Histologie a Embryologie
Predndsejici:

Doc. MVDr. Ales Hampl, CSc., prednosta lUstavu
Doc. RNDr. Petr Vanhara, Ph.D.

Brno, 2022



Lecture 1

Uvod

* Predmét a vyznam histologie, jeji ¢lenéni.

* Hranicni oblasti histologie.

* Historie, souasnost a budoucnost histologie.

Cy‘l'ologle
» Bunika: definice, obecna stavba, kompar"rmen’rallzace
* Bunééné jddro: ultrastruktura a funkéni vyznam, chromosomy, jadérko.
» Endoplasmatické retikulum
* Golgiho aparat
- Centrosom



Histologie

Mikroskopickd a submikroskopicka struktura téla
(buriky, mezibunéénd hmota, tekutiny)

Cytologie . ,
y1olog Obecna histologie
Struktura buriky ) ) ) o
a jeji vztah k funkci. Jaké jsou zakladni typy tkani?
Jaké jsou jejich funkce?
Jakymi bunécnymi typy jsou tvoreny?

Mikroskopickd anatomie
SloZeni a struktura organovych systému & individudlnich orgéni

Jaké typy tkdni a jak jsou organizovany?
Jaké specialni bunééné typy?
Které specidlni struktury? (napr. tubuly)
Jak to celé funguje?

Toto vSe je odrazem hierarchické struktury mnohobunéénych organismi




Histologie neni statickou disciplinou, ktera se zabyva vyhradné strukturou !l

Fyziologie
Bunécna biologie

4 .
Anatomie Histo l og e )

N\

N~ Patologie

Embryologie
S —— /
Biochemie

Molekularni biologie

Mysleme :> Spojme si histologii
histologicky s akci a pohybem




Studium histologie se poprvé stalo povinnym v roce 1893
na John's Hopkins Medical School !

Mnoho velkych histologt byli Némci, protoZe vyrdbéli kvalitni mikroskopy.

Eponymously theirs.....



Marcello Malpighi
1628 - 1694

Ttalsky lékar
Zakladatel mikroskopické anatomie a prvni histolog

* Popsal chut'ové poharky

* Popsal krevni kapilary

* Mozna prvni, kdo vidél v
mikroskopu cervené krvinky

Marcriio Macres
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Malpigiho téliska v ledvindch a sleziné




Johan Nathanael Lieberkuhn
1711 - 1756

Némecky anatom a lékar

Johann N. Lieberkuhn
(1711-1756)
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Hlavnim prispénim k histologii

bylo popsdni Lieberkuhnovych —
krypt se Zldzami v tenkém a

tlustém strevé

!




Jan Evangelista Purkyné

1787 - 1869
Cesky fyziolog

Schwann + Schleiden - 1839 - bunéénda teorie

Pionyr histologickych technik
Poprvé pouzil pristroj podobny sou¢asnému mikrotomu

Zaved| termin plasma

Popsal Purkyrova vldkna v srdci
Popsal Purkyfiovy buriky v kiife mozecku
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Santiago Ramén Y Cajal
1852 - 1934

Spanélsky Iékar* a anatom
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Poprvé popsal neuron jako primarni strukturdlni a funkéni jednotku nervové tkané.
Nobelova cena v roce 1906

"Once the development was ended, the founts of growth and regeneration
of the axons and dendrites dried up irrevocably. In the adult centers,
the nerve paths are something fixed, ended, and immutable. Everything
may die, nothing may be regenerated. It is for the science of the future
to change, if possible, this harsh decree.”




Neocekdvané objevy
(od casnych 90-tych let)

Existence multipotentnich sebeobnovujicich se progenitori
v postnatdlnim a dospélém nervovém systému

Subventricular zone

BEZPOCHYBY V:

+ Subventrikuldrni zdna
laterdlnich komor mozku

+ Subgranuldrni zéna
v gyrus dentaus
hipokampu
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Hippocampus™ ~ Amygdala

Striatum
=

MOZNA V:

« Kbra koncového mozku ?

* Amygdala ?

£ Red = location of stem cells

Nas pohled na organizaci centradlniho nervového sytému se dramaticky zmenil !l



* presna pozice ve tkani ?

