HISTOLOGIE

Histologie je obor zkoumajici
stavbu, funkci a vyvoj
bunék, tkani a organu.

Eukaryote Prokaryote
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ZPRACOVANI BIOPTICKEHO
MATERIALU

1) Rychlé zpracovani tkané

* peroperacne-nativni material
e pomoché metody

* zrychlena metoda- fixovany material
(vakuovy autotechnikon, mikrovlna trouba)-
endomyokardinalni biopsie, ledviny, mozek



Peroperacni biopsie
biopsie na zmrzlo

NATIVNi MATERIAL
- zpracovani v Cryo cutu (-24°C)

- rychle zmrazeni tkané (-60°C)

- fezy o tloustce 4 - 6 um
- zrychlené barveni HE

- Vysledek se 20 min.- hlasi se na
operacni sal




Pomocné metody k peroperacni
biopsii

Otisk tkaneé - na podlozni sklo se otiskne vysetrovany tkanovy fragment

a pomoci tohoto otisku se na sklo otisknou bunky. Sklo se obarvi
cytologickym zrychlenym barvenim hematoxylin eosin, Giemsa. Vytéznost
bunék pfi otisku je mala.

Otér tkané - na podlozni sklo se tkanovy fragment otre. Takto vzniklé sklo
se nasledné barvi zrychlenym cytologickym barvenim stejné, jako u
otisknu tkané. Vytéznost bunék pri natéru je vétsi, tudiz tento zplsob
zpracovani je lepsi vzhledem k presnéjsi moznosti diagnostiky.

Crush - provadime, pokud je dostateCné mnozstvi vySetrované tkané

- maly kousek tkané rozdrtime mezi 2 podloznimi skly a za pomoci kryciho
skla vytvorime 2 natéry, které obarvime zrychlenym cytologickym
barvenim hematoxylin eosin a metodou Giemsa. Vytéznost bunék je velmi
dobrd, tento zpusob zpracovani je vhodny i pro tuzsi material, jako je napf.
meningeom.



Rychlé zpracovani materialu -
zrychlena metoda

FIXOVANY MATERIAL

endomyokardialni biopsie, punkéni biopsie
ledvin, stereobiopsie-mozek (vzorky odebrané
pod CT)

- tkan fixujeme v 10% neutr. formalinu pri 56°C,
po dobu 30 minut

- zpracovani ve specialnim vakuovém
autotechnikonu nebo mikrovinné troubé.
Proces trva 1-2 hod.(podle nastaveni programu)

- parafinovy blok

- fezy o tloustce 3 um

- barvime He- barvicim automatu

- vysledek do se hlasi za 3-4 hod.



2) Rutinni zpracovani - trvalé

Po odebrani vzorku tkane dojde k preruseni regulacnich
vztahU bunék, zdsobovani kyslikem a dezorganizaci
buné&éného metabolismu. Cinnosti vlastnich enzyma bufiky
dochazi k autolyze (posmrtnému samonatraveni) bunék.
Vzorek mulze byt znehodnocen i mikroorganismy (hniloba - v
laboratofri by k ni nemélo nikdy dojit). Témto zménam
zabranime rychlou fixaci vzorku (okamzité po odbéru).

Fixace = denaturace bilkovin (tedy i enzymu) bunék a tkani,
provadéna za ucelem, aby nedoslo k autolyze.

Druhy fixace: 1. Fyzikalni
2. Chemicka


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Odb%C4%9Br_materi%C3%A1lu_pro_histologick%C3%A9_vy%C5%A1et%C5%99en%C3%AD
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Posmrtn%C3%A9_zm%C4%9Bny

1. Fyzikalni metody fixace

Cinnost enzymU je vazana na vodné prostiedi, proto
ustane, kdyz ovlivhime transportni funkci vody.

Plsobeni velmi nizkych teplot

* Metoda lyofilizace — vysouseni vzorku za mrazu,
kdy dochazi k sublimaci vody ve vakuu (metoda
velmi drahad). Vyuziva se pfri prukazu aktivity
enzymdu.

 Metoda rychléeho zmrazeni — pomoci suchého
ledu (pevny CO,) nebo kapalnych plynu napf.
dusiku. Musi probihat rychle, aby nevznikly
krystaly ledu, které by ponicily bunky.



Plisobeni vysokych teplot
* Vyuziti kahanu — natér bakterii na podloznim
skle se protahne plamenem kahanu, metoda

pouzivana v mikrobiologii. Drive se pouzivala
tato metoda i v histologii.

e Vareni

* Mikrovinné zareni — fizeny ohrev v mikrovinné
troubé v rozmezi 45-55 °C . Dochazi k jemné
denaturaci bilkovin, pouziva se v béznych
histopatologickych metodach, ale i pri rychlém
Zpracovani peroperacni biopsie.



