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HISTOLOGIE A EMBRYOLOGIE |



Histologie a embryologie

Program 1. praktika

obecné informace (organizace vyuky)
histologie a embryologie (co je predmetem studia)
zpracovani tkani (laboratorni metody)

priprava histologickych preparatu (demonstrace)



Organizace praktik

Zacatek - presné

Prezouvani

— vstup do mikroskopického salu pouze v prezuvkach (ne v navlecich)
Satna
Odlozit svrSky a zavazadla - zajistit doklady, cennosti, mobil
Ztraty a nalezy — informace u dr. Dankoveé

Mobil — vypnuty nebo v tichém rezimu

Mikroskopicky sal = laborator
Zakaz konzumace jidla a napoju v sale,
Zakaz koureni na cele LF

BOZP

Pracovni misto zUstava stalé béhem semestru

Student je osobné a hmotné odpovédny za poskytnuté pomucky



Prubéh praktika

- Uvod — vyklad + demonstrace - vlastni prace

Samostatna prace studenta — studium preparatt ve svételném mikroskopu a fotografii v atlasu EM; jejich

kresleni a popis = vyhotoveni protokolu; protokol je na konci praktika zkontrolovan.

Student, ktery zjevné praci odbyl a tedy nebude mit vyucCujicim podepsany protokol, musi dané praktikum
nahradit

Student musi byt pfipraven na dané praktikum

Rozvrh a sylaby (programy) pfednasek a praktickych cviCeni — viz nasténka a interaktivni osnova predmeétu

Pomucky (vlastni)

sesit nebo volné papiry — format A4, bez linek, dle Sablony
mékka tuzka, pastelky

Prestavka — 10 minut

Konec praktika — vyhlasi vedouci cviCeni
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Seznam preparath ke studiu; Atlas EM: doporufené obrazky ke studiy

islo nazev (barveni) str. ndzev elektronogramu

viz Interaktivni osnova predmeétu

Pokyny pro vypracovani protokolu
1. Student vyhotovi barevné nakresy histologickych preparatd [pastelky) nebo f2rnobilé nékresy obrizku
z atlasu glektronogrami (obyEejnd tuika).
2. Kaidy ndkres musi byt opatien ndsledujicimi ddaji:
- ndzev prepardtu s uvedenim metody barveni (viz Seznam vyie), event. ndzev elekiranogramuy.
-zwitdeni: 10x 4/ 10x 10/ 10 %20/ 10 x 40 _[1j, okuldr x objektiv) nebo gelk. zyv.: 40x / 100x / 200x [ 400x
- popis obrazku.

Kontrola protokolu

Prakticke cviteni:

fadné nahradni B rseassoansssasommssorsssosssiassaiasnsesassean

podpis ufite
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Zapocet

100% ucast v praktickych cviCenich

Kompletni sada protokolli podepsanych ucitelem

Uspé&3sné absolvované pribézné testy

Béhem fadné semestralni vyuky se studenti obraceji na vyucujiciho své seminarni skupiny.
Jmeéno vyucujiciho je uvedeno v rozvrhu, kontakt v IS. Pro neadresné dotazy je mozné vyuzit

adresu: histology@med.muni.cz

Vyucujici prubézné ovéruje znalosti a poskytuje zpétnou vazbu formou otazek, diskuze nebo
testu. Obrazky jsou pristupné v MedAtlasu nebo v Interaktivnich osnovach v ISu (popr. ve

studijnich materialech).


mailto:histology@med.muni.cz

100% ucast

 VSechna cviCeni musi byt nahrazena. Jednu absenci muze omluvit vyucujici (dle
SRU). VSechny ostatni absence musi byt omluveny v IS.

« V pripade 4 a vice omluvenych a nahrazenych absenci je mozné ziskat zapocCet
pouze po uspesnem absolvovani semestralniho testu.