- proliferacni a migracni aktivita ?

Mnoho otazek o kmenovych bunkach
v CNS stdle zustava k zodpovézeni

Je nutnd kombinace pristupll vyvojové biologie, histologie,

* vyvojovy potencial ?

- participace na vzniku chorob CNS ?

- dalsi

bunécné biologie a molekularni biologie.

Gleason et al., Neuroscience, 2008.
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Ma tento objev néjaké praktické uziti ? (1)

Pomoc mozku regenerovat

po infarktu
MCAO BrdU
\ 4 \Y
O: + 74% days
14 74
A A
Transplant Histology

Podporit endogenni neurogenezu
a zlepsit tak histologickou
stavbu a funkci

Moznosti:

» chemicka lécCiva
- ristové faktory
* implantace bunék

- experiment na krysach
» infarkt mozku vyvoldn uzavrenim mozkové arterie
» do mista infarktu transplantovadny lidské

neurdlni progenitory

* histologicky analyzovano

Jin et al., Brain Research, 2011.



Ma tento objev néjaké praktické uziti ? (2)

Neurogeneza v SVZ krysiho mozku je stimulovana

Transplantované lidské
buriky v misté infarktu
3 mésice 24 mésici
i HuN

Bez transplantace Transplantované buriky

Neocytogeneza probihd pred 60-tym dnem po transplantaci

HuN - jadra lidskych bunék

DCX - doublecortin (marker &asné
neurondlni linie)

Pulzni znaleni BrdU ve dni 60 po transplantaci

Jin et al., Brain Research, 2011.



Transplantace bunék & tkani

Poskozeni B bunek Deregulace .
ostruvku slinivky brisni metabolismu glukézy Diabetes

Neexistuje trvald lIécba - Transplantace ? - Imunosuprese

Lymphocyte function-associated Kratkodobé osetreni
antigen 1 (LFA-1) protilatkou proti LFA-1

o/

PreZivajici ostrivky
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Rejekované / poskozené ostrivky
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Haematoxylin
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IHC

Insulin - hnéda
Glukagon - modra

Badell et al., J. Clin. Invest., 2010



Princip ndhrady tkani a organt neni novy,
soucasné mediciné se vSak nabizi nové postupy
postavené na pochopeni struktury a funkce tkani

Egyptskd mumie




Tkanové inzenyrstvi 1
(zUstafime u infarktu)

Caspi et al., Tissue Engineering of Vascularized Cardiac Muscle From Human Embryonic Stem Cells,
Circulation Research, 2007 (group of Shulamit Levenberg, Israel)

Prvni zprava o vytvoreni 3D vaskularizované srdecni tkane,
kterd muze byt pouzita ke studiu vyvoje a funkce srdce
a také (snad v budoucnu) k transplantacni [é¢bé

Lidské kmenové buriky
diferencované in vitro do
kardiomyocytarni linie

Endotelialni buriky - - 5
Zkombinovény Histologicka a

dohromady funkéni analyza

Fibroblasty

3-rozmérny polymerni
nosi¢ (lesenti)




Tkanové inzenyrstvi 2

Kardiomyocyty
* oo
Kardiomyocyty
-+
Endotelie
Kardiomyocyty
+
Endotelie
+
Fibroblasty
Troponm I Sar'komer'lcky ak1'mm CD 31
Markery srdecni svaloviny Markery endotelu cév

Caspi et al., Circulation Research, 2007



v 2 oV ’ ’
Tkanove inzenyrstvi 3
Ultrastrukturadlni charakteristiky uméle vytvorené tkané srdce

% S =

Myofibvr'ily Gap junctions Conexin - Gap junctions
Z prouzky Troponin - cardiomyocyty
T tubuly

Sarkoplasmatické retikulum

Uméle vytvorend tkan srdce ma schopnost vést impulzy Ca2+

Laserovd skenovaci konfokdlni mikroskopie ~ Vedeni impulzu 1-Heptanol
(Rozpojuje Gap junctions)

Caspi et al., Circulation Research, 2007



Histologické metody studia bunék a tkani 1

Ucinit pozorovatelnym Zveétsit

Stabilizovat struktury Pouii'ﬁ mi kr‘oskopfl

Fixace ﬂ

Svételné (optické) mikroskopy

UCinit objekty mensimi - prostupnymi (interakce fotonli s hmotou)
pro svétlo RozliSeni 0.1 pm

* Pouze s viditelnym svétlem

Zaliti + Priprava rezii

+ S fluorescenénim svétlem

+ Konfokalni laserovy skenovaci mikr.

