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Cilem prace je shrnout dostupné metody morfometrie aterosklerotickych 1ézi a pojednat o jejich praktické pouZitelnosti pro
hodnoceni vulnerability 1ézi. Vysvétlujeme princip stereologického odhadu délek, povrchti, objemu, bunééné hustoty,
mikrovazalni hustoty, shlukovani bun€k a jejich preferen¢ni distribuce v ruznych kompartmentech vzorkt. Pozornost
je vénovana i problematice vzorkovani histologickych sérii a usporadani stereologické studie tak, aby spliiovala zakladni
predpoklady soucasné morfometrie. Diskutujeme o zdrojich variability v mikroskopii cév a srovnavame nékteré metody
analyzy obrazu a stereologie. Zminény jsou doporucené zasady pro odbér materialu.
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HISTOPATOLOGICKA KLASIFIKACE ATEROSKLEROZY

V histopatologické klasifikaci aterosklerézy je dlou-
hodobé zaveden prehledny a vyborné dokumentova-
ny systém podle Staryho, ktery se stal zakladem pro
klasifikaci navrZenou American Heart Association
(AHA).U% Inicidlni léze typu I sestava ze zvétSeného
mnozstvi lipidii obsahujicich makrofagy (pénové
buriky), které jsou izolované rozptyleny v adaptivné
zesilené intimé bohaté na proteoglykany. V 1ézi typu
II jsou pénové buriky akumulovany v souvislych vrst-
vach a kapénky lipidt se objevuji i v nékterych hlad-
kych svalovych burikach intimy. Intermediarni léze

zita lipidti, které se uvolnily rozpadem ¢asti populace
pé€novych bunék, a proto nalézame v mezibunééném
prostoru na rozhrani intimy a medie zbytky roz-
padlych bunék. Ve stadiu IV (aterom) pozorujeme
masivni nartst extracelularnich lipidt do podoby
lipidového jadra krytého vrstvou pénovych bunék
a intimou. Nartistd mnozstvi lipida i v hladkych
svalovych burikach, které se z ptivodniho tzv. kon-
traktilniho fenotypu postupné meéni na fenotyp syn-
teticky, charakterizovany vedle obsahu tukovych
kapének i zmnoZenim granularniho endoplazma-
tického retikula, dystrofickou kalcifikaci né€kterych
organel a zesilenim bazalni laminy. Od stadia IV se
léze miiZe vyvijet raznym zptisobem v zavislosti na
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typu cévy, lokalizaci uvnitf cévy, lipidovém profilu,
hypertenzi, reaktivité cévni stény a dalsich faktorech.
Pro stadium V je typické reparativni zmnoZeni fibro-
muskularniho krytu (epicky), pod nimZ vedle lipi-
dového jadra nachazime i vapenaté inkrustace.
Dochazi ke zvySeni rigidity cévni stény a vyraznéjsi-
mu uzaveéru cévniho lumen. Za stadium VI povazuje-
me piitomnost eroze, hematomu ¢i tromboézy, nase-
dajici na 1ézi typu IV ¢ V a tyto komplikace mohou
(zejména v pripad€ opakovani) vést k velmi rychlé
okluzi cévy. Pfi vyrazném rozvoji kalcifikace ¢i do-
konce pri osteoidni metaplazii popisujeme lézi typu VII.
U typu VIII pfevazuje reparativni fibroprodukce. Re-
grese ¢i zména v lipidovych depozitech v cévni sténé
mohou vést k remodelaci 1ézi IV-VI v typ VII-VIII. Kla-
sifikace jesté rozlisSuje rtizna dil¢i substadia. Pro zvy-
Seni prehlednosti a zjednoduSeni byly navrZeny
i modifikace tohoto systému stadii,® ty jsou vsak
podle klasifikace AHA konzistentni.

KVANTIFIKACE PARAMETRU PRI STUDIU
VULNERABILITY ATEROSKLEROTICKYCH LEZI

K popsanému ,gradingu® aterosklerotickych zmén je
¢asto zapotrebi doplnit i kvantitativni hodnoceni né-
kterych slozek cévni stény, zejména pak pro posou-
zeni vulnerability 1ézi podle uznavanych Kkritérii, ¢
(tabulka I).

