Histologie - cviceni

Laboratorni zpracovani tkani a organt
pro svetelnou a elektronovou mikroskopii




HISTOLOGIE

= Nauka o stavbe normalnich, tj. zdravych bunek,
tkani a organ{ na mikroskopické a submikro-
skopicke Urovni
- obecna histologie + cytologie
- specialni histologie = mikroskopicka anatomie
(stavba organt jednotlivych systému)

= vyznam histol. VysSetreni v klinické praxi: onkologie,
chirurgie, hematologie, patologie a soudni lekarstvi



Zpracovani tkani a organu pro ucely
. histologickeho vysetreni ve svetelnem mlkroskopu

(priprava trvalého histologického preparatu)

= ODBER vzorkd

= FIXACE tkani

= PRANI |

=« ZALEVANI (parafinové blocky)

=« KRAJENI

= NAPINANI A LEPENI fezc

=« BARVENI fezli

= MONTOVANI = trvalé preparaty



velikost odebraného vzorku tkané 5 — 10 mm?3, fixace nasleduje
bezprostredné!

biopsie z Zivého organizmu (v prubéhu chirurgickych zakroku;
neinvazivni odbér — ster z povrchu sliznice)
- excise (vyriznuti)
- punkce dutou jehlou (jaterni nebo
ledvinny parenchym, kostni dren)
- kyretaz (napf. endometrium)

nekropsie z mrtvého organizmu (pitva); laboratorni zvire
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Cilem fixace je zachovani struktury bunek a tkani ve stavu,
ktery je co nejpodobnejsi tomu, v nemz se vyskytuji
zaziva - ,Setrné” usmrceni bunky s minimem artefaktu

Fixace predchazi vysouseni, svrasteni a autolyze tkane.
Zastavi metabolicke deje jejich zpomalenim (v pripade
zmrazeni) Ci inaktivaci enzymu a dalSich proteinu
(denaturace = zmena konformace)

zachovat strukturu
rychle prostoupit tkan
neovlivhovat vysledek barveni



vysokou teplotou (var, zihani nad plamenem)

nizkou teplotou (lyofilizace, mrazova substituce
- kryoprezervacni latky)

- roztoky organickych a anorganickych latek
iImerze — ponoreni do fixativa
perfuze — promyvani (intravenozni aplikace fixativa)



Chemicka fixativa

Organicka - Aldehydy - formaldehyd (SM)
glutaraldehyd (EM)
— Alkoholy  — etanol 96 — 100 % (absolutni etanol)
— methanol; aceton
— Organicke kyseliny — led. octova, pikrova, trichloroctova

Anorganicka — Anorganické kys. — chromova,
— Soli tezkych kovu —HgCI2, oxid osmicely (OsO4)

Smesi: FLEMMING (OsO4), ZENKER, HELLY, SUSA (HgClI2),
BOUIN (kys. pikrova), CARNQOY (alkohol)

Postup fixace — vzorek prelit 20 — 50 nasobnym mnozstvim fixacniho Cinidla
(1 cm3: 20— 50 ml), 12 — 24 hodin pfi pokojové teploté



odstraneni fixacniho Cinidla ze vzorku; vyber vypiraciho
roztoku zavisi na fixaci: voda nebo alkohol (70-80%)

Prosyceni, zaléevani — priprava vzorku pro krajeni (tvrzeni)
Zalévaci media — prosycuji (prostupuji) vzorek a tvrdnou

- ve vodeé rozpustna: zelatina, celodal (polymer mocCoviny
a formolu)

- ve vodé nerozpustna: parafin, paraplast
(vzorky se musi odvodnit — vzestupna alkoholova rada)



Odvodneéni — odvodnéni fixovanych vzorku vzestupnou
radou etanolu (50%, 70%, 90%, 96% kazda IézeﬁhZ a 6)
odin

Projasneni — vytesneni alkoholu mediem, které se misi s
parafinem — benzen nebo xylen

Prosyceni — rozpusténym parafinem (bod tani 56°C)

Zaliti — plastové, papirové nebo kovové komurky

- komurky jsou rychle ochlazeny ponofenim do
studene vody
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KRAJENI

 _-. Mikrotomy = svételhy mikroskop_ : tIouét’ka'-_F.ezﬁ L 10-_|4m
= Ultramikrotomy — elektronova mikroskopie — 100 nm

Sankovy mikrotom — blok je upevnény v
drzaku, ntz se pohybuje horizontalné

Rotacni mikrotom — n{z je fixni,
~drzak s blockem se pohybuje vertikalné




jzAMRAZENi

- Alternativa k zalevam — nativni | fixovany vzorek
e Kryostat — zmrazeni na -20 a méné °C
- Kryotom mrazici rotacnl mlkrotom (0-60 °C)




NAPINANI REZU

= Napinani:
na hladine teple vody (45°C)
se fezy narovnaji a vypnou

= Lepeni:
-z vody jsou rezy preneseny
na podlozni skla s adhezivnim
filmem (Zelatina nebo smeés
~glycerin-bilek) a ulozeny do
termostatu (37° C).