Elektronové mikroskopy

(interakce elektronii s hmotou)

Zviditelnit struktury

,Barveni”

RoliSeni az 0.1 nm (v praxi 1 nm)

* Transmisni

- Skenovaci




Histologické metody studia bunék a tkani 2

Fixace (denaturace)
* Organicka rozpoustédla (etanol, metanol, aceton,...)
+ Aldehydy (form-, paraform-, glutar-aldehyd, ...)

+ Organické kyseliny (octovd, pikrovd, ...)

- Soli tézkych kovl (rtut’, chrom, osmium, ...)

—
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|_iivé organismy jsou tvoreny bunkami

Dlouha cesta k tomuto odhaleni:

R°belr'g6"5'°°ke Poprvé vidél buriky korku - cell

Poprvé uvidél mikroskopické
Antonie van Leeuwenhoek organismy

1678 (bakterie, prvoky)

Vsechny organismy jsou tvoreny
jednou nebo vice burikami

Matthias Schleiden Theodor Schwann

Rudolph Virchow  Burika miZze vzniknout pouze z jiZ existujici buriky
1855 .Omnis cellula e cellula"




Soucasnd bunécna teorie -
6 principu na kterych stoji

- Burika je nejmensi strukturni a funkéni jednotka schopnd Zivotnich procest

* Funkce kazdé buriky je ddna jeji specifickou strukturou

- Buriky jsou stavebni jednotky véech mnohobunéénych organismi, véechny funkce
v organismu jsou plnény burikami

- Struktura a funkce véech organizmi je zdvisld na strukturdlnich a funkénich
vlastnostech bunék, kterymi jsou tvoreny

« V8echny nové buriky vznikaji z bunék jiz existujicich

- Diky kontinuité Zivota na zemi jsou buriky véech organizmi principidlné stejné
(univerzadlni geneticky kéd a jeho exprese)

Svalové vldkno
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Pres jednotné organizacni schéma,
je typickou vlastnosti eukaryontnich bunék
jejich strukturdlni a funkéni diverzita




Take bunky clovéka jsou strukturalné
a funkéné extrémné rozmanité

Tato rdznorodost je predpokladem
pro schopnost bunék plnit
v organismu cloveka
specializované funkce

i 0jol0)
\ Burika
Y sliznice
\ streva
Burika N
svalu f
) Neuron v -
— " ,
| . ® mozku Tukova
VAN bufika

Spermie




Zédnd burika neni zcela stejnd jako
buniky ostatni, vSechny bunky ale maji
spolecné strukturdini a funkcéni znaky.

Ne vSechny buriky obsahuji vSechny komponenty, o kterych budeme mluvit !

Buriky maji 3 hlavni soucasti:

1. Plazmatickou membranu
2. Cytoplazmu
3. Jadro (eukaryontni b.)




Organizace bunky je postavena na
KOMPARTMENTALIZACI

ug.

Specializované funkce se mohou plnit v riznych sektorech buriky

Membrany tvori hranice mezi jednotlivymi kompartmenty

Unikdtni proteinové
a lipidové komponenty
a unikdtni funkce

Unikatni kontrola Unikatni sloZzeni
pohybu molekul obklopeného prostoru




Kompartmenty & Membrany

Mnoho malych kompartmenti je lep$i

Vice plochy pro:

* regulaci

* vyménu Zivin

+ odstranéni odpadnich
latek

Vétsi plocha membrany
na obklopeny objem

Plocha povrchu je proporciondlni se ¢tvercem poloméru (r2).
Objem je proporciondini se tireti mocninou poloméru (r3).

