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Histologie a histochemie

puvod nazvu = z rectiny:
histos = tkan
logos = slovo, nauka

histologie - vedni disciplina, ktera se zabyva studiem
mikroskopicke stavby zivocisnych tkani a rostlinnych
pletiv

histochemie — chemické reakce na urovni zivocisnych
tkani a rostlinnych pletiv

pouzivaji specialni techniky pfipravy preparatu a
mikroskop



Fixace

fyzikalni
— vymrazovani
chemicka

— fixativa koagulujici (alkoholy, kyselina octova,
kyselina chromova, osmium - koagulace
cytoplazmatickych proteinu nici jejich aktivitu a
strukturu organel (napr. mitochondrie)

— fixativa nekoagulujici — formaldehyd,
glutaraldehyd - zachovavaji aktivitu proteinu i
organely (pro histochemii a EM)



Fixace

zachovani bunek a pletiv ve stavu co nejblizSimu k
Zivému stavu

snizeni strukturalnich zmén a zmén chemickeého
slozeni

strukturalni proteiny a jiné slouceniny se musi zmenit
na nerozpustné ve vsSech reagenciich, se kterymi
prijdou v prubéhu celého procesu do styku

perfektni fixace = jen teoreticka



Histochemie

histologicka metoda uzivana k prukazu ruznych latek
primo v pletivech a bunkach

latkoveé slozeni
katalyticka histochemie
Imunohistochemie
lektinova histochemie
in situ hybridizace (ISH)



Odbeéer materialu

rychly
pokud je nutna preparace — radgji jiz ve fixazi

velikost vzorku pfimérena — pro rychly prunik fixaze
do celého objektu

volba segmentu podle planovaného studia



Formaldehyd

je plyn s bodem varu -21°C
pouziva se jako
— vodny roztok plynu (37- 40%) formalin nebo
— pevny polymer - paraformaldehyd

béhem skladovani se zhorsSuje kvalita formalinu vlivem
tzv. Canizariho reakce, kdy vznika kyselina mravenci =
prudkeé snizovani pH — neutralizace, pufry

po primarni vazbé na ruzné funkéni skupiny se vytvareji
krizove vazby (,kroslinky®) - dochazi k zesitovani
molekul proteinu = nekoagulacni fixace



Glutaraldehyd
OWO

bezbarva kapalina stiplaveho zapachu

je toxicky a zpusobuje vazné podrazdéni oCi, nosu, krku
a plic, bolesti hlavy, ospalost a zavrate — pracovat v
digestori, dodrzovat zasady prace s toxickymi latkami!

pouziva se samostatné nebo ve smési s formaldehydem

zesitovani bilkovin pletiva po fixazi GA je mnohem
pevnéjsi - zpusobuje vétsi tvrdost pletiv



Fixacni smeési — FA (PFA)

4% formalin v 0,1M TRIS / HCI pufru, pH 7,2
(4 ml 36% formaldehydu +32 ml pufru )
pufr pH 7,2:
0,2M TRIS 25 ml
0, AN HCI 45 ml
doplnit destil. vodou do 100 ml

Doba fixace 2 hod. (u citlivéjSiho materialu 0,5 hod. na ledu pfi
0°C)

Propirani fixaze a kryoprezervace

7,5 % sacharézou ve stejném pufru



Kryostat — priprava rezu




Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

Barveni in toto
barveni celych objektu pred zalitim a krajenim fezu

Barveni fezu
fezy volné (,free floating sections®)
rezy prilepené na podloznim skle