« Pokud student v dusledku vlastnich absenci, byt omluvenych a nahrazenych,
nepodstoupi minimalné 4 prabézné testy, bude jeho celkové hodnoceni ,x*
(nedostane zapocet)

Nahrazovani praktik

Co udélat predem:

vyjimecne, po predchozi domluveé se svym vyucujicim

nahrazovani oznamit vedoucimu paralely (ucCitel zapsany v rozvrhu jako prvni)
zapsat se do seSitu (pfed nebo po vykladu)

na konci praktika predlozit vedoucimu praktika protokol k podpisu

Co udélat poté:
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« absence musi byt omluvena na studijnim odd. a omluvenka zapsana v IS
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Prubézné testovani

o Kazdy student je vyzkousen 4x za semestr

e Zkousi se pisemne (maly test) zejména znalost zakladnich struktury a jejich
odborné (latinské) nazvy na zakladé pripravenych obrazku. V pfipadé
neuspechu je mozna jedna oprava (1. opravny test), pro ziskani zapocCtu je
nutné splnit 4/4 nebo 4/5 testu.

e Testy se mohou psat vzdy jenom v radném praktiku, nikoliv v nahradnim

e \ pfipadé neuspéchu u 2 nebo 3 testu nasleduje ve stejném zkouskovém
obdobi 2. opravny test (semestralni) pokryvajici latku celého semestru

e \ pripadé neuspéchu u 4 testu je student hodnocen , X"

e QObrazky jsou pristupné v MedAtlasu nebo studijnich materialech praktik
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Atlas of Histology
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https://histology.med.muni.cz/cs/vyuka/elektronicke-studijni-materialy

==
m e
O =

=


https://histology.med.muni.cz/cs/vyuka/elektronicke-studijni-materialy

HISTOLOGIE

nauka o stavbé normalnich, tj. zdravych bunék, tkani a organu
na mikroskopické a submikroskopicke urovni

cytologie a obecna histologie
specialni histologie = mikroskopicka anatomie (stavba organu
jednotlivych systému)



EMBRYOLOGIE

— nauka o prenatalnim (intrauterinnim) vyvoji jedince
obecna embryologie (do konce 2. mésice —- EMBRYO - zarodek)
od gametogeneze po rany embryonalni vyvoj

specialni embryologie (od 3. mésice do porodu — FETUS - plod)
organogeneze (vyvoj organu v jednotlivych systémech)

teratologie — defektni vyvoj organu (priCina, dusledek), vrozené vyvojove
vady (VVV = malformace = anomalie); metody prenatalniho screeningu —
ultrasonografie, amniocentéza, genetické vysetreni chromozomalnich
aberaci (diagnostika, prevence a terapie).



Histologie

RozliSovaci schopnost oka: ~ 0,1 mm
RozliSovaci schopnost SM: ~ 0,1 - 0,5 um
RozliSovaci schopnost EM: ~ 0,1 - 1 nm

!
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Zpracovani tkani a organu pro ucely histologického
vysetreni ve svéetelném mikroskopu

(priprava trvalého histologického preparatu)

ODBER vzorki

FIXACE tkanovych blocku
PRANI

ZALEVANI - (parafinove) bloCky
KRAJENI - fezy ]
NAPINANI A LEPENI fezu
BARVENI fezu

MONTOVANI (uzavirani)



1. ODBER MATERIALU

maly kousek tkané (organu) je odebran a rychle vlozen do fixaCniho media:
biopsie z zivého organizmu (v prubéhu chirurgickych zakroku; neinvazivni odbér — stér z
povrchu sliznice)
= excise (vyfiznuti)
= punkce (dutou jehlou — jaterni nebo ledvinny parenchym, kostni dfen)
= kyretaz (napf. endometrium)
nekropsie z mrtvého organizmu (pitva); laboratorni zvire
velikost odebraného vzorku 0,5 — 1 cm3, fixace nasleduje bezprostiedné

oznaceni



Pomticky k odbéru:

N\
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2. FIXACE

Definice: denaturace a stabilizace proteinu v burice (,Setrné usmrceni bunky“ s minimem
artefakta)

Dulvod fixace: chemicka nestabilita tkané — vysouseni, svrasténi, autolyza v dasledku pUsobeni
bakterii, hypoxie. Fixace ma predchazet témto zménam a stabilizovat strukturu vzorku. BEhem
fixace jsou proteiny konvertovany do inaktivni, denaturované formy.

