Rezové prepardty
Barveni histologické a histochemické

Rezy rucni - Ziletka, britva, rucni mikrotom
Rezy pripravené mikrotomem



Schéma priprav mikroskopickych preparati
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Ruéni mikrotom




Fixace
zachovani bunék a pletiv ve stavu co nejblizSimu k
Zivéemu stavu

snizeni strukturdalnich zmén a zmén chemického
slozeni

strukturadlni proteiny a jiné slouceniny se musi
zmeénit na nerozpustné ve vsech reagenciich, se
kterymi prijdou v pribéhu celého procesu do styku

perfektni fixace = jen teoreticka



Fixace
+ fyzikalni
- vysoka teplota - koagulace bilkovin, tani tukdu

- chladova

- .freeze drying"
- freeze substitution”

- chemicka

- fixativa koagulujici - koagulace
cytoplazmatickych proteint ni¢i strukturu
organel (napr. mitochondrie)

- fixativa nekoagulujici - zachovavaji organely
(pro EM)



Fixacni smési - FAA (FPA)

Formaldehyde-Acetic (Propionic) acid - Aethanol

+ 50% nebo 70% ethanol 90 ml
+ ledovd kyselina octova 5 ml
+ 37 - 40% formaldehyd 5 ml

fixaz koagulujici
stdla
rychle pronika

pro anatomické ucely



Obecny postup parafinové metody

Odbér materidlu - segmenty

Fixace segmentti

Dehydratace (etanolova rada vzestupna)
Prosyceni rozpoustédlem parafinu (xylén)
Prosyceni parafinem

Zaliti do parafinu

Krdjeni, Zehleni a lepeni parafinovych rezd
Rozpusténi parafinu na rezech (xylén)
Rehydratace rezl (etanolova rada sestupnd)
Barveni rezi

Dehydratace nabarvenych rezi

Montaz (uzavirani rezu) do média nemisitelného
s vodou (kanadsky balzam, Eukitt®, Entelan, DPX)



dehydratace Braune et al. 1982
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Priprava blocku ke krajeni

e -

déleni bloku izolovany pritaveni blocku trimovani
parafinu blocek parafinu na blocku
parafinu drevény Spalik parafinu



Krdajeni parafinovych rezi
rozdéleni na blocky

lepeni blocku na Spalik
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Mikrotomy

sankovy mikrotom Reichert rotacni mikrotom Leitz



Sklenéné a porceldnové kyvety s vickem

Hellendahl Coplin na 6 skel

Schiefferdecker Doza s drzakem skel



Sada plastovych kyvet na barveni
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skla v drzdku se prenaseji z jedné lazné do druhé najednou



Barva

barva - vjem svétla podle jeho kvality (A)

purpurova 700 nm
cervenad 650 nm
oranzova 600 nm
Zluta 550 nm
zelena 500 nm
modra 450 nm
fialova 400 nm

prichodem svétla pres barevné prepardty dochdzi k absorpci svétla
komplementdrni barvy



Barvivo

ne vSechny barevné slouc¢eniny mohou byt barvivem

barvivo = barevnd sloucenina, kterd muze byt
navazana na substrat

barvivo histologické - barvi rizné slozky pletiv,
pouzivad se na zdkladé empirickych znalosti,
chemismus reakce ¢asto neni znamy

histochemické barveni - barvici proces je vysoce
specificky, je zndmad jeho chemicka podstata



Teorie barevnosti

chromoforova: chromofor - ma charakteristické
usporddadni atomu, které je zodpovédné za za absopci
svetla v urcité ¢asti spektra, auxochrom - ¢dst
molekuly, kterd zodpovida za vazbu na substrat

kyselé radikdly: -OH, -COOH, -SO.H anionicka
barviva

bazické radikadly: -NH,  kationicka barviva
chinoidni struktury

0 1-el. paru



Déleni barviv podle puvodu

+ prirodni
karmin - Cervec nopalovy
orcein -liSejniky (Lecanora, Roccella)

hematoxylin - drevo kampesky (Haematoxylon
campechianum)

brasilin - dfevo druhl rodu Caesalpinia
(Caesalpinia sappan, C. brasiliensis)

indigo - Indigofera tinctoria, Isatis tinctoria
juglon - listy, koreny, kiura Juglandaceae

+ synteticka



Hematoxylin a hematein

HO

HO

hematoxylin = slou¢enina tmave
modrofialové barvy ze dreva
Haematoxylon campechianum
PouZivd se s moridly - nejéastéji
Fe3* nebo Al3

Natural Black 1 nebo C.I. 75290

barvi teprve jeho oxidovana
forma = hematein

|ze barvit regresivni i
progresivni metodou - zdlezi
na formé aplikace moridla




Podélny parafinovy rez semenem
snezenky Galanthus nivalis L.

