HISTOLOGIE

vedni obor studujici strukturu bunéek

a tkani mnohobunecnych
organismu

1/ cytologie
2/ vlastni histologie
3/ mikroskopicka anatomie
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Nejvétsi bunky 150
Mm

Prdmérna velkost
bunék 10 — 20 um

Nejvétsi organely 1 —
2 um

Ribosomy 20x30 nm

Cytoskelet 5 — 24 nm

Membrana 7,5 nm
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ZAKLADNI
HISTOLOGICKE
TECHNIKY



SVETELNA
MIKROSKOPIE

Odbér vzorku
Fixace
Odvodnéni
Projasneni
Zalevani
Krajeni
Barveni
Montovani
Pozorovani

ELEKTRONOVA
MIKROSKOPIE

Odbér vzorku
Fixace
Odvodnéni
Projasneni
Zaléevani
Krajeni
Kontrastovani
Pozorovani



FIXACE TKANE

e umeéle navozena zastava vsech
zivotnich pochodu v odebraném
vzorku tkane

» koagulace tkanovych bilkovin
pomoci chemickych latek nebo

fyzikalnich vlivu



ZALEVANI TKANI DO PARAFINU
ODVODNENI

— vzestupna rada alkoholu = 70 - 96% alkohol — postupné
vytésneni vody alkoholem

— absolutni (100%) alkohol (dokoncCeni odvodnovani)

PROJASNOVANI

— cedrovy olej, xylen — vytesneni absolutniho alkoholu z
tkané rozpustidlem parafinu

PROSYCENI PARAFINEM
— parafin pri 56 - 58°C — tfi lazneé — postupné vytésnéni
projasnovaciho media rozpustenym parafinem

ZALITi

— prevrstveni prosyceného vzorku rozpustenym
parafinem
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ZALEVANI TKANI DO CELOIDINU

(nitrat celuloézy)

ODVODNENI

— 70 - 96% alkohol — postupné vytésneni vody alkoholem
— absolutni (100%) alkohol (dokonCeni odvodnovani)

PROJASNOVANI

— etanoleter (1:1)

PROSYCENI CELOIDINEM

— vzestupna rada

ZALITI

— prevrstveni prosyceneho vzorku 10% celoidinem
TVRZENI

— odparovani etanoléeteru (50% ubytek objemu)

— etanol



ZALEVANI TKANI
DO VODOROZPUSTNYCH MEDII

ZELATINA

- PROSYCOVANI za tepla (37°C)
« TVRZENI formolem

C E L O DA L (polymer mo€oviny a formolu)

« PROSYCOVANI vzestupnymi koncentracemi
« TVRZENI za tepla, HCI



ZALEVANI DO PRYSKYRIC

Odvodnéni

— vzestupna rada alkoholu = 50 - 96% alkohol — postupné
vytésneni vody alkoholem

— alkohol muze byt fedény 1% uranylacetatem
(prekontrastovani)

— absolutni (100%) alkohol (dokonCeni odvodnovani)
Projasnovani (pokud je nutné, napr. u epoxidovych pryskyfic)

— propylenoxid - vytesneni absolutniho alkoholu z tkané
rozpustidlem pryskyrice

Prosyceni zaléevacim médiem
— vytesneni projasnovacino media tekutou pryskyrici
Zalévani pryskyrici do zelatinovych kapsli
Polymerizace — vytvrzeni
— teplo (60°C) — vétsina pryskyric
— UV svétlo pri pokojove teplote nebo v mrazaku — nektere
akrylatove pryskyrice