Lepeni rezu

1890 — Mayer: glycerol — bilek + fenol (thymol)
chromova zelatina (,gelatin and chrome alum®)
poly-L-lysin

podlozni skla SuperFrost Ultra Plus® - neni nutno
pouzivat adheziva

suseni na teplé ploténce



Latkoveé slozeni

ionty (Ca?*, Fe?*, Fe3*, Zn?*, Cu?*, Pb?*)
organicke funkcni skupiny

cukry, polysacharidy (Skrob, celul6za, kal6za)
tuky

DNA, RNA

lignin



Prukaz tuku

barvi se barvivy rozpustnymi v tucich
Sudan IV, sudanova Cern, olejova Cerven, nilska modr

uziva se zpravidla fixace zmrazenim s naslednym
Krajenim v kryostatu



Dlikaz DNA - Feulgenova reakce

hydrolyza 1N HCI

— RNA se rozpusti

— DNA hydrolyzuje CasteCné (odstrani se baze)
vznik aldehydovych skupin

jejich nasledna reakce se Schiffovym reagens

vysledek = nerozpustny Cerveny reakcni produkt



Fluorescencni vizualizace DNA

DAPI = 4',6-diamidino-2-fenylindol

\ NH
N NH
H P
NH

fluorescencni barvivo, které se silné vaze na DNA
muze prochazet pfes intaktni membrany (= je toxické a mutagenni) -
muze byt pouzito pro barveni zivych i fixovanych bunék

Casto se pouziva pro barveni jader, detekci mykoplazmat a virové DNA
v buneécnych kulturach



Dukaz RNA

organely obsahujici RNA se barvi bazickymi barvivy
napr.: toluidinovou modri, methylenovou modri

RNA vsak neni jedinou bazofilni latkou v pletivech
tkanich - nezbytna negativni kontrola = kontrolni
preparat inkubovana ribonukleazou



Cukry

PAS (Periodic Acid — Schiff) - pozitivni latky:

polysacharidy(Skrob, celuléza, kaloza, glykogen)

glykosaminoglykany/ mukopolysacharidy/
(hyaluronova kys., chondroitinsulfat)

proteoglykany
glykoproteiny(thyreoglobulin, kolagen)
glykolipidy(lipofuscin)



Katalyticka histochemie — lokalizace
aktivity enzymu

enzymy jsou katalyzatory vetsiny biochemickych reakci
« zpravidla fixace zmrazenim nebo aldehydy

Princip:
« prvni reakce (histochemicka):
— enzym + substrat — reakCni produkt

« druha reakce (vizualizacni):
— tvorba barevného nebo elektrondensniho reakcniho produktu

Vzdy nutnost kontrolnich fezu (inaktivace, bez substratu...)



Katalyticka histochemie
— vizualizacni reakce

precipitace s kationty kovu (Gomori)
— vznik barevné nerozpustné soli Pb, Co

simultanni azokopulace
— reakcCni produkt I. reakce (naftol) se prevede na azobarvivo

indigogenni reakce
— Stepeni substratu na indoxyl a jeho dimerace a oxidace na indigo

tetrazoliova metoda
— redukce tetrazoliove soli na barevny formazan

sprazena peroxidazova reakce
— oxidace DAB



Klasifikace enzymu

1. hydrolytické enzymy (hydrolazy)

fosfatazy (hydrolyzuji estery a amidy kyseliny fosforecné)
alkalické fosfatazy
kyselé fosfatazy
glukoso-6-fosfatazy
adenosin trifosfatazy

karboxylester-hydrolazy
nespecifické esterazy
lipazy
cholinesterazy

glykosidazy
kyselé a-glukosidazy
B-glukosidazy
a-galaktosidazy
kyselé—3-galaktosidazy
B-glukuronidazy
disacharidazy

peptidazy

sulfatazy



Klasifikace enzymu

2. transferazy
3. oxidoreduktazy
a. oxidazy
i. cytochrom c oxidaza
ii. peroxidazy
b. dehydrogenazy
i. koenzym-independentni dehydrogenazy
1. sukcinat dehydrogenaza
2. glycerol-3-fosfat-dehydrogenaza
ii. tetrazolium reduktazy
iii.koenzym-dependentni dehydrogenazy

napf. glutamat dehydrogenaza, malat dehydrogenaza, laktat
dehydrogenaza...

