Histologie a

embryologie
praktické cviceni



Program 1. praktika

* obecné informace

(organizace vyuky)

* histologie a embryologie

(co je predmétem studia)

e zpracovani tkani

(laboratorni metody)

* demonstrace histologickych preparatt

(barveni riznymi metodami)



Organizace praktik

Zacatek - presné

Prezouvani
vstup do mikroskopického salu pouze v prezuvkach nebo
navlecich

Satna — odloZit svriky a zavazadla (zajistit doklady, cennosti,
mobil - ztraty a nalezy — info u dr. Darikové)

Mobil — vypnuty nebo v tichém rezimu

mikroskopicky sal = laborator
— zakaz konzumace jidla a napoju v Satné a v sale,
— zakaz koureni na celé LF

BOZP

Pracovni misto zustava stalé béhem semestru! Student je osobné
a hmotné odpovédny za poskytnuté pomucky




Pribéh praktika
- uvod — vyklad + demonstrace
vlastni prace

Samostatna prace studenta — studium preparatu ve svételném
mikroskopu a fotografii v atlasu EM; jejich kresleni a popis =
vyhotoveni protokolu; protokol je na konci praktika zkontrolovan.

Student, ktery zjevné praci odbyl a tedy nebude mit vyucujicim
podepsany protokol, musi dané praktikum nahradit

Student musi byt pfipraven na dané praktikum

Rozvrh a sylaby (programy) prednasek a praktickych cviceni — viz
nasténka a webové stranky ustavu

Pomucky (vlastni)
- seSit nebo volné papiry — format A4, bez linek, dle sablony
- meékka tuzka, pastelky

Prestavka — 10 minut

Konec praktika — vyhlasi vedouci cviceni
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Seznam preparati ke studiu: Atlas EM: doporufené obrazky ke sgudiy
islo nazev (barveni) str. ndzev elektronogramu

Pokyny pro vypracovani protokolu

1. Studentwyhotovi barevné nikresy histologickych prepardtd (pastelky) nebo Eernobilé nakresy obrazku
z atlasu glektronogrami (obyEejnd tuika).

2. Kafady ndkres musi byt opatfen ndsledujicimi ddajic
- ndzev prepardtu s uvedenim metody barveni (viz Seznam vyie), event. ndzev elekiranogramu
-zvitdeni: 10x4 /10 x 10/ 10 %20/ 10 x 40 _[1j, okuldr x objektiv) nebo gelk. zyv.: 40x / 100x / 200x / 400x
- popis obrazku.

Kontrola protokolu

Prakticke cviteni:

fadné nahradni BN sseasssmnssssssonmssessssoassisssatasansesassean

podpis ulitele



Zapocet

100% ucast v praktickych cvicenich

Zapoctovy test na konci semestru: 20 otazek, max. 20 bodu,
hodnoceni: 12 — 20 bodd = P (prospél/a), 0 — 11 = N (neprospél/a)

V pripadé neuspéchu je mozna jedna oprava (opravny test),
Ustni zkougka ve zkoudkovém obdobi (2 otazky, hodnoceni A — F),

Terminy zkousky: 1 fadny, 2 opravné.

Nahrazovani praktik

vyjimecne, po predchozi domluve se svym vyucujicim
nahrazovani oznamit vedoucimu paralely (tomu, kdo ma vyklad)
zapsat se do seSitu (pred nebo po vykladu)

na konci praktika predlozit vedoucimu praktika protokol k podpisu



DOPORUCENA LITERATURA

http://www.med.muni.cz/histol/histolc.html

Skripa — text + atlas

MASARYKOVA UNIVERZITA
Lékarska fakulta

Histologie a mikroskopicka
anatomie pro bakalare

Svatopluk Cech, Drahomir Horky

Brmo 2011

Prednasky
Praktika




HISTOLOGIE

nauka o stavbé normalnich, tj. zdravych bunék, tkani a organ(l na
mikroskopické a submikroskopické urovni

cytologie a obecna histologie

specialni histologie = mikroskopickd anatomie (stavba organt jednotlivych
systém)

vyznam histologickych vysetreni v klinické praxi: onkologie a chirurgie,
hematologie, patologie a soudni lékarstvi