Pred barvenim se z rezu na skle musi odstranit zalevaci

~ medium, které by branilo pruniku barviv.
Napt. parafin — deparafinace rozpustidlem parafinu, obvykle xylenem



Pro zviditelneni struktur v rezu — bunka a jeji soucasti
vykazuji ruznou afinitu k barvivum:

chromo  ni (chromatofilni) x chromofobni
NejCastejl barveni na zaklade pH struktury

zasadita (bazicka) barviva (,jaderna®) — reaguiji s kyselymi
strukturami bunky a tkani (NK v jadre aj.)

bazofilie — bazofilni struktury

kysela barviva (,cytoplazmaticka®) — reakce se zasaditymi
strukturami

— acidofilni struktury v bunce

polychromatofilni (heterofilni) — afinita k obéma druhtm barviv



ORTOCHROMAZIE- bunecné struktury se barvi stejnou
barvou, jakou ma barvivo (HE)

METACHROMAZIE- bunecCné struktury se barvi jinou
barvou, jakou ma barvivo

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



rutinni, prehledna — HE, AZAN - demonstruji vSechny
zakladni slozky

specialni — vizualizace vybranych struktur, cytologicke

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

m orcein, aldehydovy fuchsin (elast.vlakna) aj.
m Imunohisto- a imunocytochemické metody

impregnacni — AgNO, (nervova nebo retikularni viakna)



Hematoxylin — zasadity

HEMATOXYLIN — EOSIN (HE)

Eosin — kysely 'l
Postup: e
= Odstraneni parafinu xylenem .
= Rehydratace sestupnou radou alkoholu (100% ~96% -80%)
= Barveni hematoxylinem = jadra - modro-fialova
= Diferenciace kys. alkoholem a vodou (odstraneni prebytku
barviva)
Barveni eosinem = i E svaly
Prani ve vodé (odstranéni pfebytku barviva)
Dehydratace ,vzestupnou® fadou alkoholu (80% —96%)

Projasnéni v xylenu



HEMATOXYLIN — EOSIN (HE)

deparafinace

zavodneni

prani

barveni

diferenciace
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PomUcky pro barveni




Autotechnikon,barvici automat
- (automat pro barveni)

rada boxu (kyvet) s barvicimi
medii



= Leica ST 4040 Linearni barvici automat - velkokapacitni
barveni vzorkl jednim programem (napr. H&E az
1000 skel). Modularni systém. Béhem barviciho procesu
je uzivatel chranéen aktivnim odsavanim skrz uhlikovy filtr
(Ize napoijit na centralni odtah v laboratori ).
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1 - odbér

2, 3 — fixace

4 — zalévani

5 — krajeni

6,7— napinani rezi
8 - barveni



MONTOVANI

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

Montovaci media:
m rozpustna v xylenu — kanadsky balzam
m rozpustna ve vode - glycerin-zelatina, arabska guma



Trvalé histologické preparaty ke studiu v SM




Vysledky barveni:

» HE = Hematoxylin — Eosin | /

jadra — modro-fialova
cytoplazma a kolagenni vlakna — ruzova
svalova tkan — Cervena
« HES = Hematoxylin — Eosin — Safran

kolagenni viakna — Zluta é

u AZAN = AZokarmin — Anilinova modr — oranz G
jadra — Cervena

erytrocyty — oranzove /

svalova tkan — Cervena
kolagenni vidkna — modra é
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Cytologlcka barvem — podle
Heldenhna '

.mitochondrie.y hepatocytei;h B
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slezina — retikularni vlakna cerebellum — nervova viakna



~ Barvici metody:
~ pfehledné —AZAN, HE =« _
de vsechny slozky tkani
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specidlni i i
zduraznuji urcité bunécne nebo tkanove slozky

impregnacni
soli Ag, Au
nebo Os




Zpracovani tvrdych tkani
. (zub, kost) '

= dekalcifikace (odvapriovani) — pfevedeni nerozpustnych
vapenatych soli do roztoku pomoci kys. mravenci nebo
chelatonu (EDTA), Casové narocneé — dny az tydny

= vybrusy — tenké ploténky (50 — 70 um) zhotovene
postupnym zbrusovanim materialu (brusky, matne sklo,
pasty, prasky) — nelze barvit

Vybrus zubu




Zpracovani krve — krevni nater

Kapka krve rozetrena do tenke vrstvy na podloznim skle

-dvé smesi barviv - podle May-Grunwalda (eozinat azuru Il.
rozpusteny v metanolu) a Giemsy-Romanowskeho (eozinat
metylenové modri a eozinat metylenazuru rozpusteny ve smesi
stejnych dilu metanolu a glycerolu).