MIKROVLNNA TROUBA -HISTOS




2. Chemické metody fixace

* Rychla a setrna denaturace bilkovin pomoci
chemickych fixacnich prostredku. Takové
prostredky jsou napriklad roztoky smeéesi nékolika
latek tzv. fixacni roztoky (fixacni tekutiny). Fixace
obvykle probiha za pokojové teploty, Ci pfi
mirném zahrati (pro usnadnéni pruniku roztoku
do vzorku). Vzorek nechavame ve fixacni tekutiné
na presné urcenou dobu. Pri fixaci vzorku
uzivanych v elektronové mikroskopii (malé
rozmeéry vzorku), jsou fixacni Casy kratsi.



PozZadavky na fixacni tekutiny:

* Rychl3, ale setrna fixace (neposkozuje vzorek,
zachovava strukturu buneéek a tkani).

* Rychly prunik do tkané, musi pusobit v celém
vzorku.

* Musi umoznit dalsi zpracovani vzorku.



Fixacni tekutiny

* Formol (formalin)

NejCasteji pouzivana fixacni tekutina. Z chemického hlediska, 100%
formol = 40% roztok formaldehydu (HCHO). Pred pouzitim formolu,
se redi na 10-25% roztok. Redime pramenitou vodou (idealné z
vodovodu), ktera udrzuje roztok formolu v neutralnim stavu. Obcas
se k redéni vyuziva takeé fyziologicky roztok, jehoz smicham s
formolem ziskame tzv. slany formol nebo pufr zvany naraznikovy
formol. Fixace trvd 24 hodin. NemUze vzorek prefixovat.

Skladuje se v lahvich z tmavého skla, které je pokryté vrstvou
mletého vapence (CaCO;, MgCO,;). Na svétle totiz formol oxiduje a
meni se na kyselinu mravenci. Tmavé sklo brani oxidaci a mlety
vapenec vaze vzniklou kyselinu mravenci.



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Formaldehyd
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Fyziologick%C3%BD_roztok
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Pufry,_pufra%C4%8Dn%C3%AD_kapacita,_oxidoredukce,_elektrodov%C3%A9_d%C4%9Bje

DALSI FIXACNI TEKUTINY

Bakerova tekutina

Smeés 10% formolu, chloridu vapenatého (CaCl,) a vody. Vhodna fixa¢ni tekutina pro fixaci lipidd a
enzymU vazanych na membrany. Fixace trva 24 hodin.

Bouinova tekutina

Tekutina Zluté barvy. Chemicky to je nasyceny roztok kyseliny pikrové (3 dily) smichany s formolem

(1 dil). Pred pouzitim se na kazdych 100 ml roztoku pridavd 5 ml ledové kyseliny octové. Po fixaci se
vzorek dava do 80% ethanolu. NemUZe vzorek prefixovat. Neni vhodné ji pouZit pfi fixaci krevnatych
organ Ci pfi prtkazu lipida.

Bromformol

Tekutina obsahujici 15% formol a bromid amonny (NH,Br). VyuZziva se u impregnacnich metod, pfi
prikazu gliovych bunék v nervové tkani.

SUSA

Fixacni tekutina obsahujici SUblimat, SAIt (NaCl), formol, kyselinu octovou, kyselinu trichloroctovou
a destilovanou vodu. Po fixaci se prenasi do 90% ethanolu, v kterém se provadi jddovani (odstranéni
sublimatovych srazenin). Vyuziti pro cytologii, fixaci kosti, zub( a chrupavek.

Zenkerova tekutina

Vznika jako smés sublimatu (chlorid rtutnaty), dichromanu draselného, siranu sodného, ledové
kyseliny octové a destilované vody. NEOBSAHUJE formol.[2! Fixace probiha 24 hodin. Dale se vzorek
24 hodin vypira v tekouci vodé. Takto vyprany vzorek se prenasi do 70% ethanolu a jéduje se.

Ethanol

Pouziva se zejména v neurohistologii pfi Nisslové metodé. Tkan se znacné dehydratuje a extrahuji se
tuky. Dojde ke zvyraznéni komplex( granularniho ER v podobé tzv. Nisslovy substance. Ta se pak
barvi napriklad thioninem.



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Zpracov%C3%A1n%C3%AD_vzork%C5%AF_pro_histologick%C3%A9_vy%C5%A1et%C5%99en%C3%AD
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Nisslovy_substance&action=edit&redlink=1