Kvantitativni posouzeni cévniho fe¢isté na mikro-
skopické tirovni poskytuje nepostradatelné vysledky
zejména v experimentalnim vyzkumu aterosklerézy.
Postupy pouZivané v soucasnosti lze vétSinou zaradit
bud mezi metody obrazové analyzy nebo stereologie.
Zdaleka ne vSechny soucasné publikace respektuji
¢i sdileji spole¢né metodické zasady kvantifikace,
a proto jsou vysledky jednotlivych pracovist jen obtiz-
né porovnatelné. Cilem tohoto prisp€vku je proto
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shrnout dostupné metody morfometrie cév a disku-
tovat o jejich praktické pouZitelnosti pro jednotlivé
aplikace. Zvlastni pozornost bude dale vénovana me-
todam spadajicim do stereologie, tj. postuptim zalo-
Zzenym na statistickém odvozovani geometrickych
vlastnosti hodnocenych struktur a objektt z aplikace
bodovych, linearnich, rovinnych ¢i objemovych testo-
vacich sond na orientované fezy vzorkem.®9

ROZSAH LEZi A JEJICH KOMPONENT

Plo$né miry, tj. napf. plochy profilu cév, 1ézi'® (obrd-
zele 1), hemoragii ¢i relativni pozitivitu adheznich
molekul’? na fezu, lze odhadovat z poctu prusecikt
hodnocené struktury s nahodnou siti bodti super-
ponovanych se snimkem. VyuZivAme skutec¢nosti,
Ze pravdépodobnost zasaZeni hodnoceného objektu
(platu, kalcifikace, cévniho lumen apod.) body testo-
vaci miiZky je pfimo timérna ploSe této struktury
v fezu. S vyuzitim Cavalieriho principu*? lze pfi zna-
losti sily fezt stanovit i objem celych 1ézi ¢i jejich slo-
Zek. Pokud jsou analyzované objekty v rameci série
histologickych fezti od sebe dostate¢né vzdaleny a je-
jich prostorové korelace je moZzné zanedbat, povazuje-
me je za nezavislé a variabilitu vysledk(i zpracovava-
me béZnym zptisobem. Pokud se mtiZeme domnivat, ze
sousedni vzorky mohou byt zavislé, analyzujeme napft.
celou sérii fez po fezu a zjistime zavislost koeficientu
chyby podle Gundersena a Jensenové.(®

HUSTOTA LEUKOCYTD V CEVNi STENE

K hodnoceni hustoty bunék, napf. imunohistochemic-
ky detekovanych leukocytti, v referen¢ni objemové
jednotce tkané lze pouZit techniky optického nebo
fyzického disektoru.'¥ Disektor je stereologicka obje-
mova testovaci sonda k pocitani objekttt v objemové

Obr. 1
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Obr. 2

Horni pohled

na hodnotici rAmecéek
fyzického disektoru
zaméfeného na
neutrofilni granulocyty
(hnéde) v adventicii
aorty apoE-deficientni
mysi po heterotopni
transplantaci.
Zapocitany jsou zelené
znacené burnky,

které jsou uvniti
disektoru ¢i protinaji
jeho povolené bo¢ni
hranice (zelen€). Bunky
protinajici zakdzanou
hranici (Cervené)

¢i nahledovou rovinu
se nezapocitavaji.

V adventicidlnim vazivu
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101 000/mm?.
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jednotce. Fyzicky disektor vyuZiva obrazku dvou ¢i vi-
ce fyzickych rezt1 registrovanych (sesazenych) v ose Z.
Opticky disektor vyuziva silnych fezti, uvniti kterych
postupnym zaostfovanim prochazime jednotlivé optic-
ké intervaly. Z poctu objektti mtiZeme pri kalibraci
referen¢niho objemu cévni stény odhadnout hustotu
oznac¢enych bunék. Dodrzeni pravidel disektoru za-
rucuje nevychyleny vysledek (,unbiased estimation®),
v némz objekty rtizné velikosti i orientace maji stejnou
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Obr. 3

Cirkularni oblouky
pfi hodnoceni délkové
hustoty (0,083 um!)
profila elastinu

v fezu tunica media
aorty mysi. Méritko
60 um, zeleny
trichrom a Verhoefftiv
hematoxylin.

pravdépodobnost, Ze budou do disektoru zapocitany
(obrdzel 2). Zaroven je vylouc¢eno opakované zapoc¢ita-
ni tychz objektt zasahujicich do vice rezu.

