Histologicke
a
(imuno)histochemicke
metody



“* histologie je nauka o mikroskopicke skladbé organismu

%+ zkouma skladbu téla zivocisného i rostlinného, dulezita v
humanni medicine

“ histologicky preparat zhotoveny riznymi histologickymi
technikami

< tenké rezy

“» mikrotom

“* barveni

“* nejbeznejsi formou histologickeho preparatu je tenky rez
urcitym organismem, organem, tkani, obarveny nekterou
z metod histologicke techniky a ulozeny mezi podloznim
a krycim sklickem



Rozdéleni

Cytologie — nauka o skladbé bunky

Histologie — v uzsim slova smyslu, nauka o
skladbe tkani

Mikroskopicka anatomie — nauka o mikroskopické
skladbé organu
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Zpracovani tkani - histologie

» Odbér
» Fixace

» Krajeni
tkané prosycené parafinem nebo pryskyrici
zmrzlé tkané

» Barveni



Odber

Biopsie
Punkce
Excize
Kyretaz
Peroperacni biopsie

Nekropsie

Postup:
Oddéleni vzorku - velikost tkarnového blo¢ku max. 1cm?
Oplachnuti ve fyziologickem roztoku
Vlozeni do fixacni tekutiny - ihned po odbéru !!!
Oznaceni vzorku



Fixace

rychla a setrna denaturace bilkovin branici autolyze
tkani
podminky fixace

rychlost - odbér, prunik, velikost vzorku (1cm2, 1mm2)
zachovani struktury

barvitelnost
fixace fyzikalni

fixace chemicka



Fixacni tekutiny

<+ formaldehyd (4% formaldehyd, neutraini nebo pufrovany)

N/

** Bouinova (formaldehyd + k. pikrova)

N/

< Zenkerova (dvojchroman draselny, sublimat, formaldehyd)

N/

*»* metacarn (formaldehyd, metanol, voda)

N/

<» Davidson (glycerol,formaldehyd,etanol, voda)

N/

< AFA (ethanol, formaldehyd, kyselina octova ledova)

< oxid osmicely, glutaraldehyd



Parafinove rezy

Odvodnéni - vzestupna etanolova rada
Projasneni - xylen

Prosyceni parafinem

Zaliti do parafinu

Krajeni na mikrotomu (tloustka fezu 4-10um)
Rotacni x sankovy mikrotom

Napinani a lepeni fezu na podlozni skla



Prosyceni parafinem




Vyhody a nevyhody parafinovych fezu

[ Pomérne tenkeé rezy, ktere Ize barvit temer vsemi
metodami

. Uchovavani nakrajenych fezu na skliCku a zbytku zalité
tkané v parafinovém bloku neomezenou dobu

[ moznost kdykoliv nakrajet dalsi rezy a doplnit barveni

. Alkoholova fada i zaliti do parafinu niCi enzymy a
zpusobuje vyluhovani tuku

. Odvodnovanim muze dojit ke smrsténi tkané a vzniku
artefaktu



Rotacni
mikrotom




Barveni parafinovych rezu HE

Odparafinovani — xylen |, xylen I, 100% alk., 96% alk.,
70% alk., voda

Barveni hematoxylinem

Prani v tekouci vodé do zfialovéni

Barveni eosinem

Oplach ve vodé —odstranéni prebytecného barviva
Odvodnéni vzestupnou alkoholovou radou
Projasnéeni

Montovani do kanadskéeho balzamu nebo Damary



Hematoxylin-eosin

Pri barveni HE jsou jadra bunék modra
hematoxylinem a cytoplasma ruzova
eozinem

‘nz_ila larvy Galleria melonella é)
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tegument a svalovina larvy G. melonélla .

Massonuyv trichrom
Modry

Kolagenni vlakna ve tkani modra

&

tegument larvy G. melonella




Massonﬂv triCh rom svalovina larvy G. melonella
Zeleny '

Kolagenni vlakna zelena
Elasticka vlakna fialova




HematOxyIin jadra modra Bestuv karmin glykogen purpurové &erveny
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Polotenké rezy

Zalévani do pryskyfice (Spurr — podle autora)

Fixace glutaraldehydem nebo osmiem

Odvodnéni alkoholova fada + aceton

Pryskyfice polymeruje pfi 60°C

Krajeni na tzv. polotenké fezy (500nm — 2 uym)

Barveni - toluidinova modr

Nepfrikryvaji se krycim sklem

Po kontrole na svételném mikroskopu se ze vzorku vybere misto,

které je zajimavé a ze kterého se budou krajet ultratenke rezy pro
transmisni elektronovou mikroskopii

Rez hlavou Eudiplozoon nipponicum




Krajeni zmrazenych tkani

< Zmrazovaci mikrotom, kryostat

< Pouziti:
Imunohistochemie
Barveni tuku
Prukaz enzymu
Peroperacni biopsie
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Vyhody a nevyhody zmrazenych rfezu

[ Rychlé zhotoveni
. Uchovani enzymu a tukt pro jejich prukaz (histochemie)

7 Rezy jsou hodné silné
[ Nelze uchovavat nezpracované tkané k dalSimu dokrajeni



Prukaz melaninu

(pigment ve vnéjSi kostfe hmyzu)
(Lillie’s ferric-ferricyanide melanin
staining method with or without
acetocarmine counterstain)

larva G. melonella
parazitovana kuklici
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Znaceni
a
fluorescencni
mikroskopie

Gregarina polymorpha

100 pmm
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