- Imerze - nahrazeni vzduchove mezery mezi Celni CoCkou objektivu
mikroskopu a preparatem vrstvou imerzni tekutiny — index lomu>1 = TNA




lokalizace chemickych latek v bunce

- prukaz proteinu (detekce —NH2 nebo —COOH konce)
- DNA, RNA (reakce pentoz) — Feulgenova metoda (DNA~)

- metylova zelen a pyronin (DNA~ i RNA~)

- sacharidu — PAS reakce (oxidace —OH na aldehyd) ~
- lipidu — napf. lyzochromy (barviva rozpustna v tucich)
- pigmentu — pfimo

- anorg. latek (Fe, Ca, Zn) — postupy analytické chemie



Imunocyto- a imunohistochemie

= detekce pomoci vazby znacene protilatky -
Ag-Ab komplexy (pfimy dukaz) nebo Ag-Ab-Ab (sekundarni
nepfimy dukaz)
Znaceni. - fluorochromy — rodamin, texaska Cerven

- enzymy — kfenova peroxidaza, AF, -
acetylcholinesteraza

- radioizotopy (jodu)
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Imunocytochemicka metoda

- Detekce GFAP - astrocyty ' ' —A—l




Elektronovy mikroskop

- Obraz je tvoren elektronovym paprskem ve vakuu
- COCky — elektromagnety

- projekce na fluorescencni stinitko

Transmisni (prozarovaci) el. mikroskop - TEM

- Sniman pruchod elektronoveho paprsku, rozliseni 0,2-0,3 nm
(realné 5 nm)

Rastrovaci (radkovaci, scan) el. mikroskop — SEM

- Sniman odraz elektronového paprsku, rozliSeni 10-20 nm



Zpracovani tkani pro elektronovou mikroskopii
(EM)

Pozadavky na pracovni podminky:

= pH vSech roztoku (medii) 7,2 — 7,4. (pufry — kakodylatovy
- nebo fosfatovy) ' ' ' '
= bezprasnost

= roztoky (media) — Setrné pusobeni na tkané (! — minimum
artefaktu)



ODBER - okamzita fixace, velikost tkariového blocku do
1 mm?3

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

PRANI — kakodylatovy pufr
DEHYDRATACE - alkohol, aceton

ZALEVANI — vzorky se vkladaji do Zelatinovych kapsli
nebo forem z plastu vyplnénych zalévacim mediem.
Pouzivaji se epoxidove pryskyrice (Epon, Durcupan, LR
White, LR Gold, Araldite) — ve vode nerozpustna media



- Zalévaci komdrky:

| iélatihové_(:_l), pla-sfové (2) '
 nosice (drzaky) kapsli (3)

:ploténky s kom{irkami
(41 5)' '

bloéky priprave
pro krajeni -
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Uprava pyramidy (trimovani)

e  Odstran&ni prebytku tvrdého zalévaciho media

~ a zhotoveni pyramidy s minimalni feznou

| ~ plochou (0.1 mm2).

- Minimum tkané (Cerny shluk) ve vrcholu

Too S Trars Am Bui
(not nigid-vibrations)




KRAJENI

= po odstraneni prebytku
media (frimming) a
vytvoreni pyramidy se
z malé plosky (0.1 mm?)
- kraji jednotlive ultratenke
rezy (70 —100 nm)
ultramikrotomy

= pouzivaji se sklenene
- nebo diamantove noze
S vaniCkou — rezy splyvaji
na hladinu vody ve
vanicce a odtud jsou
preneseny na sitky (Cu)




KNIFE EDGE

CORNER 2.,

CORNER 1 ¥
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WAL 7]

KNIFE
RESERVOIR

AMIFE SIDE

_Ultramikroton_iové

noze:
sklenény

diamantovy




- Krajeni, nosné sit’ky
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princip odliseni struktur — ruzny rozptyl svazku
elektronu v zavislosti na denzité struktur;
,elektronova barviva® — smési tézkych kovu:
uranylacetat nebo citrat olovnaty

Na kapce barviva je polozena nosna

sitka tak, aby ultratenke 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. pryskyfice
(Durcupan)
Krijeni mikrotom ultramikrotom
Tloustka 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
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Co byste urcitée méli znat:

Faze zpracovani tkani a organdl pro ucely svételné mikroskopie
-Odbér materialu, fixace a fixacni Cinidla

-Zalévani a zalévaci média

-Mikrotomy — krajeni, lepeni parafinovych rezl

-Barveni parafinovych rezli hematoxylinem a eozinem (co je zbarveno a jak)

Postup pri vysetreni v prozarovacim elektronovém mikroskopu