ZmnoZeni X Redukce Specializace bunék
vybranych kompartmentt pro rizné funkce

Drsné ER v sekreénich bunkach

Diferenciace bunek Mitochondrie v burikach srdecni svaloviny




Struktura biologické membrany 1

Elektron denzni

7-10 nm | Elektron opakni

Elektron denzni

Bunécné membrany vidéné ‘ ‘
elektronovym mikroskopem
(pseudokolorovdno) ’ 2’ .
Membranova jednotka

spolecnd véem membrandm



Struktura biologické membrany 2

Fluidni mosaika - Dvojvrstva lipidi s mobilnimi globuldrnimi proteiny

Polarni fosfolipidové zbytky

o
o

Hydrofobni segment

} Hydrofilni segment
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0
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.
0
0
.
0
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phospholipid
molecule

Cholesterol

Nepolarni fosfolipidové zbytky



Struktura biologické membrany 3

Membrdnové lipidy

Predstavuji 90-99% molekul v membrdné (v poctech).

* Fosfolipidy - 75%

* Cholesterol - 20%

* Glykolipidy - 5% - pouze cytoplazmatickd membrdna - GLYCOCALYX

Membrdnové proteiny
Predstavuji 1-10% vSech molekul, ale 50% hmotnosti diky jejich velikosti.

Molecule

;a " being transported

Carrier protein Receptor protein

Chemical signal
Glycoprotein .
(cell surface marker) Receptor site
. .
-

Integralni Periferni

Transport Identita bunék Pfenos signdlli

A Dipeptide Amino acids
~— Extracellular molecule
: 3
Attachment proteins

(integrins) /

Membrane-bound

"""""""""" enzyme

Intracellular molecule

Enzymaticka aktivita

Adheze bunék




Organely

Specializované vnitrni struktury se specializovanymi funkcemi

Ohranicené membranou

» Endoplasmatické retikulum

* Golgiho apardt Bez membrany
* Lyzosomy
» Endosomy - Ribosomy

- Peroxisomy

- C
- Mitochondrie ieEIeliy;

- Centrioly
» Bazdlni téliska

Vztah mezi strukturou buriky a jeji specifickou funkci
Napr.: potreba hodné energie — hojnost mitochondrii




Jadro 1

obalem ohranié¢ena struktura

Nejcastéji:

- Sférické (5-10 um) (lobuldrni, prohnuté, diskovité, ..)

* UloZeno centrdlné
+ Jedno v burice (osteoklast vice, eryfrocyt Zddné)

Jadro jaterni bunky

Membrdnovéd jednotka [N Vnéjsi j. membrdng
Perinukledarni cisterna 20-50 nm

Membranova jednotka Vnitfni jadernd membrana

Lamina 80-100 nm




Jadro 2

Jaderny obal - pokracovani

Vnéjsi jaderna membrdna

I
20-50 nm
A Vnitfni jadernd membrana

Membranova jednotka
Perinuklearni cisterna

Membradnova jednotka

Lamina 80-100 nm

Laminopatie
» Lidské choroby (nejméné 13 zndmych)
* Mutace v genech pro laminy
(popsadno asi 200 mutaci)
- Deregulace exprese gen
* Pred&asné stdrnuti

Hutchinson-Gilford progerie

Vzéacna - 1-4 na 8 milion( porodl
Missense mutace v laminu typu A



http://php.med.unsw.edu.au/cellbiology/index.php?title=File:Em_nuclear_envelope2.jpg

Jadro 4
Chromatin

Nuclear Interchromatin
speckle compartment

Chromosome
territories 47

Nuclear
N envelope

Interfazové jdadro

Heterochromatin

Feulgen positivni - tmavé ve svételném mikr.
Tmavé/denzni granula v TEM
Transkripéné inaktivni

Nuclear i

lamina N
Cajal O\ .
body SN

Euchromatin —p—

territories

Svétlejsi ve svételném mikroskopu
Relaxované chromosomy
Transkripcné aktivni

\ 30 nm

L ,
e o,
/ Vlakno chromatinu - seskladané nukleosomy

2 nm
Dvojsroubovice DNA


http://php.med.unsw.edu.au/cellbiology/index.php?title=File:Nucleus_cartoon3.jpg

Jadro 3

Komplex jaderného péru

NUCLEAR PORE COMPLEX

Cytoplasmic
= filaments
| Lumenal spoke
ring
Quter nuclear
membrane

Inner nuclear
membrane

Nuclear basket

Distalni kruh

Transport jadernymi pory
(Nukleocytoplazmaticky presun)