DELKA VLAKEN MEZIBUNECNE HMOTY
A VASA VASORUM, MIKROVAZALNi HUSTOTA

Uvazujeme-li délku vldken a lamel elastinové sité
nebo délku vasa vasorum ve 3D, Ize definovat délko-
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Tabulka |

Mikroskopické markery vulnerability aterosklerotickych 1ézi

Kvantitativni parametr Jednotky
Stenéza lumen Objem cévniho lumina a cévni stény (mm?)
Pomérné zuzeni lumina tepny aterosklerotickou 1ézi (%)
Velikost lipidového jadra Absolutni objem lipidovych depozit (mm?®)
Relativni podil extracelularnich lipidt v celé 1ézi (%)
Sila krytu lipidového jadra Tloustka fibrézni ¢epicky léze (um)
Pritomnost abnormalnich sloZek Relativni objemovy podil lipidu, kalcifikaci, (%)
v mezibunééném prostoru hemoragii v 1ézi (%)
a alterace mechanickych vlastnosti
cévni stény
Narus$eni zakladni stavby Stredni interlamelarni vzdalenost mezi (um)
tepenné stény, zejména sousednimi elastickymi membranami
u elastickych tepen
Tloustka cévni stény a jejich vrstev (wm)
Fragmentace elastinu ve sténé Délkova hustota elastinu (mm™)
velkych elastickych tepen
Rozvoj zanétlivé reakce Numericka hustota bunék infiltrujicich (Lm3)
referen¢ni objem cévni stény
Rozmér bunéénych shlukt a kolokalizace (um)
jednotlivych typti leukocytti
Plocha/objem pozitivity imunohistochemického (mm?),
priikazu adheznich molekul, metaloproteinaz apod. resp.
na rezu/sérii rezti (mm?)
Trofika cévni stény a vliv Povrch cév véetné vasa vasorum (mm?)
neoangiogeneze
Povrchova hustota cév v referenénim objemu (mm!)

cévni stény

vou hustotu jako pomér délky struktury v referen¢ni
ploSe, resp. objemu. K tomuto odhadu lze pouZit troj-
rozmérny testovaci systém, tj. mnozZinu izotropnich
systematickych nahodnych rovin, které zachyti hod-
noceny objekt s pravdépodobnosti pfimo tmérnou
jeho délce. K odhadu délek linearnich struktur ve
2D (napf. obvod profilu cévy na fezu, délka profilu
vlaken mezibunééné hmoty apod.) lze s vyhodou po-
uzit modifikované Buffonovy metody,'® pfi niz je
délka objektt odhadovéana z poctu pruseciku testova-
ciho systému (linie ¢i kfivky) s hodnocenymi vlakni-
tymi objekty (obrdzek 3). V ramci fezi pak lze vy-
jadrovat i délkovou hustotu hodnocenych profilu.%
Pro neprimou kvantifikaci velkého mnozstvi drobnych
vasa vasorum je zavedena metodika odhadu mikrova-
zalni hustoty (microvessel density), jako pomeér poctu
profild cév na jednotku plochy rezu. Kromé kvantifi-
kace patologické angiogeneze v jednotlivych vrstvach
cévni stény je vhodnou aplikaci i moZné vysvétleni
vlivu trofiky cévni stény na predispozici nékterych
¢asti cévniho recisté k ateroskleroze.”