Pozadavky na fixacni Cinidlo:
zachovat strukturu

rychle penetrovat do tkanoveho bloCku
neovlivhovat vysledek barveni

Druhy:
— fyzikalni vysokou teplotou (var, zihani nad plamenem), nizkou teplotou (lyofilizace, mrazova
substituce — kryoprezervacni latky)
— chemicka

roztoky organickych a anorganickych latek
Imerze — ponoreni do fixativa
perfuze — promyvani intravenozni aplikaci fixativa

= =
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CHEMICKA FIXACE

Fixacni Cinidla:
organicka — ALDEHYDY — formaldehyd (SM)
— glutaraldehyd (EM)
— ALKOHOL - 96 — 100 % (absolutni etanol)
— ORGANICKE kyseliny — led. octova, pikrova, trichloroctova

- anorganicka — ANORGANICKE kys. — chromova, osmium
tetraoxid (OsO4)

— SOLI TEZKYCH KOVU — HgClI2
- smeési: FLEMMING (0sO,), ZENKER, HELLY, SUSA (HgCl,),
BOUIN (kys. pikrova), CARNOY (alkohol)

Postup: fixace — pfi pokojoveé teploté, 12 — 24 hodin, vzorek musi byt prelit 20 — 50nasobnym
mnozstvim fixaéniho €inidla: (1 cm?: 20 — 50 cm?3)



3. PRANI A ZALEVANI

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

duvod zalévani: ,tvrzeni“ mékkych tkanovych vzorkua krajitelnymi médii

Zalévaci média

ve vode rozpustna — zelatina, celodal, vosky
ve vode nerozpustna — parafin, paraplast, celoidin




Zalévani do parafinu

dehydratace — odvodnéni fixovanych vzorkl (parafin se s vodou nemisi)
vzestupnou rfadou etanolu (50%, 70%, 90%, 96% kazda lazen alkoholu 2
— 6 hodin)

projasnéni — vytésnéni alkoholu mediem, které se misi s parafinem — xylen

infiltrace — rozpusténym parafinem (bod tani 56°C); provadi se v
TERMOSTATU: parafinova lazen — 3 x 6 hodin.

vlastni zaliti — do komurek (plastove, papirové nebo kovové). Do komurek se
nalije rozpustény parafin a do néj se vlozi tkanové vzorky. Komurky jsou
rychle ochlazeny ponofenim do studené vody. Parafinové bloCky se po
vynéti z komurek zbavi prebytku parafinu a jsou pfipraveny ke krajeni.



1
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odvodnovaci tkanovy automat



Zalévaci komlrky - papirové

- kovoveé s orientacnimi plastovymi prstenci

vysledek zaliti




4. KRAJENI

Mikrotom — regulace tloustky fez(: optimum je 5 — 10 ym

Sanovy mikrotom — blok je
upevnény v drzaku, nlz
nebo britva se pohybuje
horizontalné

Rotacni mikrotom — nliZ je
fixni,

drzak s blockem se pohybuje
vertikalné




Sanovy mikrotom

Rotacni mikrotom
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kKryostat

= rotacni mikrotom v mrazicim
boxu (— 60° C);

zmrzlou tkan Ize krajet bez
zalévani

paska fezu  parafinovy bloCek
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KRAJENI

Longitudinal

1\ seclion -—]
| — |
Al . N
.

perpendicular section

| UL

simple columnar epithelium

Diagram showing the different
appearances of sections cut through
a curved tube at different levels

ohlique section
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5. NAPINANI REZU

Napinani:

na hladiné teplé vody (45°C) se rezy
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 fezu na skle musi odstranit zalévaci medium, které by branilo pruniku barviv.
Napf. parafin — deparafinace rozpustidlem parafinu, obvykle xylenem.



