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(57) Спосіб підготовки трепанобіоптату кісткового
мозку для гістологічного дослідження, що включає

його фіксацію, декальцинацію, зневоднення, обро-
бку целлоїдином та ущільнення у парафіні, який
відрізняється тим, що трепанобіоптат фіксують у
ізоосмолярній рідині, що складається з 10 часток
формаліну та 90 часток 0,9 % розчину натрію хло-
риду протягом 24 годин при 4°С; декальцинують у
5 % розчині етилендіамінтетраоцтової кислоти
динатрієвої солі впродовж 5-7 діб, зневоднюють у
розчинах ізопропанолу зростаючих концентрацій
та обробляють у суміші целоїдин-рицинова олія.

Корисна модель, що пропонується відноситься
до області гематології та патологічної анатомії, а
саме до гістологічної техніки, і може бути викорис-
тана для дослідження мікроморфології кісткового
мозку.

Дослідження стану кісткового мозку є принци-
пово важливою діагностичною процедурою при
гематологічних захворюваннях. Найчастіше воно
проводиться з використанням пункційного біопта-
ту, що дозволяє вивчити клітинний склад кістково-
го мозку [1]. Але матеріал отриманий при стерна-
льній пункції не дозволяє вивчити будову
кісткового мозку як органу - перш за все стан його
строми, оцінити її зміни та взаємовідносини з ге-
мопоетичною тканиною [2]. Для оцінки стану всіх
складових елементів кісткового мозку з діагности-
чною метою використовують трепанобіоптати. Але
поширеність цієї діагностичної процедури дуже
мала, що, перш за все, пов'язано з складністю
виготовлення гістологічних препаратів з трепано-
біоптатів [1].

По-перше, складність виготовлення гістологіч-
них  препаратів  з  трепанобіоптатів  пов'язана  з
наявністю  в  їх  складі  кісткової  тканини.   Це
вимагає  застосування  їх  спеціальної обробки
для зменшення щільності кістки - декальцинації.

Проведення ж останньої у більшій або меншій мірі
може призводити до погіршення здатності тканин-
них елементів до забарвлення при виготовлені
гістологічних препаратів і, таким чином, до втрати
діагностичної цінності матеріалу.

По-друге - у складі трепанобіоптатів налічують
тканини які різко відрізняються між собою за щіль-
ністю: кісткова тканина, яка зберігає велику щіль-
ність і після декальцинації, та гемопоетична тка-
нина, яка має напіврідку консистенцію. Різний
ступінь набряку та ретракції цих тканин під час
виготовлення гістологічних препаратів є серйоз-
ною перешкодою у виготовленні якісних гістологіч-
них препаратів [3, 4, 5], в яких зберігалися б нор-
мальні взаємовідносини між стромою та
паренхімою.

Відомі способи запропоновані [2, 6], у яких з
метою декальцинації трепанобіоптатів кісткового
мозку використовуються хелатуючі речовини. Ос-
новною відмінністю цих способів є декальцинація
зразків протягом 3-4 днів у розчині солей етилен-
діамінтетраоцтової кислоти. Такий спосіб підготов-
ки матеріалу практично не змінює здатність тканин
кісткового мозку до забарвлення, але не дозволяє
зменшити різницю між ступенем ретракції різних
за щільністю тканин.
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Найбільш близьким за технічною суттю є спо-

сіб [7], у відповідності з яким трепанобіоптат фік-
сується в ценкер-формолі, промивається водопро-
відною водою, декальцинується у рідині, що
складається з рівних частин 85% розчину мураши-
ної кислоти і 20% розчину натрію цитрату, протя-
гом 18-20 годин, обробляється 5% розчином алю-
мокалієвого галуну 3-4 години, зневоднюється,
обробляється у суміші целоїдин-гвоздична олія
протягом 2-3 діб, відмивається у хлороформі і за-
ливається у парафін. З оброблених таким чином
біоптатів досить легко виготовляються гістологічні
зрізи. Здатність до забарвлення кісткового мозку,
особливо при використанні гематологічних спосо-
бів фарбування, змінюється і не повністю відпові-
дає картині, яка спостерігається при забарвленні
мазків. Крім того спостерігається суттєво більша
ретракція гемопоетичної тканини, ніж кісткової, що
призводить до виникнення артефактів у вигляді
великих щілин між ними.