POVRCH CEV A LEZE

Pfi odhadu velikosti vnitfniho povrchu cév musime
zajistit, aby v8echny stejné velké ¢asti plochy endote-
Iu mély stejnou Sanci byt zasaZeny linearni sondou.
Tento predpoklad plati, pouZijeme-li izotropné orien-
tovanou sondu nebo aplikujeme-li sondu na izotrop-
ni ndhodné orientované rezy. Z praktickych dtvodt
je casto vhodnéjsi namisto zcela izotropnich ezt pri-
pravovat tzv. vertikdlni uniformni nidhodné (VUR)
fezy, které vSak jiZ nejsou izotropni ve 3D, ale jen
v horizontalni rovin€. Vzorek pak krajime systematic-
kymi fezy kolmo na horizontalni rovinu a povrch je
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dan mnozZstvim prusec¢iktl s krivkami zvanymi cyklo-
idy. Rezy VUR muzeme s vyhodou pouzit soucasné
s urc¢ovanim plochy i k odhadu objemti Cavalieriho
metodou, kterd nevyZaduje ndhodnou orientaci rezu.

SHLUKY A KOLOKALIZACE BUNEK
V CEVNI STENE

Pro hodnoceni tvorby shlukti bunék v preparatech
(napf. imunohistochemicky znacenych makrofagt
v cévni sténé) je k dispozici testovani ne/nahodnosti
rozloZeni bunék v referen¢nim prostoru, jakoZto ana-
lyza lokalnich maxim a minim denzity objektu ve
vymezené oblasti preparatu. Hodnotime,'® zda pocet
vzdalenosti mezi sousedicimi burikkami v urcitém
hladiné vyznamnosti, nez by odpovidalo mnohona-
sobné simulaci zcela nahodného rozloZeni bunék
v analyzované oblasti. Obdobnou analyzou pro
objekty vice nez jedné tfidy lze hodnotit jejich kolo-
kalizaci, napfiklad spole¢ny vyskyt rtznych typt
leukocytt: infiltrujicich cévni sténu. Pro analyzu pre-
feren¢éniho osidleni nékterych ¢asti 1éze, populaci
urcitych bunék, se pouziva tzv. ,relative labelling
index" (RLI).'? Lze tak odpovédét na otazku, zda je
distribuce objektt (buné€k) v raznych kompartmen-
tech (napft. jednotlivych vrstvach cévni stény ¢i v ate-
rosklerotické 1ézi a mimo ni) nahodnd, a pokud neni
nahodna, ktery kompartment je danym typem bunék
uprednostriovan.

STRATEGIE PRIPRAVY VZORKU

Vedle samotného hodnoceni mikroskopickych para-
metrt je u kvantitativni studie velice duleZité
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vzorkovani materialu, jako vyznamna soucast jejiho
usporadani. V publikacich nékdy uvadény vybér ,re-
prezentativnich® vzorka je nejednoznacny, zpravidla
nereprodukovatelny a muZe podle preferenci autora
znamenat napr. tu ¢ast materidlu, ktera se mu jevi
jako vhodna pro publika¢ni vystup, ktera korespon-
duje s referenc¢ni literaturou na dané téma, jejiz labo-
ratorni zpracovani je zdarilé, ¢i ktera se z né&jakého
jiného subjektivniho dtvodu jevi jako vhodna pro
analyzu. Uvedené a jim podobné metody vybéru re-
prezentativnich vzorku jsou tzv. vychylené (,biased),
protoze byvaji vybrany na zakladé a priori znamé
informace ¢i predpokladti. Takovy vybér muzZe byt
zdrojem systematické chyby a nedava vSem castem
zkoumaného organu ¢i histologického blo¢ku stejnou
pravdépodobnost, Ze se stane soucasti vybéru. Prin-
cip spravedlivého vybéru je pritom zakladem sprav-
ného vzorkovani a Zadna ¢ast vzorku, ktery chceme
zkoumat, by neméla byt uprednostriovana. Jen tak
Ize zajistit, aby se struktury staly soucasti vybéru
s pravdépodobnosti pfimo zavislou na frekvenci jejich
vyskytu ve vzorku (pravé tato jejich ¢etnost je zpravi-
dla tim, co stanovujeme). Castym tikolem histologic-
kého pracovisté je vybér tkanového blocku z makro-
skopického vzorku analyzovaného organu, vybér
konkrétnich feztt hodnocenych v rameci blocku ¢&i
vybér obrazovych poli v rdmci daného fezu. Na kazdé
urovni odbéru ¢i redukce materidlu by mél probéh-
nout systematicky nestranny nahodny vybér, kdy ce-
lek rozdélime na podjednotky (fezy), pozice prvniho
vzorku v sérii je ur€ena nahodnym c¢islem a pozice
dalSich vzorku (feztl) jsou vzdy ve stejné vzdalenosti
od nejblizs§iho predchoziho vzoru (fezu). Rozptyl toho-
to vybéru je vZdy minimalné stejny jako u prostého
nahodného vybéru, vétsinou je vSak vyznacné nizsi.