Tkanovy procesor na zalévani do pryskyric




KRAJENI

— sankovy nebo rotaéni

— ocelové noze nebo ziletky

— na parafinoveé (celoidinové, celodalové, zelatinové) bloCky
« ULTRAMIKROTOM

— sklenéné nebo diamantove noze

— na pryskyricné blocCky
- KRYOSTAT A ZMRAZOVACIiI MIKROTOM

— ocelove noze nebo ziletky

— na zmrazeneé vzorky



y mikrotom
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Sankov




rucni rotacni mikrotom




Ultramikrotom



KRYOSTAT - kombinace rotacniho mikrotomu a
mraziciho boxu

manualni motorizovany

| oddélené chlazer
| - komory

| - hlavy

- hoze




ZMRAZOVACI MIKROTOM - kombinace
sankového nebo rotachiho mikrotomu a
chladiciho zarizeni

zmrazovani expanzi CO,
zmrazovani elektrotepelnym clankem
zmrazovani principem kompresorové mraznicky




VYUZITi ZMRAZOVACICH
TECHNIK

rychlé peroperaéni biopsie — hlavné posouzeni nadoru
barveni na tuk

histochemie lipidu

enzymova histochemie

Imunohistochemie — citlivéjsi antigeny

nekteré fluorescencni metody

nekteré impregnacni metody






BARVENI

interakce mezi barvivem a urcitou slozkou

tkane

* 1/ prehledné (synoptickeé) barveni — obarvi
se vsechny slozky preparatu, zalozeno na

afinite kyselin a zasad

- Zasadita (basicka) barviva — hematoxylin (ruzné druhy),
thionin, azokarmin, toluidinova modfr, jadrova Cerven,
methylova zelen,......

— Kysela barviva — eosin, erythrosin, svétla zelen, kysely
fuchsin, oranz G, anilinova modr, =~ oL

« 2/ specialni barveni - zvyrazneni hledanych
struktur barvivem se specifickou afinitou



Zakladni postup barveni
parafinovych rezu

odparafinovani rfezu
zavodneni (rehydratace) rezu
vlastni barveni

odvodnéni (dehydratace) rezu

projasnéni pred montovanim
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ZHOTOVENI|I TRVALEHO HISTOLOGICKEHO
PREPARATU BARVENEHO METODOU
HEMATOXYLIN A EOSIN (H&E)

ODPARAFINOVANI A ZAVODNENI REZU
— Xxylen (2 lIazné) — rozpusténi parafinu
— 100% alkohol — vymyti rozpusténého parafinu i rozpustidla
— 96% - 70% alkohol — pomalé zavodneni
— voda - vymyti alkoholu
BARVENI
— hematoxylin (basické barvivo) - barveni kyselych (basofilnich)
soucasti tkane (jadra, ribosomy)
— prani a diferenciace jader (voda, kysely alkohol, uhli€itan lithny)
— eosin (kyselé barvivo) - barveni basickych (zasaditych, acidofilnich,
eosinofilnich) soucCasti tkané (proteiny)
— prani (voda)
ODVODNENI
— 70% - 100% alkohol — postupné vyteésnéeni vody
PROJASNENI
— karboxylen a xylen (2 lazné) — vytésneni alkoholu
o rozpustidlem montovaciho média
MONTOVANI
— Solakryl — prekryti frezu krycim sklickem



basofilni




DALSI PRIKLADY PREHLEDNYCH BARVENI

Weigert - van Gieson

zelezity hematoxylin
+ kysely fuchsin +
kyslina pikrova

jadra hneda,
kolagen cCerveny,
svalovina

Massonovy trichromy
-Zluty

hematoxylin +
erythrosin + Safran

jadra modra,
kolagen :
svalovina cervena

-modry zelezity hematoxylin |jadra hneda az cerna,
+ kysely fuchsin + kolagen ,
anilinova modr svalovina cervena

-zeleny zelezity hematoxylin |jadra hneda az cerna,
+ kysely fuchsin + kolagen zeleny,
oranz G + svetla svalovina cervena
zelen

AZAN azokarmin + jadra Cervena,

anilinova modr +
oranz (5

kolagen :
<valovina cervena




Weigert - van Gieson



zluty trichrom



modry trichrom
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SPECIALNI BARVENI

- zvyrazneni hledanych struktur
barvivem se specifickou afinitou

- nedochazi pri ném k barevné chemickeé
reakci (barvivo neméni svou puvodni

barvu)