Histologie

* RozliSovaci schopnost oka —~ 0,1 mm
* RozlisSovaci schopnost SM —~ 0,5 um
* RozliSovaci schopnost EM —~ 1,5 nm

HuFTS031 27 -
BloMax US




Zpracovani tkani a organu pro ucely histologického
vysetreni ve svetelném mikroskopu

(priprava trvalého histologického preparatu)

« ODBER vzorkd

* FIXACE tkarovych blo¢ka

* PRANI

« ZALEVANI - (parafinové) blo¢ky
« KRAJENI - fezy

* NAPINANI A LEPENI Fez(l

« BARVENI fez(

* MONTOVANI (uzavirani)



1. ODBER MATERIALU

* maly kousek tkane (organu) je odebran a rychle vlozen do
fixacniho media:

* biopsie z Zivého organizmu (v pribéhu chirurgickych
zakroku; neinvazivni odbér — stér z povrchu sliznice)
= excise (vyriznuti)

= punkce (dutou jehlou —jaterni nebo
edvinny parenchym, kostni dren)

= kyretdz (napf. endometrium)
* nekropsie z mrtvého organizmu (pitva); laboratorni zvire

* velikost odebraného vzorku 5 — 10 mm?, fixace nasleduje
bezprostredné!

* oznaceni




Pomticky k odbéru:




2. FIXACE

» Definice: denaturace a stabilizace proteinl v burce

(,Setrné usmrceni bunky” s minimem artefakt)

e Dlvod fixace: chemicka nestabilita tkané — vysouseni, svrasténi,
autolyza v disledku pusobeni bakterii, hypoxie;

* fixace ma predchazet témto zmeénam a stabilizovat strukturu
vzorku. Beéhem fixace jsou proteiny konvertovany do inaktivni,
denaturované formy.



Fixace

— fyzikalni vysokou teplotou (var, zihani nad plamenem), nizkou
teplotou (lyofilizace, mrazova substituce — kryoprezervacni latky)

— chemicka

Roztoky organickych a anorganickych latek
* imerze — ponoreni do fixativa
* perfuze — promyvani intravenozni aplikaci fixativa

Pozadavky na fixacni Cinidlo

e zachovat strukturu
* rychle penetrovat do tkanového blocku

* neovlivhovat vysledek barveni



CHEMICKA FIXACE Fixacni ¢inidla:

organickda — ALDEHYDY - formaldehyd (LM)
— glutaraldehyd (EM)
— ALKOHOL — 96 — 100 % (absolutni etanol)
— ORGANICKE kyseliny — led. octova, pikrova, trichloroctova

- anorganicka — ANORGANICKE kys. — chromova, osmium
tetraoxid (OsO4)
— SOLI TEZKYCH KOV& — HgCl2

- smési: FLEMMING (0sO,), ZENKER, HELLY, SUSA (HgCl,),
BOUIN (kys. pikrova), CARNOY (alkohol)

Postup: fixace — pri pokojoveé teploté, 12 — 24 hodin, vzorek musi byt prelit 20 — 50nasobnym
mnozstvim fixacniho ¢inidla: (1 cm3: 20— 50 cm3)



PRANI a ZALEVANI

 odstranéni fixacniho Cinidla ze vzorku; vybér
vypiraciho media zavisi na fixaci: voda nebo alkohol
(70-80%)

e duvod zalévani: ,tvrzeni“ meékkych tkanovych
vzorku krajitelnymi médii




Zalévaci media

e ve vodeé rozpustna — zelatina, celodal, vosky

* ve vodé nerozpustna — parafin, paraplast, celoidin




Zalévani do parafinu

dehydratace — odvodnéni fixovanych vzorku (parafin se s vodou
nemisi; vzestupnou radou etanolu (50%, 70%, 90%, 96% kazda
|lazen alkoholu 2 — 6 hodin)

projasnéni — vytesnéni alkoholu mediem, které se misi s
parafinem — benzen nebo xylen

infiltrace — rozpusténym parafinem (bod tani 56°C); provadi se v
TERMOSTATU: parafinova lazen — 3 x 6 hodin.

vlastni zaliti — do komurek (plastové, papirové nebo kovové). Do
komurek se nalije rozpustény parafin a do néj se vlozi tkanové
vzorky. Komurky jsou rychle ochlazeny ponorenim do studené
vody. Parafinové blocky se po vynéti z komurek zbavi prebytku
parafinu a jsou pripraveny ke krajeni.