ZDROJE VARIABILITY V MIKROSKOPII CEV

Analyza variability kvantitativnich parametra (tabul-
ka I) na jednotlivych stupnich vzorkovani vyzZaduje
zpravidla pilotni studii. Pfi planovani experimentt
vSak muZeme vyuZit studii zabyvajicich se varia-
bilitou. Ukazuje se, Ze u typického biologického expe-
rimentu pri kvantifikaci morfologickych struktur
pfipada zhruba 70 %29 z celkové variability udaja
na interindividualni (biologickou) variabilitu, dale asi
20 % na variabilitu mezi tkaniovymi blocky odebrany-
mi z daného jedince, kolem 5 % na variabilitu mezi
fezy vybranymi z daného blo¢ku, 3 % na variabilitu
mezi zornymi poli hodnocenymi v ramci téhoz fezu
a pribliZzné 2 % na variabilitu pri opakovanych mére-
nich. Citovana rozsahla studie nas presvédcuje, Ze
soustredime-li se na provedeni velmi presného a opa-
kovatelného meéreni na turovni mikrofotografii (na-
priklad obrazovym analyzatorem), muZe byt nasSim
vysledkem v nejlepSim pripadé zpresnéni ve vysled-
cich celého experimentu asi o 2 %. Chceme-li te-
dy zvysit kvalitu kvantitativni studie, je zapotrebi
investovat vétsi asili do analyzy vétSiho poétu zvirat
a z nich odebiranych vzorkt, resp. nakrajenych
histologickych rezti, na coZ je vhodné myslet pfi pii-
pravé experimentti se zviraty. Pri této filozofii mohou
byt kvantitativni studie dosti G¢inné, zvlasté uvazi-
me-li, Ze k dostateé¢né presnym vysledktim 1ze u vét-
Siny z postuptl uvedenych v prehledu vySe dospét pri
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zapocitani asi 200 pruseciktl na sérii fezt ¢i dokonce
na jeden vzorek.?2? Pfi analyze cév vétsich savecu ¢i
vzorktl krevniho frecisté clovéka muiZze byt vhodné
analyzovat radéji vice sérii, zvlasté kdyZ mame dtvod
se domnivat, Ze nachylnost ke vzniku 1ézi se v rtz-
nych tusecich téze cévy lisi napriklad vlivem vétveni,
lokalniho zakftiveni apod.

SROVNANi STEREOLOGICKYCH METOD
A OBRAZOVE ANALYZY

Metody obrazové analyzy jsou ve srovnani se stereo-
logii relativné populéarni a prakticky kazdé soucasné
mikroskopické pracovisté alesporl nékterymi z nich
disponuje. K jejich vyhodam pii kvantifikaci patii
mozZnost automatizace prostrednictvim skriptovani.
Tuto skuteénost ocenime zejména v pripadé zpraco-
vavani velkého poctu histologickych vzorkti uniform-
niho vzhledu. Pfi rozlicné kvalité vzorkti v daném
experimentu se vSak setkavame s tim, Ze reproduko-
vatelnost obrazové analyzy barevné odliSitelnych fazi
silné zavisi na kvalité preparat; tim padem je ome-
zena napiiklad u patologickych vzorka ¢i tam, kde
i pfi nejlepsi snaze nelze vylouc¢it pritomnost artefak-
th v preparatech (prach, precipitované barvivo,
nespecificka reakce u metod afinitni histochemie).
U stereologickych metod byva moznost automatizace
omezena obvykle napf. na prahovani a vétSina metod
vyZaduje vyznamnou interaktivni spolutcast kvalifi-
kovaného hodnotitele. Reprodukovatelnost je vSak
v tomto pripadé vysoka, nebot podkladem stereolo-
gickych metod je obvykle poc¢itani udalosti (nikoliv
meéreni geometrickych parametrti), kdy o kazdé
udalosti (priasecik testovaci linie s objektem) 1ze zcela
jednozna¢né rozhodnout v rameci binarni logiky
.zapocitat” nebo ,nezapocitat”.

