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Zakladni barvici metody v histologii

Prace se svetelnym mikroskopem




BARVENI

* zviditelnéni struktur v rezu — bunka a jeji soucasti vykazuji afinitu
k barviviim dvou skupin:

o zasaditd /bazickd/ barviva (,,jaderna“) — reaguiji s kyselymi
strukturami bunék a tkani (NK v jadre aj.)

# bazofilie — bazofilni struktury

e kyseld barviva (,,cytoplazmaticka®) — reakce se zasaditymi
strukturami

— acidofilni struktury v bunce

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



RUTINNI BARVENIi: HEMATOXYLIN — EOSIN

Hematoxylin — zasadity
Eosin — kysely

* Postup:
e QOdstranéni parafinu xylenem

* Rehydratace ,sestupnou” fadou alkohol( (100% —296% —80%)
e Barveni hematoxylinem = jadra - modro-fialova

* Diferenciace kys. alkoholem a vodou (odstranéni prebytku
barviva)

* Barveni eosinem = ruzova - cytoplazma, vazivo, svaly

* Prani ve vodé (odstranéni prebytku barviva)

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




HEMATOXYLIN — EOSIN (HE)

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

xylen IV xylen III 100% 96% [
etanol etanol




fada boxU (kyvet) s barvicimi médii




TYPY BARVENI

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

specialni — vizualizace vybranych struktur

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

— orcein, aldehydovy fuchsin (elast.vlakna) aj.

impregnacni — AgNO, (nervova nebo
retikularni vlakna)




MONTOVANI

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

— rozpustna v xylenu — kanadsky balzam

— rozpustna ve vodé — glycerin-zelatina, arabska
guma



Hematoxylin
Eosin

(HE)

Vysledek barveni:

jadra bunék — modrofialova
cytoplazma — rlizova

kolagenni vlakna — rtzova
svalové bunky — Cervené

2 — Apex linguae (HE)




Hematoxylin
Eosin

Safran

(HES)

Vysledek barveni:
jadra bunék — modrofialova R

cytoplazma — rlizova
kolagenni vlakna — Zluta
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Zluty MassonQv trichrom

11 — Oesophagus (HES)
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Impregnace
AgNO;




Specialni metody barveni

Prep. 28 — elasticka chrupavka

Barveni — orcein

Vysledekt — purpurova elasticka
vlakna




Specialni metody barveni

Prep. 31 — kura ledviny

Barveni — Weigert-van Giesson

Vysledek — treSnoveé Cervena
kolagenni vlakna




Specialni metody barveni

Prep. 49 — vagina - glykogen
Barveni — Bestuv karmin
Vysledek — tmavé rliZzovy glycogen




Specialni metody barveni

Prep. 65 — myocard
Barveni — Heidenhain
Vysledek — ¢erné kardiomyocyty
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Specialni metody barveni

Prep. 76 — cortex cerebri
Barveni — impregnace

Vysledek — hnédé bunky,
nerv. vlakna hnédocerna




Specialni metody barveni

Prep 68 — lien
Barveni — impregnace
Vysledek — cerna retikularni vlakna




Specialni metody barveni

Prep. 78 — cerebellum
Barveni — Nissl
Vysledek — modre gER, N, ncl.




Specialni metody barveni

Prep. 95 — kost

Barveni — Schmorl

Vysledek — rezavé hnéda
kostni tkan




Specialni metody barveni
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Prep. 87 — nerv - myelin
Barveni — luxolova modf
Vysledek — modry myelin




Svetelny mikroskop

Orientace preparatu krycim sklem nahoru.

e okulary

* objektivy s cockami
4x,"10x, 40x, imerzni O?J. — 100x

e stolek s preparatem

+pérko k fixaci preparatu na stolku

* clona

* on/off

* regulace intenzity svetla
e zdroj svétla

 makrosroub - ostfit jen s
objektivem 4x

* mikroSsroub
* posun preparatu

ukazovatko!
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Svételny mikroskop
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Ma kro§roub - ostrit jen s objektivem 4x
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posun preparatu



Instrukce

» Zapnéte svétlo.

» Zaénéte s objektivem 4x.

* polozte preparat na stolek mikroskopu — krycim sklickem nahoru.

* Pohlédnete do mikroskopu a zaostrete. Pouzijte hrubé zaostreni a jakmile
je obraz viceméne vidét, pouzijte jemné ostreni obrazu.

* Seridte svétlo.

* Sefidte okulary.

» Pfrepnéte na objektiv 10x. K zaostreni obrazu by mél stacit Sroub pro
jemneé ostreni. Pokud ztratite obraz, vratte se k objektivu 4x a zaCnéte
ZNnovu.

» Chcete-li vidét detailni obraz, prepnéte na objektiv 40x. Objektiv 100x
nepouzivejte!

» Chcete-li studovat dalSi preparat, prepnéte zpét na obj. 4x pfed vyménou
preparatu.

» V kazdém okamziku béhem praktika miaze byt vyjmut pouze jeden
preparat. NE vic!

» Po skonceni prace s mikroskopem (na konci praktika), nastavte objektiv 4x
ztlumte intenzitu osveétleni, zhasnéte svetlo, prikryjte mikroskop obalem.
* Na konci praktika bude krabice s preparaty zkontrolovana za pritomnosti
studenta, ktery s ni pracoval. Teprve pak mize student opustit pracovni

misto.




PRAVIDLA PRO ZACHAZENI S PREPARATY

. Na zacatku kazdého praktika zkontrolujte sadu
preparatu a zjisténé zavady (napr.chybéjici nebo
rozbity preparat) oznamte uciteli.

. Z krabice Ize vyjmout vzdy pouze jeden preparat!

. Preparat na stolku mikroskopu musi byt vzdy orientovan
krycim sklickem nahoru, tj. proti cocce objektivu.

. Pri manipulaci s preparaty budte maximalné opatrni; v
pripadé poskozeni preparatu informujte ucitele.

. Na konci kazdého praktika nechte krabici s preparaty
otevienou ke kontrole, béhem niz musi student zUstat
na svém pracovnim miste.




ZOBRAZENI{ 3D UTVARU V 2D ROVINE REZU

Diagram showing the different
appearances of seclions cut through
a curved wube at differant levels

perpendicular section

> i

simple columnar epithelium

>

oblique section



Zakladni barvici metody v histologii
Prace se svetelnym mikroskopem

Preparaty :

2 — Apex linguae (HE)

11 — Oesophagus (HES)

99 — Pupecnik (AZAN)

76 — Cortex cerebri (impregnace)

49 - Vagina — glykogen ( Bestlv karmin)