embryo
suspenzor
osemeni

endosperm
(testa)

regresivni barveni Heidenheinovym Zelezitym hematoxylinem

optimdlni diferenciace = v jadech bunék embrya i endospermu jsou patrna

+
At aoblaruesnas tadinlbea Ea HPN . 4 | iy



Parafinovy rez poupétem madku,
Papaver somniferum

Delafieldiv
hematoxilin,
progresivni barvent,
Al3 jako moridlo

kanadsky balzam




O-----H
i Indigofera tinctoria
© © Isatis tinctoria
3|
Lo dnes jiz vyrabéné
synteticky

pro vlastni barveni rezl se nepouzivd, ale v histochemii
jsou Casto pouzivdny tzv. indigogenni metody



Kryostat

" kRYOSTAT
1720 2 gm0

vvvvv

mikrotom pro pripravu fezli zmrazenych objektu



Kryostatovy rez listem tabaku

tloust'’ka rezu 30um

Indigogenni metoda detekce aktivity B-glukosidasy
se substituovanym indoxyl glukosidem jako substrdtem



Déleni barviv podle chromofort

nitrobarviva (trinitrofenol) -NO,

azobarviva (oranz 6, Bismarkova hnéd’, Sudan IV,
Fast Blue B..) -N=N-

fenylmetanova barviva = arylmetanova (p-rosanilin,
fuchsin, Magenta, gencidnova violet’, Fast green)

chinolinova barviva (indofenol, aziny)

xanthenova barviva (fluorescein, eosin, Giemza =
azureosinat, rhodamin)

ftalocyaninova (alcianova modr)



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

- Barveni progresivni: barvime do Zddané intenzity
zbarveni (Mayeriv nebo Delafieldiv hematoxylin)

- Barveni regresivni: preparat prebarvujeme a pak
postupné odbarvujeme (diferencujeme), podle
afinity struktur k barvivu se nékteré odbarvi
zcela, jiné ziustanou zbarvené (Heidenheiniv
Zelezity hematoxylin, safranin)



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

+ barveni simultdnni: smés barviv v jednom
roztoku (slozky nesméji spolu reagovat)
(Alexander)

- barveni sukcedanni (sukcesivni): dvé barviva po
sobé, dopliuji se barevné tony, kazdé barvivo
barvi jiné struktury (alcianovd modr - prava
jaderna cerven, safranin - Fast Green, bazicky
fuchsin - pikroindigo karmin /Cajal - Brozkova
metoda/)



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

- barveni substantivni:

barveni samotnym barvivem ve vodném nebo
etanolovém roztoku

- barveni adjektivni:

pouziti moridel (soli kovi = kamence, tanin), barveni
adjektivni primé = smés barviva a moridla
(Ehrlichiv, Mayeruv, Delafielduv hematoxylin),
barveni adjektivni neprimé = nejprve rezy morime a
pak barvime (Heideheintv Zelezity hematoxylin)




Noo s

Postup pri podvojném sukcesivnim barveni:
alcianové modr - jadernd Cerven stdla
(Kernechtrot, nuclear fast red)

odparafinovani rezu (xylen)
prevedeni rezl do vody
vlastni barveni:

a) 3% roztok kyseliny octové 10 min.
b) barveni bunéénych stén - 1% alcianova modr

v 1% kyseliné octove 10 min.
c) oplachnuti 3% kyselinou octovou

d) prani v tekouci vodé 10 min.
e) barveni bunéénych jader - 0,1% jaderna cerven stdla
v 5% roztoku Al,(SO,),, 5 - 15 min.

oplachnuti destilovanou vodou
odvodnéni alkoholovou radou
prevod do xylenu

uzavreni do Eukittu



Podvojné barveni sukcedanni:
alcianova modr - prava jaderna cerven

parafinovy rez listem kosatce Iris sp.
tloust’ka rezu 15um



Podvojné barveni sukcedanni:
alcianova modr - prava jaderna cerven

pricny rez
stonkem nocenky
Mirabilis jalapa
12 pm




Klicni rostlina Arabidopsis
podvojné barveni Safranin - Fast green
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safraninem
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6délné parafinové rezy tloust'’ka rezu 8 pm Olympus BX-61



Odkazy na zajimavé strdanky

Univerzita v Bristolu - metody histologického barveni
http://www.bristol.ac.uk/vetpath/cpl/histmeth.htm

stranky kurzu Botanicka mikrotechnika UK Praha (A.Soukup, O.Votrubova)
http://kfrserver.natur.cuni.cz/studium/prednasky/mikro/prep/tprep.htm
metody histologie a imunohistochemie
http://www.ihcworld.com/antibody_staining.htm

protokoly barveni pro pletiva zalitd v pryskyrici Energy Beam Sciences
http://www.ebsciences.com/staining/orcein.htm

encyklopedie

http://cs.wikipedia.org/wiki/Barven’%C37%AD_(biologie)
http://encyklopedie.seznam.cz/search/?s=barven%C3%ADd&source=3
fixace a protokoly zdkladnich barveni
http://www.nottingham.ac.uk/pathology/default.html
http://stainsfile.info/StainsFile/jindex.html