Prestoze muZe byt podil interaktivni prace uZi-
vatele se software pro stereologickou analyzu v né-
kterych pripadech vyznamnéjsi, neZ napriklad u ru-
tinné€ zavedenych metod automatizované obrazové
analyzy, prostor pro subjektivni chybu je minimali-
zovan jednoznacnosti rozhodovacich pravidel. Hod-
noceni uzivatelem umozZiiuje zahrnout do studie
i preparaty s odchylkami v histologickém barveni ¢i
s nepodstatnymi artefakty. Toto hospodarnéjsi vy-
uziti materialu patfi k nejsiln€jSim strankam stereo-
logie v mikroskopii, protoZe preparatti s odchylkami
od idealu je v rutinnim provozu mnoho. Lep$i vyuZi-
ti ez rozSifuje hodnocenou ¢ast makroskopickych
organd, coZ nam umoznuje Ucinné sniZovat variabi-
litu v experimentu (viz vySe). Jednoznac¢nost pra-
videl vede u stereologie samozrejmé i k nizké varia-
bilité vysledkti pri opakovanych meérenich ¢i mezi
ruznymi pozorovateli. Posledni dva typy variability
hodnotime napfiklad pomoci ,intraclass correlation
coefficient“.?¥ Obecnou vlastnosti stereologickych
metod je skute¢nost, Ze pfi jejich navrhu a testovani
byla vénovana velkd pozornost tomu, aby tyto me-
tody poskytovaly tidaje nevychylené rtiznymi vlast-
nostmi vzorku ,unbiased methods®, a aby v sobé
zahrnovaly minimum ¢i Zadné predpoklady téchto
vlastnosti (velikost, tvar, orientace, distribuce hod-
nocenych objektt, tzv. ,assumption-free methods").
Pokud metoda presto néjaké predpoklady ma, jsou
dobre dokumentované.
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PRAKTICKE POSTUPY PRI ODBERU MATERIALU
PRO HISTOLOGICKE VYSETRENI

PrestoZe odbér vzorkt pro mikroskopické hodnoceni
muze probihat napr. v peroperac¢ni ¢asové tisni, vy-
plati se dodrZovat pred odeslanim materidlu na histo-
logické pracovisté nékteré zasady, zejména neni-li
histolog odbé&ru osobné pritomen.

1. Je tfeba dokumentovat misto odbéru a orientaci
vzorku pri zalévani do blocku (je-li zalévan v misté
odbéru). Pokud se mutiZe vyskytnout nejednoznacnost
v jeho orientaci, je mozné dutisledné oznacovat kon-
venéni stranu preparatu cernou ¢i zelenou tusi
(napriklad k odliSeni proximalniho a distalniho konce
cévy, u velkych cév i ventralni a dorzalni strany apod.)
nebo stehem. V takovém pripadé se lze vyjadrit k otaz-
ce, zda jsou napr. 1éze rozmistény nahodné nebo pre-
feren¢né na ventralni, dorzalni ¢i lateralni sténé cév-
niho lumen, nebo jaka je distribuce 1ézi vzhledem
k odstupujicim vétvim hlavniho cévniho kmene. Tim
se otevira moznost diskutovat lok&lni hemodynamické
vlivy na predilekéni vyskyt 1ézi.

