinus branduoliy vizualizacija, stebimi prieSingi rezultatai nei elastiniy skaiduly.
Tinkamam branduoliy iSrySkinimui pranaSesnis HE dazymas. Gera branduoliy vizualizacija
stebima net 96,67 % atvejy HE dazyty preparaty ir tik vienas tiriamasis jvertintas patenkinamai,
tai sudaro 3,33 %. HE_ORS metodas branduoliy vizualizacijai daugiausiai jvertintas 2 balais —
patenkinamai, net 43,33 %, gerai jvertinta 36,67% ir 20% jvertinta 1 balu, kurie netinkami
diagnostikai (20 pav.). Pritaikius Vilkoksono kriterijy gauti statistiSkai reikSmingi rezultatai

(p<0,001) jrodo, kad branduoliy vizualizacijai tinkamesnis yra HE metodas.
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20 pav. Branduoliy iSrySkinimo vertinimai HE ir HE_ORS dazymo metodais

Intraveninés naviko invazijos vertinimas skKiriasi nuo elastiniy skaiduly ir branduoliy
vertinimo. [vertinus HE metodu dazytus preparatus, intraveniné naviko invazija nustatyta 13,33 %
atvejy, itariama 23,33% atvejy ir nenustatyta beveik pusei tiriamyjy 46,67 %. Ivertinus ty paciy
atvejy HE ORS metodu daZytus naviky pjivius, intraveniné naviko invazija nustatyta net 14
atvejy (46,67 %) (21 pav.). Isanalizavus Siy 14 atvejy HE vertinimus, nustatyta, kad net 6 atvejuose
jvertinus HE metodu dazytus preparatus intraveniné naviko invazija buvo klaidingai neigiama, 3
atvejuose jtariama, vienas atvejis nevertinamas. Taigi, jvertinus pirminius HE preparatus, net 30
% atvejy jvertinti klaidingai, i§ kuriy 60 % atvejy su intravenine naviko invazija jvertinti kaip
klaidingai neigiami. Pritaikius Vilkoksono kriterijy stebimas statistiSkai reikSmingas skirtumas

tarp intraveninés naviko invazijos jvertinimo HE ir HE_ORS metodais (p=0,004).
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21 pav. Intraveninés naviko invazijos vertinimai HE ir HE_ORS dazymo metodais
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5. TYRIMO REZULTATU ANALIZE IR APIBENDRINIMAS

5.1. Eksperimenty rezultaty apibendrinimas

Atlikta 14 eksperimenty, 4 bandymai paremti elastiniy skaiduly iSrySkinimu rezorcino fuksino
ir hematoksilino sgveika, kiti 10 orseino sgveika su elastinémis skaidulomis. Panaudojus rezorcino
fuksino tirpala, gauti rezultatai nebuvo tinkami elastiniy skaiduly iSryskinimui, o HE metodo
savybés stipriai pakito. Tolimesniems bandymams naudotas orseino tirpalas. Parinkus optimaly
orseino iSlaikyma, stebimas geras elastiniy skaiduly iSryskinimas, taciau HE savybés netinkamos
diagnostikai. Nuspresta pakeisti paskutiniy eksperimenty kryptj, pagrindinis siekis — kuo geresnis
elastiniy skaiduly vizualizavimas. Paskutinio eksperimento metu (HE_ORS) pasiektas tikslas:
elastinés skaidulos iSrySkintos tamsiai raudona spalva, branduoliai - tamsiai violetine, citoplazma
- nuo Sviesiai iki tamsiai violetinés, eritorcitai — ryskiai Zalia, kitos aplinkinés audinio struktiiros —
melsvai Zalia spalva. Zalios ir raudonos spalvos kontrastingumas suteikia audiniui itin rysky
elastiniy skaiduly vizualizavimg. Galima i$skirti du pagrindinius §io metodo pranasumus pries
kitus elastiniy skaiduly vizualizavimo metodus: visi dazymo reagentai gali biiti naudojami ilga
laiko tarpa, nereikalauja ex tempore gamybos; naudojamas Mejerio hematoksilinas nudazo tik
bazofilines audinio struktiiras, perteklius lengvai pasisalina praplovimo metu ir néra paveikiamos
kitos audinio strukturos. Elastinés skaidulos puikiai iSrySkinamos ne tik stambiose kraujagyslése,
kur gausiis jy kiekiai, bet taip pat ir kitose audinio struktiirose, pavyzdziui plauciy alveoliy

sienelése (22 pav.) ar smulkiose kraujagyslése (23 pav.), kur stebimi ploni skaiduly pluostai.
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23 pav. Raudonos elastinés skaidulos, storosios Jarnos smulkiosiose kraujayslse (baltos
rodyklés), HE ORS dazymo metodas