- cytologicka barveni — barveni vybranych
iIntracelularnich soucasti

- selektivni barveni — barveni vybranych struktur
nebo latek bez ohledu na lokalizaci

- impregnacni metody — redukce kovu (Ag, Au, Os)
na vybranych strukturach



PRIKLADY CYTOLOGICKYCH BARVENI

- Heidenhainovo barveni (hematoxylin) - mitochondrie,
myofibrily

- jadrova barveni - kontrast jader (hematoxylin, jadrova
cerven, metylenova zelen)

- barveni Nisslovy substance - kresylova violet, toluidinova
modr

- naterova barveni - Pappenheim, Papanicolau

- bakteriologicka barveni - Gram, Ziehl-Neelsen
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Heldenhalnovo barvenl (hematoxylln) myofibrily




toluidinova modr

Soum}

Nisslova substance



PRIKLADY SELEKTIVNICH BARVENI

elastika - orcein, aldehydfuchsin, resorcin-fuchsin

hlen, glykogen, glykosaminoglykany (GAG) - alcianova
modr, mucikarmin, Bestuv karmin

neutralni tuky - olejova Cerven O, Sudan Cerny B, Sudan
lll, Sarlach — je treba se vyhnout pouziti rozpustidel
(zmrazeneé rezy)

myelin (fosfolipidy) - luxolova modf, Spielmeyeruv
hematoxylin

amyloid - kongo Cerven, metylviolet, saturnova Cerven
fibrin - Weigertovo barveni

a dalsi ...
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orcein




elastika

resorcin-fuchsin
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alcianova modr pH 2,5 kyselé mukopolysacharidy



muciny









ipidy

neutralni |

y B

Sudan cern



PRIKLADY IMPREGNACE

Gomori, Foot
Hortega, Cajal
Penfield
BielschowskKi

Grimelius

Grocott

retikularni viakna
astrocyty

oligodendrocyty
nervova vlakna

bufiky DNES

hyfy plisni
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impregnace neuront




impregnace astrocytu




MONTOVANI

- kryci skla

- montovaci média rozpustna v xylenu

- akrylatové pryskyrice (solakryl BMX)
- kanadsky balzam

- montovaci meédia rozpustna ve vode

- glycerol-zelatina
- glycerol
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» potazeni podlozni folii (Formvar —
polyvinyl formaldehyd)

* napareni uhlikového filmu na folii

(g)
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KONTRASTOVANI REZU
PRO TEM

» vazba atomu tézkych kovu na struktury
pozorovaného objektu

« provadi se pokladanim sitek na kapky
roztoku soli prislusnych kovu

* nejcastejsi soli:
— octan uranylu (uranylacetat)
— citronan olovnaty
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POZOROVANI

* Primeé pozorovani
* Fotografovani

« Morfometrie

« Stereologie

3D rekonstrukce

* Obrazova analyza



Focus Leeuwenhoek
Microscope

cca 1670

Sample
» Translator

okular

objektiv

vzorek

kondenzor

zdroj svétla @



Techniky pro zlepseni kontrastu

Pozorovani v zastinu (dark-field) — Sikmé osvétleni, svétly obraz v
temném poli

Polarizované svétlo — dva polarizacni filtry, zobrazeni dvojlomnych
struktur (zari v temném poli)

Fazovy kontrast — promeénuje fazové zmény vinéni na zmény intenzity
svétla, kontrastni obrazy nebarvenych, prihlednych objektu
(bunécnych kultur, zivych bunék)

Diferencialni interferenc¢ni kontrast (Nomarski) — modifikace
predchazejici metody, pseudo 3D obraz

Bright-field

Differential-interference-contrast o Dark-field e =
50 um



Fluorescencni mikroskopie

* Fluorescence — schopnost urcitych latek (fluorochromu)
reagovat na absorpci excitacniho svétla emisi svetla o vetsi
vinove délce