Задача, що вирішується, полягає в забезпе-
ченні зменшення виразності артефактів, що вини-
кають за рахунок різного ступеня ретракції різних
тканинних компонентів кісткового мозку при підго-
товці біоптатів до гістологічного дослідження та
збереження їх здатності до забарвлення.

Технічний результат, що досягається полягає
в підвищенні зберігання природних просторових
співвідношень між тканинними компонентами кіст-
кового мозку, що важливо при візуальному ви-
вченні і принципово важливо при проведенні мор-
фометричних досліджень, у поєднанні зі
збереженням їх здатності до забарвлення.

Поставлена мета досягається за рахунок того,
що у відомому способі підготовки трепанобіоптатів
кісткового мозку для гістологічного дослідження,
що включає його фіксацію, декальцинацію, знево-
днення, обробку целоїдином та ущільнення у па-
рафіні, згідно з корисною моделлю трепанобіоптат
фіксують у ізоосмолярній рідині, що складається з
10 часток формаліну та 90 часток 0,9% розчину
натрію хлориду протягом 24 годин при 4°С; дека-
льцинують у 5% розчині етилендіамінтетрооцтової
кислоти динатрієвої солі впродовж 5-7 діб, знево-
днюють у розчинах ізопропаполу зростаючих кон-
центрацій, обробляють у суміші целоїдин-
рицинова олія та заливають у парафін.

Відмінною особливістю способу, що викорис-
товується, є застосування ізоосмолярного фікса-
тора який попереджає набряк тканин, що оброб-
ляються, зі "м'яким" зневодненням ізопропанолом,
що забезпечує високу ступінь зберігання природ-
них просторових співвідношень між тканинними
компонентами кісткового мозку, у поєднанні з збе-
реженням їх здатності до забарвлення.

Запропонований спосіб підготовки трепанобіо-
птатів кісткового мозку для гістологічного дослі-
дження здійснюють слідуючим чином:

1. Трепанобіоптати відразу після отримання
занурюють в рідину, що складається з 1 частки
формаліну та 9 часток 0,9% розчину натрію хло-
риду, протягом 24 годин при 4°С. Промивають
зразки у двох порціях 0,9% розчину натрію хлори-
ду по 5 хвилин.

2. Декальцинують зразки в 5% розчині динат-
рієвої  солі,  етилендіамінтетраоцтової  кислоти

протягом 5-7 діб з кожноденною зміною розчину.
Мінімальне співвідношення між об'ємами біоптата
та розчину 1:50.

3. Зневоднюють у розчинах ізопропанолу зро-
стаючих концентрацій (70%, 80%, 90%, 99%,
100%, 100%) по 12 годин у кожному.

4. Обробляють зразки протягом 10 діб у суміші
целоїдин-рицинова олія, яка готують наступним
чином: 2г целоїдину розчиняють у 20мл ацетону;
до отриманого розчину додають 100% ізопропанол
до досягнення загального обсягу 50мл; до отри-
маного розчину додають 50мл рицинової олії.

5. Проводять трепанобіоптати через три порції
хлороформу, по годині у кожній. Занурюють зразки
у насичену суміш хлороформ-парафін при 37°С на
одну годину. Проводять зразки через дві порції
чистого парафіну при 56°С по 30 хвилин, залива-
ють у парафін.

Результат: при виготовленні гістологічних пре-
паратів забезпечується високий ступінь зберігання
природних просторових співвідношень між тканин-
ними компонентами кісткового мозку. Це принци-
пово важливо при проведенні морфометричних
досліджень у зв'язку зі зменшенням рівня об'єкти-
вної помилки, а також збереженням їх тинкторіа-
льних властивостей як при використанні загально-
гістологічних та гематологічних, так і спеціальних
методів забарвлення гістологічних зрізів, що під-
вищує діагностичну цінність препаратів.

Прикладами конкретного виконання способу,
що пропонується, є виготовлення гістологічних
препаратів з трепанобіоптатів людей, що страж-
дають на різні форми лейкозів, фрагменти губчас-
тої кістки з грудини собаки.  Зрізи товщиною 7мкм
забарвлювалися гематоксиліном та еозином, азу-
рІІ-еозином, фосфорновольфрамовим гематокси-
ліном за Маллорі, за ван Гізон, за Новеллі; стави-
ли реакції ШІК та Хейла. Проведене вивчення
препаратів показало, що всі тканинні елементи на
гістологічних зрізах адекватно забарвлюються.
Практично відсутні щілини між кістковими балками
та гемопоетичною тканиною, відсутні в складі ос-
танньої мікротріщини.
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