Zakladni barvici metody v histologii

Prace se svetelnym mikroskopem




BARVENI

» zviditelnéni struktur v rezu — bunka a jeji soucasti vykazuji afinitu
k barvivim dvou skupin:

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

- bazofilie — bazofilni struktury

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

— acidofilni struktury v bunce

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



HEMATOXYLIN — EOSIN (HE)

deparafinace rehydratace prani barveni diferenciace

_f\_f\ _I\_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




Hematoxylin — zasadity
Eosin — kysely

RUTINNi BARVENI
HEMATOXYLIN — EOSIN (HE)

Postup:

Odstranéni parafinu xylenem
Rehydratace ,sestupnou” fadou alkohol( (100% —96% —>80%)
Barveni hematoxylinem = jadra - modro-fialova

Diferenciace kys. alkoholem a vodou (odstranéni prebytku
barviva)

Barveni eosinem = - cytoplazma, vazivo, svaly
Prani ve vodé (odstranéni prebytku barviva)
Dehydratace ,vzestupnou” fradou alkoholl (80% —96%)
Projasnéni v xylenu



Barvici automat




TYPY BARVENI

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

e 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 — rdzova
svalové bunky — Cervené

2 — Apex linguae (HE)




Hematoxylin

Eosin .. \g ‘. Dtz S ' ‘
v B Collagen ﬂbers §:, :
Safran { i\ . w&r‘ ,}-

Vysledek barveni:

jadra bunék — modrofialova
cytoplazma — rlizova
kolagenni vlakna — Zluta

)

Zluty Masson(v trichrom

A Muscle. fibenis |
11 - Oesophagus (HES) 20 un 2 — '




Azokarmin
Aniline blue
Orange G
(AZAN)

Vysledek barveni: 4

‘ .

jadra bunék — purpurova |
cytoplazma — rlizova
kolagenni vlakna — modra
erytrocyty — oranzové

4

modry MassonQv trichrom

M ?"(ﬂ- ’
Nuclel of ﬂbroblasts'

99 — Pupecnik (AZAN)




Impregnace s AgNQO3
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Prep 68 — lien

Barveni — impregnace
Vysledek — cerna
retikularni vlakna




Impregnace s AgNQO3

Prep 77 — cerebellum
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Prep. 28 — elasticka
chrupavka

Barveni — orcein
Vysledek — purpurova
elasticka vlakna

Orcein




Weigert-van Giesson

Prep. 31 — kdra ledviny o A - o

Barveni — Weigert-van Giesson & _J¥
Vysledek — tresnoveé cervena

kolagenni vlakna




Prep. 49 —vagina -
glykogen

Barveni — Bestiv karmin
Vysledek — tmavé
rtiZzovy glykogen

BestUv karmin




Prep. 65 — myokard
Barveni — Heidenhain
Vysledek — cerné
kardiomyocyty (pfricné
Zihani)
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Schmorl

Prep. 95 — kost

Barveni — Schmorl

Vysledek — rezavé hnéda
kostni tkan




ZOBRAZENI 3D UTVARU V 2D ROVINE REZU

Long'ludnal

g

Diagram showing the different

appearances of sections cut through
a curved tube at different levels

perpendicular section

> i

simple columnar epithelium

>

oblique section




Svetelny mikroskop

Orientace preparatu krycim sklem nahoru.
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objektivy s cockami & i
4x, J|Ox, Iéle,Ymerznl' obj. — 100x \/
stolek s preparatem =
+pérko k fixacFi)prep%rétu na stolku @bl'lgg)_f/ (MEpEH) it
clona >
on/off

regulace intenzity svéetla
zdroj svetla

makrosroub - ostfit jen s
objektivem 4x

mikrosroub
posun preparatu




Svetelny mikroskop

, , ) 3re,
okulary ukazovatko! @ -,f@ Fﬁ/ ._j«%_ =
objektivy s CoCkami L=y

stolek s preparatem

+pérko k fixaci preparatu na stolku

clona obj. 100x / nepouZivat """;'Him A
on/off

regulace intenzity
svetla

zdroj svétla

Ma kroéroub - ostfit jen s objektivem 4x

mikrosroub

posun preparatu



Instrukce

« Zapnéte svétlo.

« Zacnete s objektivem 4x.

 Polozte preparat na stolek mikroskopu — krycim skliCkem nahoru.

» Pohlédnéte do mikroskopu a zaostrete. Pouzijte hrubé zaostfeni a jakmile
je obraz viceméne vidét, pouzijte jemné ostreni obrazu.

« Seridte svétlo.

 Seridte okulary.

» Pfepnéte na objektiv 10x. K zaostfeni obrazu by mél stacit Sroub pro
jemné ostreni. Pokud ztratite obraz, vratte se k objektivu 4x a zaCnéte
ZNOoVuU.

» Chcete-li vidét detailni obraz, prepnéte na objektiv 40x.

Objektiv 100x nepouzivejte!

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

* V kazdém okamziku béhem praktika muze byt vyjmut pouze jeden
preparat. NE vic!

* Po skoncCeni prace s mikroskopem (na konci praktika), nastavte objektiv 4x
ztlumte intenzitu osvétleni, zhasnéte svetlo, prikryjte mikroskop obalem.

* Na konci praktika bude krabice s preparaty zkontrolovana za pritomnosti
studenta, ktery s ni pracoval. Teprve pak miuze 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 lze 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.




Zakladni barvici metody v histologii

Preparaty:

* HE barvenm
linguae

« HES: 11 — Oesophagus
(37. Epididymis)

 AZAN: 99 — Funiculus
umbilicalis (21. Hepar)

* Impregnace: 77 —
Cerebellum

I|:| U I'I Ustav
v ! histologie Protokol &.

|[ t D a embryologie

Téma cviéeni:

Uco/Iméne:

Obor/Roénik: Studijni skupina: Datum:

Seznam preparati ke studiu (Box): Seznam elektronograma [Atlas)
\El"io nazev a barveni Cislo nézev elektronogramu

Pokyny pro vypracovani protokolu

1. Kaidy protokol obsahuje barevné nakresy histologickych preparatd nebo Eernobilé nakresy elektronograma
z EM atlasu, pfipadné vypracované teoretické ukoly.
2. Kazdy nakres nebo schéma musi byt opatien nasledujicimi adaji:

- nazev preparitu s uvedenim metody barveni, pfipadné nazev eleklronogramb
- zvétieni: ve formatu 10x 4/ 10x 10/ 10x20/ 10 x 40 (tj. okuldr x objektiv) nebo jako celkové zvétieni

e (Orcein: 28 — Epiglottis)