2. Dokumentujeme, zda byla fixace provazena pru-
plachem cévy fixaénim roztokem nebo jen ponofenim
do fixativa. Znalost této okolnosti muize usnadnit
mikroskopické odliSeni nékterych suspektnich dosud
neorganizovanych ¢erstvych mikrotrombti od post-
mortalné vzniklych koagul, zejména v malych cévach.
Priiplachem cévy fixa¢nim roztokem také klesne po-
¢et bunék adherujicich na endotel, se kterymi se lze
v cévach cCasto setkat.

3. Pouzivame dostate¢né mnoZstvi fixativa — opti-
malni je asi 100nésobek objemu tkariového blocku,
jehoZ rozméry by vzhledem k rychlosti penetrace for-
maldehydového roztoku nemély presahovat 1 x 1 x 1 cm
u solidni tkané. Pokud je vzorek vétsi, je tfeba provést
nastiik cév, resp. jinych dutin vzorku fixativem.

4. Omezujeme preparaci tkarovych bloc¢ku pred
jejich fixaci, resp. zalitim do paraplastu na naprosté
minimum. Je vhodné vyhnout se nadbyte¢né prepa-
raci cév, pri niZ se ¢asto posSkodi ¢i odtrhne tunica
adventitia a nelze se pak vyjadrit napt. k jeji leukocy-
tarni infiltraci ¢i ke stavu vasa vasorum. Idedlni je
ponechat cévu v okolni tkéni, kterou je zpravidla fidké
kolagenni vazivo, a zalit ji .en bloc”. jako vétsi blocek.

5. Je-li to mozné, vyhybame se deformaci hodno-
ceného useku cév instrumentariem. Po kompresi cé-
vy pinzetou, cévnimi kleStémi ¢i svorkami, nelze jiz
rekonstruovat prostorové vztahy v cévni sténé€, pomeér
plat/volné lumen atd. Je-li nutné s cévou manipulo-
vat, navrhujeme ¢init tak za konec, ktery bude nako-
nec pred zalitim do blo¢ku odstfiZen.

Respektovanim uvedenych zéasad, které mohou byt
modifikovany podle zvyklosti a potfeb konkrétniho
hodnoticiho pracovisté, predchazime nejistoté v ode-
¢itani a komentari nékterych preparatt a zpravidla je
mozno vytéZit z mikroskopického vySetreni vice infor-
maci. I pak je ale nutné se smifit se skutecnosti, Ze
kvantitativni tidaje ziskané mikroskopickym hodno-
cenim nelze u mékkych tkani povaZovat za absolutné
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spravna ¢isla, ale spiSe lze jimi pomérovat jednotlivé
skupiny experimentu. Od odbéru tkané po vlastni
mikroskopovani prochazi vzorek totiZ radou proce-
dur, které meéni zejména objemové pomery tkani:
fixace po odbéru, dehydratace, prosycovani zalévacim
médiem, zalévani vzorku do paraplastu zhruba pri
56 °C, chladnuti zalitého vzorku, krajeni, rozpusténi
paraplastu, hydratace vzorku, barveni, dehydratace
vzorku a montovani do trvalého preparatu. U vétSiny
deformaci, které béhem zpracovani probéhnou, navic
nelze predpokladat izotropii,?* zejména u kompozit-
nich vzorku s prevazujici orientaci buné€k i mezi-
bunécéné hmoty, jak je tomu napiiklad u cévni stény.

ZAVER

Stereologické metody umoznuji provadét kvantita-
tivni odhady poctu objektti, délek, ploch a objemt.
Spole¢nym principem je hodnoceni interakce geome-
trickych sond, jako jsou objemové elementy, roviny
(Fezy), linie a body, s hodnocenym vzorkem histolo-
gicky zpracovanych tkanovych blo¢ku. Nedilnou sou-
¢asti kvantitativniho hodnocent je i hospodarny vybér
¢asti makroskopickych organti i nakrajenych blockt
k hodnoceni. Pfi volbé spravné strategie je tak v sou-
casnosti mozné uc¢inné kvantifikovat popis cév v nor-
malni cévni sténé i v experimentu.
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