2, 3 — fixace

4 — zalévani

5, 6 — krajeni

7, 8 — napinani rezii
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Napinani na teplé vodeée
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6. BARVENI

zviditelnéni struktur v fezu — bunka a jeji sou€asti vykazuji afinitu k barvivim dvou skupin:
zasadita (bazicka) barviva — pr. Hematoxylin - reaguji s kyselymi strukturami (DNA v jadre aj.)
bazofilie — bazofilni struktury
kysela barviva (,cytoplazmaticka®) — pf. Eosin - reakce se zasaditymi strukturami
— acidofilni (eosinofilni) struktury v bunce

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

ORTOCHROMAZIE - bunecné struktury se barvi stejnou barvou, jakou ma barvivo
METACHROMAZIE - bunecné struktury se barvi jinou barvou, jakou ma barvivo

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



Hematoxylin a eosin (HE)

w

%




HEMATOXYLIN — EOSIN (HE)

deparafinace rehydratace prani barveni diferenciace

_f\_f\ _f\_f\ _‘ " _ 4 ‘_

xylen I xylen II 100% 96% hematoxylin kysely
etanol etanol etanol
projasnéni dehydratace prani barveni  prani

xylen IV xylen III 100%
etanol etanol
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RUTINNI BARVENI: HEMATOXYLIN — EOSIN (HE)

Hematoxylin — zasadity

Eosin — kysely

Postup:
Odstranéni parafinu xylenem Haematoxylon campechianum

Rehydratace ,,sestupnou” fadou alkoholt (100% —-96% —>80%)

Barveni hematoxylinem = jadra - modro-fialova

Diferenciace kys. alkoholem a vodou (odstranéni prebytku barviva)
Barveni eosinem = rlzZova - cytoplazma, vazivo, svaly

Prani ve vodé (odstranéni prebytku barviva)

Dehydratace ,vzestupnou® fadou alkoholt (80% —96%)

Projasnéni v xylenu



Vysledky barveni:

HE = Hematoxylin — Eosin AZAN = AZokarmin — Anilinova

jadra — modro - fialova modFf — oran? G

cytoplazma a kolagenni viakna — jadra — ervena

svalova tkan — Cervena erytrocyty — oranzove

svalova tkan — ¢ervena

HES = Hematoxylin — Eosin — Safran kolagenni vlakna — modra

kolagenni vlakna —
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fada boxu (kyvet) s barvicimi médii




MONTOVANI

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

e
> pm

Montovaci media
rozpustna v xylenu — kanadsky balzam
rozpustna ve vodé - glycerin-zelatina, arabska guma



trvaleé histologické preparaty ke studiu ve SM
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Ecrly microscope



Hematoxylin a eosin (HE)

ren



Azokarmin a anilin. modr (AZAN)




Barvici metody: HE — nejpouzivanéjsi barveni

prehledné — HE, AZAN

specialni
zdlraznuji urcité bunécné nebo tkanové slozky

impregnacni
soli Ag, Au nebo Os
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Zpracovani tvrdych tkani
(zub, kost)

dekalcifikace (odvapnovani) — prevedeni nerozpustnych vapenatych soli do

roztoku pomoci kys. mravenci nebo chelatonu (EDTA), Casové naroCneé — dny
az tydny

vybrusy — tenké ploténky (50 — 70 ym) zhotovené postupnym zbruSovanim
materialu



Histochemie & Imunohistochemie

Vyznam:

zjistovani povahy a lokalizace chemickych latek v burice ,in situ® (prukaz
biomolekul - proteint, AA, NA, sacharidu, lipidu, enzymu, pigmentu, anorg.
latek — Fe, Ca, Zn aj.)

Provedeni:

detekce Ag-PI* komplexu nebo Ag-Pl + PI* (sekundarni znacena PI)
* - marker

1. fluorochromy — rhodamin, Texas red, FITC

2. enzymy — krenova peroxidaza, AF, acetylcholinesteraza,
3. radioizotopy (112°)



Enzym konjugovany se
sekundarni Ab zajisti

vizualizaci ﬁﬁ

Sekundarni Ab
specificka vuci
primarni Ab

i

Primarni Ab specificka
vuci epitopu Ag




Aktin (cytoskelet)

DAPI (jadro)

Mikrotubuly (cytoskelet)
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In-vivo/live cell imaging