Principle of Fluorescence

4

= Ultraviolet (UV)
e

and Visib
Light Emitted
Green—
Light /
uv

Fluorescent
Specimen



Typy fluorescen€nich mikroskopu

Transmisni fluor. m. Epifluorescencni m.



konfokalni clonka - ~ detektor — obvykle fotonasobic,

ktery je citlivéjSi nez CCD kamera

zaostrené paprsky

»___— nezaostiené paprsky — paprsky
pochazejici z hlubSich rovin vzorku
nejsou znazornény

Svételny zdroj — laser. " dichroicky filtr (déli¢ paprsku)
Vybér fluoreskujicich latek
v kanfokalni mikroskopii

je omezeny dostupnymi | ,  Cotka objektivu

vinovymi délkami &

lasert. ohniskova rovina
vzorek

Rastrujici Minsky 1957

konfokalni mikroskop Petraf a Hadravsky' 1966



Standardni fluorescencni Laserovy rastrujici konfokalni
mikroskop mikroskop




elektronoveé
delo

cocka
kondenzoru

A‘\‘\ m“ vzorek
\“ l \‘-

cocka
objektivu
cocka
projektoru

/ prohliZzeci obrazovka
nebo fotograficky film

Transmisni (prozarovaci)
elektronovy mikroskop (TEM)




elektronove
delo

cocka
kondenzoru
deflektor

l | rastrovaci svazku

r generator ~ Cotka
SN obrazovka |§ =

objektivu

detektor elektrony

ze vzorku

vzorek

Rastrujici
elektronovy mikroskop (SEM)






Zpracovani vzorku pro SEM
odbér
fixace - chemicka

odvodnéni (nejcasteji vzestupna rada
acetonu)

vysuseni metodou kritického bodu (Critical
Point Drying) — odvodnovaci medium se
nahradi nejcasteji tekutym CO,, ktery se za
zvyseného tlaku odpari

nalepeni vzorku na podlozku (nejCasteji Al)

pokoveni (nastinovani) povrchu (nejCasteji
Au, Pt)






HISTOCHEMIE

Vznik barevného reakcniho produktu in situ
s puvodné nebarevnou reagencii

1/ Konvencni histochemie
detekce - prvku (iontd)
- nukleovych kyselin
- lipidu
- sacharidu
- pigmentu
- proteinu (aminokyselin) — dnes neobvyklé,
nahrazeno imunohistochemickymi metodami

2/ Katalyticka (enzymova) histochemie — detekce enzymu



PAS reakce (periodic acid — Schiff)

neuplné specificka oxidativni metoda pro prikaz slozenych cukri v bunikach a tkanich

oxidace sousednich (vicinalnich) prukaz pritomnosti nové vzniklych aldehydovych
volnych glykolovych skupin skupin Schiffovym €inidlem
kyselinou jodistou — leukoforma bazického fuchsinu
( ) (bezbarva)

oxidation .

Hel 0g

0 ¢ o > 4
Q[ HH— \C/O—NH SOOH
A _/) ) \
| | HOOS-HN—4, // S0H

HC

dialdehyde

po reakci s aldehydy vznika nova cervenofialova

sloucenina
HN= ::l':\v — oH
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PAS reakce




IMUNOHISTOCHEMIE

hledame lokalizaci urciteé latky v burice nebo v mezibunécné
hmoté

soucasti molekuly hledané latky musi byt nejméne jedna
antigenni determinanta (epitop), hledana latka se pak nazyva
antigen

epitopem je specificky fetézec aminokyselin nebo monosacharidd,
hledanou latkou tedy muZze byt protein, glykoprotein,
polysacharid, lipoprotein nebo glykolipid

na epitop se specificky vaze umele pripravena protilatka
(imunoglobulin)



1/ Vazba protilatky na antigen

2/ Zviditelneni (vizualizace) teto vazby

Q
Labeled —
secondary
Unlabeled — antibody
primary
antibody G

Antigen \

Tissue section ——

- Glass slide