4. lyazy



Gomoriho prukaz aktivity kyselé
fosfatazy (precipitace s kationty kovu)

e fez pletivem + inkubacni médium se substratem
stépenym enzymem (napf. glycerofosfat sodny)

 uvolnéni fosfatovych iontu

* jejich reakce s dusiChanem olovnatym

vysledek: elektrodenzni precipitat Pb;(PO,),



@ELELEE
1};[ Indigofera tinctoria
Indigofera sumatrana
. Isatis tinctoria
)
ool dnes jiz vyrabéné

synteticky

pro vlastni barveni fezu se nepouziva, ale v histochemii jsou
Casto pouzivany tzv. indigogenni metody, pfri kterych je indigo
vyslednym produktem reakce



Indigogenni metoda

1. krok = stépeni substratu

enzymem
\ 2. krok = dimerace a oxidace
" 4 ] . .
kryostatovy Fez listem tabaku Y, na indigo

po inkubaci v médiu se substratem
tloustka fezu 30pm

detekce aktivity B-glukosidasy: substratem pro enzym je
9-bromo-4-chloro-3-indoxyl--D-glukopyranosid



Indigogenni metoda histochemickeé
lokalizace aktivity p-glukosidasy Zm-p60.1

inkubace celé rostlinky, kultivace 28 DAS na MS s t-Z

transgenni tabak se Zm-p60.1 netransgenni kontrola

substrat:

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glukopyranosid Chmelik et al. 2010



Imunohistochemie

slouzi k prukazu tkanovych ¢i bunécnych antigenu
pomoci vazby mezi antigenem a protilatkou

antigeny = proteiny, glykoproteiny, proteoglykany

protilatky = sérové proteiny — imunoglobuliny (jsou
vytvareny plazmatickymi bunkami)

v imunohistochemii se nejCastéji pouziva trida 1gG



Protilatka — imunoglobulin IgG

antigen- antigen-
binding site binding site

sklada se ze Ctyr
polypeptidovych
fetézcu spojenych
disulfidickymi mustky:

heavy
chain

hinge
regions

2 identickych lehkych
retézcu

a

2 identickych tézkych
retézc

HOOC

COOH vazebna mista pro receptory




Epitopy

« = specifické misto antigenu, na které se vaze protilatka,
(antigenni determinanta)

 vétSina antigenu ma vice epitopu, které vyvolavaji pfi
imunizaci vznik skupiny raznych protilatek
(polyklonalnich), namirenych proti jednotlivym
epitopim
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Prima metoda

znaceni protilatky

FITC A
TRITC
Texas Red

Cy3

CyS ’ '
phycoeryt.
HRP

ALPase
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Neprima 2-stupnova metoda

FITC M
TRITC
Texas Red

Cy3
Cy5

phycoeryt. primarni protilatky (Ab1)
HRP reaguji s jednou sekundarni
ALPase |/ Ab1 protilatkou (Ab2)

/ \ citlivejsi

Ceski spolecnost histo. 1 cylochemicki
Cancn Sy ot istoc iy I Cyrochamistey

univerzalnéjsi (ruzneé




Montaz rezu

e nabarvené rezy je jeste potreba zakonzervovat na
podloznim skle - fikame ,zamontovat”

« 1844 - J.E. Purkyneé roku a jeho zak Oschatz popsali
svoji metodu montovani tak, ze nabarveny rez proste
potreli lakem. Uzivali tzv. kopalovou pryskyrici, ziskanou
z tropickych stromu, ale znali jiz i kanadsky balzam.
Jejich preparaty z té doby jsou stale v dobrém stavu.

« kanadsky balzam se uziva dodnes, ale pouzivaji se i
syntetickeé pryskyrice



Odkazy na zajimaveé stranky

http://www.bristol.ac.uk/vetpath/cpl/histmeth.htm

protokoly imunohistochemie
http://www.ihcworld.com/antibody staining.htm

protokoly barveni pro pletiva zalita v pryskyrici
http://www.ebsciences.com/staining/orcein.htm

encyklopedie
http://en.wikipedia.org/wiki/Staining