- US, MR, PET...
- Bunky s fluorescencnim reportérem

VE-cadherin

Day 14

x10%

.0
ps'cmisr!

doi:10.7150/thno.3694

Fluorescently Labeled

F B CS Bead or Organism Population
- s’

Agueous
Sheath Flow

Dual Laser Excitation

Size & ‘
Optical Densuy@ Analysis

Non-destructive
D P P <t Ar o.m«ﬂ s Soting

Un-tagged objects to waste

! ! !
' Dispensing

Tagged objects sorted into microweills
for further analysis
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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)



POSTUP

ODBER - okamzita fixace, velikost tkafiového bloéku do 1 mm?

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

PRANI — destilovana voda

DEHYDRATACE - alkohol

ZALEVANI — vzorky se vkladaji do Zelatinovych kapsli nebo forem z plastu
vyplnénych zalévacim mediem (polymerizace — zména skupenstvi). Pouzivaji se
epoxidove pryskyrice (Epon, Durcupan, Araldite) — ve vodé nerozpustna media




Zalévaci komurky:

zelatinové (1), plastové (2)
nosice (drzaky) kapsli (3)

ploténky s komurkami (4, 5)

blo¢ky pripravené
pro krajeni



Odstranéni prebytku tvrdého zalévaciho
media a zhotoveni pyramidy s minimalni

V/\) % reznou plochou (0.1 mm?).

Minimum tkane (cerny shiuk) ve vrcholu

ﬁé ) @ / pyramidy
@ N0

gl Uprava pyramidy (trimovani)

)M

Too Steep-Trans Am Building
oot rgid-vibratione)

0‘"0‘-@-0 da

Too Flat-Pyramid of the Sun
(section size changes rapidly)




KRAJENI

po odstranéni pfebytku media (trimming) a
vytvofeni pyramidy se z malé plosky (0.1 mm?)
kraji jednotlivé ultratenké rezy (70— 100 nm)

- ultramikrotomy

pouzivaji se sklenéné nebo diamantové noze
S vaniCkou — rezy splyvaji na hladinu vody ve

vanicce a odtud jsou preneseny na sitky (Ni)




KNIFE EDGE

CORNER 2. Ultramikrotomove
CORNER1 \ ¥ nose:

KNIFE
RESERVOIR

WAY 7]

KNIFE SIDE

sklenény diamantovy
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Krajeni, nosné sit'’ky

INCLUDED
ANGLE

SPECIMEN

BLOCK

MICROTOME

CLEARANCE
ANGLE |
SETTING ' '

Sit'’ka se 3 paskami rezli

typy sitek

88
e

50 MESH 100 MESH 150 MESH 200 MESH 300 MESH

OO

0 x 200 FREEZE-FRACTURE
MESH 37%75
3 ‘
3
1
: ‘
1,
TABBED TABBED TASE TABBED
75 MEsH :&B :\EE‘;N I?«? ﬁ&%n 200 MESH 300 MEEg" 400 MESH
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KONTRASTOVANI

princip diferenciace struktur — ruzny rozptyl svazku elektronu
v zavislosti denzité struktur ; ,elektronova barviva® — smesi tezkych
kovu: uranylacetat nebo citrat olovnaty

Na kapce barviva je polozena nosna
D / sitka tak, aby ultratenké rezy byly
"""""" vystaveny plsobeni barviva.




Columnar epithelial cell in electron (EM) and light (LM) miaoscope

\



Rozdily mezi SM a EM

SM EM
Odbér <lcmd <1mm?
minuty sekundy
Fixace formaldehyd glutaraldehyd
12 — 24 hod. 1 -3 hod.
Zalévani parafin epoxid. pryskytice
(Durcupan)
Krajeni mikrotom ultramikrotom
Tloustka fezi 5-10 um 50 — 100 nm
Barveni (LM) barviva tézké kovy

Kontrastovani (EM)

(hematoxylin — eosin)

(uranylacetat, citrat Pb)

Montovani

+

Vysledek

histologicky preparat

foto z fluoresc. stinitka -
elektronogram
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Otazky?