~N - Proteiny, RNA, podjednotky ribosomi

Primér ~ 100 - 125 nm * Oboustranny o
* VyZaduje jaderné lokalizacni/exportni signdly
- Y 1o . - Podporovan importiny/exportin
TFi kruhy (kazdy 8 podjednotek P portiny/exportiny
fi kruhy (kaZdy 8 podjednotek) * Regulovan Ran GTPazami
Vnitrni vidknity kosik

-




nucleoplazma

Jjaderna
membrana

cytoplazma

Jjadeérko

Jadro 5
Jadérko

Neni ohrani¢eno membranou

Hlavni funkce

Syntéza RNA
Skladdni ribosomu

Pars granulosa
Skldddni ribosomd

Pars fibrosa
Primdrni transkripty rRNA

NOR - nukleolarni organizdtor (na DNA)

V lidskych burikdch na 5-ti chomosomech
(chr. 13, 14, 15, 21, 22)




Endoplasmatické retikulum 1

FERI1]

L2uvnitf buriky* ,Sit

Vétsina membrdn uvnitit burky.
Vzdjemné propojené :>
kandlky a vacky

Hladké ER

Velka podjednotka
ribosomu

Jaderna membrana

Mala podjednotka
ribosomu

(c)

Drsné ER Ribosomy

(a)



Endoplasmatické retikulum 1

[ 4
L , . . Drsné ER
Bez ribosomu > Nema proteosyntetickou funkci ! R N S . e X A f
».'.\" "., : . i vt ,'ﬁ ' ‘-" .'.“ e YA, 5" 2

Syntetizuje fosfolipidy a cholesterol

Hladké ER

- Jatra - metabolismus lipidl a cholesterolu, degradace R ,. Vs
er . . ;L ‘—\\_ " v M
glykogenu, detoxifikace (spolu s ledvinami) : e AR Bk et
* Varlata - syntéza steroidnich hormon (testosteron) C e R ILAUT Gt KA &
- Buriky stfeva - absorbce, syntéza, a transport lipidd N o T e : "\_.. A
- Kosterni a srdeéni svalovina - ukldddni a uvoltfiovani N SR VT A R g A PP ".,-:. o, tY

vdpniku (sarkoplasmatické retikulum) A S i Y ST L Lt et

e ' ':.s‘.\.. e o “'v«
I R B |
R F S *ﬁ
- ' —
i —e |,
3 o 3 200 nm |
Wi v ¥ ¥ mmeand
Cytosol - Syntéza viech sekretovanych proteinl
Y

- Syntéza integrdlnich proteini membrdn
- Modifikace proteind

Cisterny
endoplasmatického
retikula



Ribosomy

Velka
podjednotka

Mala
podjednotka

Schéma ribosomu



Ribosomy - Tr'qnslqce Zacatek translace

Met-tRNA

3UAC »
mrRNA 5 — AUG— 3

Aminoacyl t1RNA START kodon

Konec translace

3 mrRNA 5 — UAG — 3
mRNA 5 — UAA— 3
mrNA 5 — UGA — 3

STOP kodony
vazi ,uvolriujici faktor"

Volné tRNA

POLYRIBOSOM

(klastr ribosomi preklddajici
urcity dsek mRNA)

5\ smér ¢teni mRNA

smér pohybu ribosomi po mRNA




Golgiho aparat

Plasma membrane

Extracellular fluid



Centricle 1

Primér - 0.2 um
Délka - 0.5 um

Y

Centrosom

CDK2ICyc

pericentrin
! ?

bipolar multipolar




Prednasky histologie

NejnovéjSi objevy
v oblasti struktury a obnovy
tkdni a jejich vztah ke vzniku
a lé¢bé chorob

Klicové prvky mikroskopické
stavby tkdni a orgdnii a jejich
vztah k funkci

Dékuji za pozornost |

ahampl@med.muni.cz

Budova Al - 1. patro
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