Prikrojeni




TKANOVY PROCESOR

Odvodneéni

Prosyceni latkou
rozpoustejici parafin
Prosyceni parafinem




V4

V4

ripravna tkani

D




Zalévani vzorku do prarafinu













Parafinoveé bloky




Krajeni

Mikrotom muze velmi
ovlivnit celkovy vysledek

Rotacni mikrotom
Leica RM 2255




SANKOVY MIKROTOM




Klasicky nuz







Barveni

Hematoxylin eosin Barvici automat




Le pen | — lepici automat




Specialni metody

ELASTICKE VAZIVO
RETIKULARNI VAZIVO
POLYSACHARIDY,HLEN
PRUKAZ GLYKOGENU
TKANOVE ELEMENTY

PIGMENTY
ANORGANICKE LATKY

PRUKAZ BAKTERIi

PRUKAZ BILIRUBINU

PRUKAZ FIBRINU



KOLAGENNI VAZIVO
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AMYLOID

KONGO CERVEN KONGO CERVEN-POLORIZACE

R AT R T v
SRR - ¢ &““Jf“@" -

BT 2 ~
.9_9“3‘:\,3, ?‘“;'j N 0}1 o
o N2 5 AL R T
- 3 « g | 4
! \‘.'\ Lot ‘."g* )r s { _:\"-.\ 4
PR ot 3 & DA dl
S A Y Vi WA
o Tl e’
PR L 20 e
AR S : oo 2l o
[ S () g
N e e *-./‘ 37 .;wl
LA 2t Moy IR Yy
\ p\-'T” . ,;:?:.' ";?Q ‘\.'/ -’s
N I i s -
) A shvl o]
f' ‘vl "‘»-u. ot Y
y ﬂ"\'@ {. kN ) : 50 e BN
&S S & S Sog? )
v Y v y N ‘\'. [ ey
SNINE g A ,\'f." e Jo8°
Ry G £ e HoAR
o ) ",’l’;.f‘v . \’A-—J‘;
g o) 2 g RE -
b 4 L \~ e \7
Lo, e 8



PLISNE- GROCOTT




Laborator mikroexcizi

* endomyokardialni
biopsie
* mikroexcize

gastrointestinalniho
traktu

* punkce z -
jater, prostaty a dalsi




Laborator neurohistologicka
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-mozkova tkan
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Obrazek 1 Fragment mozkové tkdné

zdroj: 1. PAU



1)Nenadoroveé léze

2)Nadory mozku

Obrdazek 1 Recidivujici pilocytarni astrocytom, HE, zvétseno 200x,

zdroj: I. PAU



3) Zpracovani mozkové tkané
farmakorezistentnich
epileptiku

Barveni Luxol-kresyl

Obrazek 1 Hippocampus,

zdroj: http://cs.wikipedia.org/wiki/Hipokampus

lllllll l]llﬂ\h‘;‘.‘v\\lxu|<|\ItlH||I|Il\I||i[\|\|\|\“llll\\\llll_\|\|\“

7 8 g 10 mn 12 18 14

Obrdzek 1 Fragment mozkové tkané - hippocampus,
zdroj: I PAU



Laborator tvrdych tkani

* kosti

* zuby

» kalcifikované tkané
* Dekalcifikace

ODVAPNENI - DEKALCIFIKACE

Spociva v rozpusténi
mineralnich soli uCinkem
zredénych kyselin,

které premeéni nerozpustné
soli v soli rozpustné.



KONVENCNi CHONDROSARKOM
PRAVE PROXIMALNI TIBIE




Laborator cytologicka

Princip cytodiagnostiky je posouzeni bunék bez tkariové kontinuity
obarvenych prislusnou metodikou, ktera dovoluje jejich
morfologické zhodnoceni.

EXFOLIATIVNI CYTOLOGIE

- hodnoti buriky oddélené z povrchl napf .punktaty raznych dutin
( ascites,pleuralni a perikardialni pumnktaty), punktaty z cyst
(mamarni, ovarialni), cytologie moci, stéry sliznic ( bronchialni
abraze,abraze Zlucovych cest), bronchoalveolarni lavaze, ligor,
sputum.

ASPIRACNI CYTOLOGIE

- material je ziskan pomoci tenké jehly (Fine Needle), do které je pod
tlakem nasavan material z punktovaného organu- thyroidalni
punkce, dale se jedna o pankreatické punkce, punkce nadoru
mekkych tkani a nékteré dalsi punktaty solidnich organu. Z
punktovaného materialu je zhotoven cytologicky natér.



Cytologie
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Laborator elektronové mikroskopie

* punkce ledvin

* nadory mékkych tkdni
* nadory mozku

* koZni onemocneéni

G i




ULTRAMIKROTOM




Laborator imunohistologicka

Imunohistochemie— vyuziva
reakci antigenu a protilatek na
blizSi poznani struktur a
chemickych pochodU probihajicich
ve tkanich.

Metody imunohistochemie jsou
zaloienl na principu ELISA - reakci,
tzn. reakci, kdy samotna reakce
antigenu a protilatek musi byt

v dalSich krocich zviditelnéna
pomoci detekénich systému.

Ki-67 (jaderna pozitivita)
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IHC laborator




Ventana Ultra/Imunosteiner




Imunofluorescence

specificka reakce
protilatky s antigenem,
lokalizace antigenu

ve tkanich, bunkach,
stanoveni protilatek v séru

Amyloidové hmoty-thioflavin




Laborator histochemicka
lokalizace enzymu

Pro detekci enzymu s pouziva nativni tkan.

Principem metody prukazu enzymu a jejich
lokalizace ve tkani je histochemicka reakce
tkanového enzymu s dodanym substratem za
vzniku produktu, ktery je dale vizualizovan. Jedna
se tedy o metodu neprimou.

Prokazujeme napf. laktazu, sachardzu a trehalazu ve
strevni sliznici. Alkalickou fosfatazu v kartacovém
lemu enterocytu.



Pitevni provoz

zakladni onemocnéni
jeho komplikace

£\

bezprostredni pric¢ina
smrti
Nekropticka laborator
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