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Uvod:

PAS reakce je jednim z béiné pouZivanych histologickych barveni, které slouzi pro prikaz
polysacharid(. | prestoZe se jednad o jedno ze zdkladnich barveni, nasleduje vidy az po barveni
hematoxylin-eosin a to bud' rutinné, nebo na vyzadani |ékare. Nazev této reakce vzniknul slozenim
pocatecnich pismen dvou reagencii obsaZenych v barveni — Periodic acid (PA; kyselina jodistd) a
Schiffovo Cinidlo (S). Samotna reakce ma 3 rGzné modifikace — ,klasicka” PAS, PAS rce. s natrdvenim
diastazou (slouzi pro prikaz glykogenu), PAS rce. s alcidanovou modfi (slouzi pro priikaz kyselych
mukopolysacharidd).

Princip metody:

PAS rce. je oxidacni metodou. Jeji princip spociva v oxidaci hydroxylovych skupin hexdz kyselinou
jodistou za vzniku aldehyd(. Pritomnost aldehyd( se pak nasledné dokazuje Schiffovym Cinidlem, které
zpUsobuje jejich fialovo-Cervené zabarveni.

Podminky odbéru a transportu materialu:

Podminky a zplisob odbéru zavisi na povaze odebiraného materialu. Obvykle se jedna o biopsie, které
jsou provadény ambulantné nebo na operacnim sale. Zplsobem odbéru pak mlze byt napf.: punkéni
biopsie, trepanobiosie, excize, resekce aj.

Odebrany material by pak mél byt do laboratofe dopraven v co nejkratsim case, bud’ v nativnim, nebo
fixovaném stavu. V nativnim stavu ptichazi do laboratore ve FN Lochotin napf. ledvinné punkce, které
jsou pak dale zpracovavany a fixovany. Organy Ci jejich ¢asti na oddéleni prichazi ve fixacni tekutiné —
obvykle se jedna o 4 % pufrovany formaldehyd. DalSim materidlem, ktery mize byt barven pomoci PAS
metody, jsou krevni natéry a natéry kostni difené. Tento material je odebiran do nddobek s K3EDTA.
Odebrany material je obvykle ihned rozetfen na sklo, kde se necha zaschnout, a nasledné se fixuje
alkoholem — methanolem. Pokud by nedoSlo okamZité k natéru napf. periferni krev ma do jeho
provedeni stabilitu 2 -5 h.

P¥istrojové vybaveni:
K této barvici metodé neni nutné zapotiebi specidlniho pristrojové vybaveni — Ize ji provadét rucné.
Avsak pro usnadnéni prace lze vyuZit barviciho a montovaciho vybaveni.

Postup zhotoveni histologického preparatu:

Material je nutno ihned po odbéru fixovat ve vhodné fixacni tekutiné (pufrovany formol), aby nedoslo
k autolyze vzorku. Nasledné se vzorek ve vhodné kazetce vloZi do autotechnikonu, ktery preparat
odvodni a prosyti parafinem. Po vyndani z autotechnikonu se vzorek zaléva do blockd, které se
nasledné na mikrotomu kraji na rezy (tloustka nékolika mikrometr(). Zhotovené fezy, natazené na
sklicko se pred samotnym barvenim musi odparafinovat, prochazi tedy laznémi — xylenu, acetonu,
sestupnou fadou ethanoll (96%, 96%, 80%, 70%), vody. Po tomto poslednim kroku se prechazi
k barveni.
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Vyse zminény postup byl popis napf. pro organ po resekci, avsak barveni PAS muizZe byt uplatfiovano i
na natéru krevnim nebo z kostni dfené.

Nazev ,Klasicka” PAS rce. PAS rce. + alcidnova modr PAS rce. s natravenim

barveni diastazou

Postup 1. Odparafinovat do 1. Odparafinovat do 1. Odparafinovat do
destilované vody destilované vody destilované vody
2. 0,5% roztok kyseliny 2. Roztok alcianové modfi — 2. 15 minut inkubace v roztoku
jodisté — 5 min 30 min diastazy
3. Oplach v deionizované 3. oplach v deionizované vodé 3. oplach v deionizované vodé
vodé 4. 0,5% roztok kyseliny jodisté 4. 0,5% roztok kyseliny jodisté
4. Schiffovo Cinidlo — 5 min —5min —5min
5. Prat pod tekouci vodou — | 5. Oplach v deionizované vodé | 5. Oplach v deionizované vodé
15 min 6. Schiffovo €inidlo — 5 min 6. Schiffovo ¢inidlo — 5 min
6. Dobarvit Gillovym 7. Prat pod tekouci vodou — 15 | 7. Prat pod tekouci vodou — 15
hematoxylinem — 7 min min min
7. Diferencovat v kyselém 8. Dobarvit Gillovym 8. Dobarvit Gillovym
alkoholu hematoxylinem — 7 min hematoxylinem — 7 min
8. Prat pod tekouci vodou — | 9. Diferencovat v kyselém 9. Diferencovat v kyselém
5 min alkoholu alkoholu
9. Odvodnit, projasnit 10. Prat pod tekouci vodou—5 | 10. Prat pod tekouci vodou — 5
10. Montovat min min

11. Odvodnit, projasnit 11. Odvodnit, projasnit
12. Montovat 12. Montovat

Vysledek | Polysacharidy (mucin, Kyselé polysacharidy — modfe; | Glykogen se nebarvi, proto je
granula Zirnych bunék, ostatni polysacharidy - nutné srovnani s PAS rci. bez
bazalni a retikularni vliakna) rdzovocervené natraveni diastazou
—Cervené

Uskali metody:

Metoda je jednoduchd a béiné pfi ni nedochdzi kZadnym problémdm. Pokud by doslo
k nehodnotitelnému vysledku barveni, chyba by mohla byt zplsobena lidskym faktorem, vadnymi
reagencii nebo Spatnou pripravou vzorku pred samotnym barvenim.

Uplatnéni metody (zmény pfi patologickych stavech):

Tato metoda a jeji modifikace se pouZiva pro prikaz polysacharidli jako napt: mucin, granula serdznich
bunék. Timto barvenim se téz zkouma bazalni membrana (BM) napt. glomerul(. Na takovém preparatu
se sleduje tloustka a pfipadna pfitomnost vybézkd na bazalni membrané. Tyto zmény mohou znadit
napf. membrandzni glomerulopatii (zesileni glomeruldarni BM), membranoproliferativni
glomerulonefritidu (tzv. spikes ¢i holes — vybézky, ,diry“). Na pracovisti Patologie FN Plzen se tato
metoda rutinné uplatfiuje nejen u renalnich biopsii, ale i napf. u materidlu odebraného z traviciho
traktu — Zaludecni biopsie (modifikace AMP), pti diagnostice nékterych nador( aj.

U natérd nachazi barveni PAS vyufZiti u diagnostiky akutnich leukémii — (napf. AML M6 — erytroblasty
jsou PAS pozitivni, AML M4 — myeloblasty jsou PAS negativni) a jinych chronickych a akutnich krevnich
onemocnéni.
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