41



5.2. Tyrimo rezultaty apidendrinimas

Tyrimas atliktas su 30 atvejy, kuriuose buvo galima intraveniné naviko invazija. Jvertinus
dazyma ir palyginus ji su HE dazymu, kaip ir tikétasi, gauti statistiSkai reikSmingi rezultatai. HE
metodas néra skirtas elastiniy skaiduly vizualizavimui, stebimi tik itin stambs pluostai stambiose
kraujagyslése. HE ORS metodas puikiai jas iSryskina, tai atsispindi ir gautuose rezultatuose: net
76,67 % HE ORS dazZyty preparaty elastinés skaidulos gerai iSryskintos, o HE metodu beveik
tiek pat, net 66,67 % yra neidentifikuojamos. Tac¢iau, HE metodas turi labai didelj pranasuma
branduoliy vizualizacijoje, beveik visy (96,67 %) atvejy branduoliy iSrySkinimas jvertintas gerai,
o HE ORS tris kartus maziau (36,67 %). Intraveninés naviko invazijos vertinimas nustebino
labiausiai. Jvertinus HE dazytus preparatus intraveniné naviko invazija nustatyta 4 atvejuose,
papildomai jvertinus HE ORS preparatus, skaiCius iSaugo iki 14 atvejy. Tai leidzia teigti, kad
diagnostinj procesg papildzius naviko mikropjiiviy dazyma HE ORS metodu, galima tikétis net
iki 30 % daugiau teigiamy rezultaty. ISanalizavus atvejy, kuriuvose po HE ORS vertinimo
nustatyta intraveniné naviko invazija preparatus, stebimas labai jvairus naviko invazyvumas. (24,

25, 26 pav.),

: ; Bk A4
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24 pav. Storosios zarnos naviko pjuvis. HE preparate intrav
HE_ORS metodu iSryskintos elastinés skaidulos tamsiai raudona spalva, intraveniné naviko
invazija identifikuojama (B) (1)

42



24 p}iv. Storosios Zarnos naviko pjuvis. HE preparate intraveniné naviko nvazija nestebima
(A). HE_ORS metodu iSryskintos elastinés skaidulos tamsiai raudona spalva, intraveniné
naviko invazija identifikuojama (B) (I1)

AL o0 g iy it i 5 - R O PAERT % 3 Aty
26 pav. Plaucio naviko pjiivis. HE preparate intraveniné naviko invazija nestebima (A).
HE_ORS metodu i8ryskintos elastinés skaidulos tamsiai raudona spalva, intraveniné naviko
invazija identifikuojama (B)
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6. ISVADOS IR REKOMENDACIJOS

1. HE metodu elastinés skaidulos neidentifikuojamos. Pritaikius tinkama specifinj metoda galima
vizualizuoti kraujagysliy sienelése esantj skaiduly sluoksnj. Tai leidZia nustatyti intravening
invazijg. Invazijos tipo nustatymas ar jos nebuvimas padeda jvertinti naviko charakteristika,
ligos eiga, suteikia informacijos apie tolimesniy tyrimy galimybes.

2. Sukurta HE metodo modifikacija, kuri leidZia maksimaliai iSrySkinti elastines skaidulas
raudona spalva, branduoliai ir citoplazma nusidazo mélynai, aplinkiniai audiniai - zalsvai,
eritrocitai — ryskiai zalia spalva. Sis metodas negali pakeisti jprastojo HE metodo, tatiau
papildo ji nauja informacija ir diagnostinémis galimybémis. Itin kontrastingos elastiniy
skaiduly ir aplinkiniy audiniy spalvos leidzia identifikuoti net itin mazus skaiduly pluostus.
76,67 % tirty atvejy elastinés skaidulos gerai vizualizuotos.

3. Pritaikyta modifikacija leidzia puikiai identifikuoti intravening naviko invazija. Deformuotos
kraujagyslés stebimos naviko vietose, kuriose HE preparatuose matomas homogeniskas
navikas, o invazijos jtarimo néra. Modifikacija leidzia identifikuoti ir smulkiyjy kraujagysliy
invazija. Pritaikius §j metodg nustatyta net 30 % klaidingai neigiamy jvertinimy HE metodu.
Siekiant iSvengti klaidingai neigiamy tyrimy rezultaty, siilomg HE metodo modifikacija

galima taikyti visiems navikinio audinio tyrimams.
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