“mmmm 0oon / Leica TP 1020

odvodnovaci tkanovy automat



Zalévaci komirky - papirové

vysledek zaliti




KRAJENI

 Mikrotom — regulace tloustky fezd: 5 — 10 um je optimum

Sanovy mikrotom — blok je
upevnény v drzaku, nliz nebo
britva se pohybuje
horizontalné

Rotacni mikrotom — nlizZ je fixni,
drzak s blockem se pohybuje
vertikalné




Sanovy
mikrotom

Rotacni mikrotom




kryostat

= rotacni mikrotom v mrazicim boxu (—
600 C);

zmrzlou tkan Ize krajet bez zalévani

paska rezli  parafinovy blocek




NAPINANI REZU

* Napinani:
na hladiné teplé vody (452C) se
rezy narovnaji a vypnou

* Lepeni:
z vody jsou rezy preneseny
na podlozni skla s adhezivnim
filmem (Zelatina nebo smés
glycerin-bilek) a ulozeny do
termostatu (372 C).

Pred barvenim se z rezu na skle musi odstranit zalévaci medium,

které by branilo priiniku barviv.
Napr. parafin — deparafinace rozpustidlem parafinu, obvykle xylénem.




2, 3 — fixace

4 — zalévani

5, 6 — krajeni

7, 8 — napinani rezi



BARVENI

* zviditelnéni struktur v fezu — bunka a jeji soucasti vykazuji afinitu
k barvivim dvou skupin:

 zasaditd /bazicka/ barviva (,,jaderna”) — reaguiji s kyselymi
strukturami bunky a tkani (NK v jadre aj.)

bazofilie — bazofilni struktury

* kyseld barviva (,,cytoplazmaticka”) — reakce se zasaditymi
strukturami

acidofilie — acidofilni struktury v bunce

- chromofilni /chromatofilni/ x chromofobni
- polychromatofilni — afinita k obéma druhdm barviv



Hematoxylin a eo
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* ORTOCHROMAZIE- bunecné struktury sa barvi stejnou
barvou, jakou ma barvivo (HE)

* METACHROMAZIE- bunecné struktury sa barvi jinou barvou,
jakou ma barvivo

Pr. toluidinovou modri se v zirnych bunkach barvi jadra modre
(ortochromaticky) a granula cervenofialové
(metachromaticky)



HEMATOXYLIN — EOSIN (HE)

deparafinace rehydratace prani barveni diferenciace

_f\_f\ _f\_(\ _‘ ‘ - & ‘_

xylen I xylen II 100% 96% hematoxylin kysely
etanol etanol etanol
projasnéni dehdyratace prani barveni prani

xylen IV xylen III 100% 96%
etanol etanol




RUTINNI BARVENI: HEMATOXY
EOSIN (HE)

Hematoxylin — zasadity
Eosin — kysely

* Postup:
e Odstranéni parafinu xylenem

* Rehydratace ,,sestupnou” fadou alkoholt (100% —96% — 80%)
e Barveni hematoxylinem = jadra - modro-fialova

 Diferenciace kys. alkoholem a vodou (odstranéni prebytku
barviva)

e Barveni eosinem = rluzova - cytoplazma, vazivo, svaly

* Prani ve vodé (odstranéni prebytku barviva)

* Dehydratace ,vzestupnou” fadou alkoholl (80% —96%)
* Projasnéni v xylenu






fada box0 (kyvet) s barvicimi médii




* Leica ST 4040 Linearni barvici automat - velkokapacitni barveni vzork
jednim programem (napr. H&E az 1000 skel).




