Histologicke techniky

strucny prehled

lva Dykova



Histologicka / histopatologicka vySetreni
Histologickeé techniky

Histologicka technika — soubor postupu, kterymi pfipravime tkané
pro mikroskopicke vysetreni - obvykle v prochazejicim svétle

Prohlizime tenké histologicke fezy, které ziskame na zakladé serie
postupu, k nimz patfi:

» odbér tkanovych vzorku (excize)

= fixace

» odvodnéni a prosyceni ,parafinem®

= pfiprava fezu

= odparafinovani, pfevedeni fezl do vody
= barveni

= odvodneéni

= pfiprava trvalych preparatd (montovani)




Odbér vzorkt tkani = odbér tkanovych vzorka (excize)

= fixace
_ » odvodneéni a prosyceni ,parafinem®
Excize / Setrne vyriznuti = pfiprava feztl
vzorku z tkani a organu = barveni
(vzorek = excize) = pfiprava trvalych preparatt (montovani)

Odbeér provadime co nejdrive, bezprostredné po uhynuti / usmrceni,
tj., z Cerstvého kadaveru

Velikost vzorku — dost velké aby obsahovaly normalni i alterovanou tkan,
dost malé aby se rychle a dobre nafixovaly

Opatrny odbér, tkané jsou kiehke, snadno se poskodi napf. pinzetou;
Doba fixace se ridi rychlosti penetrace fixaze do hlubSich vrstev vzorku

K rutiné histopatologickych laboratofi patfi uschovani tzv. zbytkového materialu
az do stanoveni diagnozy

Dodrzuji se zasady pfesné archivace dat o pavodu odebranych vzorku,
archivuji se i bloCky pod poradovymi Cisly s oznacenim roku



= odbér tkanovych vzorku (excize)

= fixace

Fixace . ocvj’vodnérvn' aoprosycem’ .parafinem”

= pfiprava fezl

= barveni

= pfiprava trvalych preparatt (montovani)

Cilem fixace — zachovat tkané ve stavu, ktery se co nejvice podoba intravitalnimu
(konzervace struktur / morfologie i chemického slozeni) a umozni nasledné obarveni

Fixaze — chemické latky s nasledujicimi vlastnostmi:
musi pusobit rychle, fixovat tkan dfive nez nastoupi post-mortalni zmény (autolysis),
(musi pronikat rychle i do hlubSich vrstev vzorku),
mély by zabranit vyplaveni rozpustnych latek z cytoplasmy bunék, vzniku artefaktu,
nemély by pusobit nadmérné smrsténi tkani a ztvrdnuti.

Jednoduchée fixaze: (10% formol)

,olozité" — z vice komponent (Boiun, Davidson, FAA, atd.)
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objem vzorku

objem fixaze (10x vétsi)

! tvar fixaCni nadoby ! (tkané ztvrdnou)
oznaceni obyCejnou tuzkou !




= odbér tkanovych vzorka (excize)

= fixace

= odvodnéni a prosyceni ,,parafinem*

= pfiprava fezl

Odvodnéni = barveni

= pfiprava trvalych preparatt (montovani)

Tkané obsahuji vodu, aby mohly byt zpevnény prosycenim ,parafinem® musi byt
odvodnény pomoci tekutin, které vodu pohlcuji

Vzestupna fada alkoholt (EtOH) a impregnace organickym rozpustidlem, které
Rozpousti parafin (xylol, toluen, chloroform atd.)

Technické provedeni — individualné / v kazetach / pomalym postupem / automatikou
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= odbér tkanovych vzorku (excize)

= fixace

et . o/ = odvodnéni a prosyceni ,,parafinem®, blo¢ky
Zaliti vzorku do ,parafinu « piiprava Fezil

= barveni

= pfiprava trvalych preparatt (montovani)

Prosyceni parafinem udrzovanym v tekutém stavu v termostatu pfri teploté dané
bodem tani parafinu (56-58°C) — 3 parafinové 1azné, Cisty parafin pro blocky

Pfiprava blo¢ku — razné tvary / typy formicek, historicky skladané krabicky
Po ztuhnuti parafinu — pfipadna uprava bloc¢ku — odstranéni nadbytku parafinu
Upevnéni bloCku na podlozku slouzici k upevnéni do mikrotomu




Priprava histologickych fezu

= odbér tkanovych vzorkl (excize)

= fixace

» odvodnéni, prosyceni ,parafinem®, blo¢ky
= priprava rezl

= barveni

= pfiprava trvalych preparatll (montovani)

Mikrotomy:

Stabilni poloha bloCku, horizontalni
pohyb noze — sankove mikrotomy
Stabilni poloha noze, vertikalni pohyb
bloCku — rotacni mikrotom Histologické fezy 4-6 mikrometru
Uhel noZe ve vztahu k blo¢ku




Napinani fezl na vodni hladiné, vhodné nastaveni teploty vody, adheze na podlozni sklo



= odbér tkanovych vzorku (excize)

= fixace

» odvodnéni a prosyceni ,parafinem®, bloCky
= pfiprava fezl

= barveni

= pfiprava trvalych preparatt (montovani)

Barveni histologickych fezu

Rehydratace fezl — po rozpusténi parafinu organickym rozpustidlem a sestupnou
fadou alkoholu

Barvicky / barviva — pfirodni (karmin, hematoxylin, orcein, Safran)
uméla / synteticka — kysela - cytoplasmaticka (eosin)
basicka - jaderna (metylenova modfr)
neutralni - (Cerven Sarlachova)

Ortochromaticka / metachromaticka barviva
Vyznam barevného indexu (C. |. No 75290) RS

Fluka Chemie AG, CH-9470 B




Barvici postupy: primé
nepfimé (s pouzitim tzv. mofidel — kamencu = sirany Fe, Cr, Al)
progresivni- (barvivo se necha pusobit az do zadaného odstinu)
regresivni — napred se fez prebarvi, pak se diferencuje

Odvodnéni pfed zamontovanim, vyznam projasfiovani fezu
Montovani do kanadského balzamu fedéného xylolem




Barveni v histologii

Hematoxylin a eosin (HE)

Trichrom podle Malloryho
Van Giesonovo barveni

Metoda podle Giemsy



|dentifikace specifickychn struktur
(kolagen, elasticka vlakna, sekrety, pigmenty atd.

Specialni /selektivni barveni

Van Gieson
Perls

Hall

Schmorl
Mucicarmin
PAS

Bodian

Luxol fast blue

identifikované struktury/ komponenty

kolagen, hladky sval

zelezo

zluc

melanin

muciny

glykogen, kys. mukopolysacharidy
axony

myelin




Diagnosticke postupy v histopatologii

Zalozeny na mikroskopickém vySetreni
Histopatologické diagnozy versus etiologické diagnozy

Cim je vysledek histopatologického vySetfeni limitovan:
determinace patogennich agens / etiologie lezi;
souvztaznost jevd, versus ,pocitacové diagnozy”