MONTOVANI

* uzavreni preparatu — kapkou montovaciho media a
krycim sklickem = trvaly preparat

* rozpustna v xylenu — kanadsky balzam
* rozpustna ve vodé — glycerin-zelatina, arabska guma



trvalé histologické preparaty ke studiu v SM
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TYPY BARVENI

e rutinni, prehledna — HE, AZAN (demonstruji
vsechny zakl. slozky)

e specialni — vizualizace vybranych struktur

 Massonovy trichromy: zluty - , modry - AZAN,
trichrom (kolag.vlakna)

 orcein, aldehydovy fuchsin (elast.vlakna) aj.

* impregnacni — AgNO,; (nervova nebo retikularni
vlakna)




Vysledky barveni:

* HE = Hematoxylin — Eosin
jadra — modro-fialova
cytoplazma a kolagenni vlakna — rlizova
svalova tkan — Cervena

 HES = Hematoxylin — Eosin — Safrdn
kolagenni vlakna — zluta

 AZAN = AZokarmin — Anilinova modr — oranz G
jadra — Cervena
erytrocyty — oranzové
svalova tkan — Cervena

kolagenni vlakna — modra



Hematoxylin a eosin (HE)




fundus ventriculi



Hematoxylin, eosin a $afran (HES)
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chrupavka kolagenni vlakna Zluta



Azokarmin a anilin. modr (AZAN)

kolagenni vlakna modra
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Impregnace ,,stribrem”
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m — nervova viakna

slezina — retikularni vlakna cerebellu



/pracovani tvrdych tkani
(zub, kost)

 dekalcifikace (odvapriovani) — prevedeni nerozpustnych
vapenatych soli do roztoku pomoci kys. mravenci nebo
chelatonu (EDTA), ¢asové narocné — dny az tydny

e vybrusy — tenké ploténky (50— 70 um) zhotovené
postupnym zbrusovanim materialu



/pracovani tkani pro elektronovou
mikroskopii (EM)

Pozadavky na pracovni podminky:

* pH vSech roztokl (medii) 7,2 — 7,4 (pufry —
kakodylatovy nebo fosfatovy)

* bezprasnost

* roztoky (media) — Setrné pUsobeni na tkané
(minimum artefakt()



POSTUP

ODBER — okam?Zit4 fixace, velikost tkafiového bloc¢ku do 1 mm3

FIXACE — glutaraldehyd (vazba aminoskupin) + OsO, (vazba lipidu) —
dvojita fixace

PRANI — destilovand voda
DEHYDRATACE - alkohol

ZALEVANI - vzorky se vkladaji do Zelatinovych kapsli nebo forem
z plastu vyplnénych zalévacim mediem (polymerizace — zména
skupenstvi). Pouzivaji se epoxidové pryskyrice (Epon, Durcupan,
Araldite) — ve vodé nerozpustna media

KRAJENI — ultramikrotom
KONTRASTOVAN:I (, baveni®)




KONTRASTOVANI|

* princip diferenciace struktur — ruzny rozptyl svazku
elektronu v zavislosti denzité struktur ;
,elektronova barviva“ — smési tézkych kovu:
uranylacetat nebo citrat olovnaty

Na kapce barviva je polozena nosna
sitka tak, aby ultratenké rezy byly

:%: / vystaveny plsobeni barviva.



Rozdily mezi SM a EM

SM EM
Odbér <1cm? < 1 mm?
minuty sekundy
Fixace formaldehyd glutaraldehyd
12 — 24 hod. 1 — 3 hod.
Zalévani parafin epoxid. pryskyftice
(Durcupan)
Krajeni mikrotom ultramikrotom
Tloust’ka fezu 5— 10 um 50 — 100 nm
Barveni (LM) barviva tézke kovy

Kontrastovani (EM)

(hematoxylin — eosin)

(uranylacetat, citrat Pb)

Montovani

+

Vysledek

histologicky preparat

foto z fluoresc. stinitka -
elektronogram




Columnar epithelial cell in eectron (EM) and light (LM) miaoscope




DEPARTMENT OF HISTOLOGY AND EMBRYOLOGY
FACULTY OF MEDICINE - MASARYK UNIVERSITY

http://www.med.muni.cz/histology




