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Cile lekce

v’ student se seznami se zakladnimi fakty o svetelné mikroskopii vC.
spravneho postupu mikroskopovani

4 student nastuduje strukturu vybranych histologickych preparatu

Studijni materialy
v WWW.Sci.muni.cz/ptacek
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Histologie

v nauka o tkanich (histos = tkan, logos = nauka, fec.), mikroskopicka
anatomie zamérena na studium tkani

v tkané se diferencuji a specializuji béhem ontogenetickeho vyvoje.
Pldvodné vétSinou z jediné bunky pfi pohlavnim rozmnozovani (nebo
skupiny bunék pfi rozmnozovani nepohlavnim) se vytvareji délenim a
usporadanim (polohou) prvni tzv. zarodecné listy, ze kterych se
postupné diferencuje dalsi tkan.

vy nejjednodussim pripadeé je tkan tvorena jedinym typem bunek s
urcitou funkci

v &asto je zakladni bunécny typ doplnén jednim Ci vice typy bunék
jinych (fixni a volné bunky)

4 epitely, pojiva, svaly, nervove tkane


http://www.esg.montana.edu/esg/kla/ta/tissues.html

Sveételna mikroskopie

v zakladni technika pro pozorovani ve vSech oborech, kde predmétem
pozorovani je bunka (tkan, pletivo, ...), protoze rozliSovaci schopnost této

techniky odpovida velikosti bunky/organel.

v svételny mikroskop:

- opticky pfistroj, zaloZeny na interakci fotonu a tkanovych slozek
- teor. rozliSovaci schopnost 0,17 ym
- zvetsuje obraz az 1 500x

- obraz je prevraceny a zvetseny

v zasada: Postupujeme od celku k detailim



http://archives.microbeworld.org/microbes/tools_microscopes.aspx

Stavba mikroskopu

4 optické ¢asti: okular, objektiv

v osvetlovaci ¢asti: zdroj,
kondenzor, clona polni a
aperturni

staré mikroskopy: zrcatko ©

v" mechanické éasti: podstavec,
nosic, tubus, revolverovy
ménic objektivu, stolek -
krizovy posuv, mikro- a
makrosroub

\/jednotky meéreni pouzivane v
histologii: yum, nm, drive
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um) a A (1 angstrom = 10-19m)
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Jak spravné mikroskopovat?

\/zkontrolujeme mikroskop.
v zkontrolujeme preparat okem (proti svétlu) — ziskame orientaCni predstavu o
poCtu, umisténi, velikosti mikroskopovanych objektlu. Pfipadné preparat oCistime

(alkoholéther, alkohol).

\/umistl'me preparat krycim sklem nahoru na stolek, pfichytime svorkou. Stolek je

vySroubovany uplné nahoru (za pomoci makroSroubu).

v zaginame mikroskopovat nejmensim objektivem (4x) tak, ze pomalu
pohybujeme stolkem dolu az do okamziku, kdy je obraz ostry.

\/méme-li takto zaostreno, pokraCujeme pri druhém nejmensim zvétseni,
analogicky postupujeme k objektivum s vétsSim zvétsenim.

v'u silngjSich objektivll pozor na rozdrceni kryciho skla preparatul!



Objektiv
soustava €oCek zajiStujicich zvétSeni a rozliseni
CoCky: sklenéné nebo plastove, alespon 1 plocha je kulova (vypoukla nebo vyduta)

vytvari skutecCny, pfevraceny, zvétSeny obraz (okular tento obraz zvétsSuje — funkce lupy -

a promita na sitnici pozorovatele).

demonstrace: Objektivem 4x pozorujeme vytisténé a vystfizené pismo: co je v zorném

poli vpravo/nahore, je v preparatu vievo/dole. Tim se fidime pfi hledani objektu v

preparatu

celkové zvétSeni: soucin zvétSeni objektivu a okularu

udaje na objektivu: napr. 10x /0,45 (zvétSeni objektivu/ numericka apertura NA)

numericka apertura NA — rozliSovaci schopnost RS (€im blize je NA k 1, tim RS vétsi). U

imerznich objektivi je NA i RS vysSi.

NA =n. sin a/2 a .....otvorovy uhel, n ..... index lomu prostredi



Objektivy
v’ suché: mezi cockou a preparatem je vzduch

4 ponorné (imerzni): pfi pozorovani ponoreny do tekutiny (voda/olej). Imerzni

kapalina ma podobny index lomu jako sklo, k odklonu svételnych paprsku
dochazi v mensi mifre nez u svetelného mikroskopu a objektiv jich potom

zachyti vice

Zasady prace s imerznim objektivem:

v imerzni tekutina se aplikuje na kryci sklicko (1 kapka stacCi) a objektiv se
do této kapky zanofi, mezi preparatem a objektivem nesmi byt vzduch. Po
ukonCeni mikroskopovani imerzni_objektiv_ocistime (alkoholether (3:7),
alkohol)!

v’ imerzni tekutina se nesmi pouzivat s objektivy, které nejsou imerzni!!!



Kondenzor

v'soustava Godek, soustfedujicich paprsky na preparat

v'zasada: ¢im siln&jsi objektiv, tim vy3e je kondenzor

v'v blizkosti kondenzoru: aperturni clona, optimalné

oteviena na 80 % numericke apertury pouziteho objektivu

v'pouzivani clon vyZaduje urditou zkudenost



Ekvivalentni obraz, artefakt

4 obraz fixovanych bunék muze byt jiny nez u zivych bunék, ale
vlastnosti téchto umélych obrazu mohou byt pfi nezménéné metodé
konstantné dobre reprodukovatelné (je mozno zpétné urcit pomery
panujici za ziva), jde o tzv. ekvivalentni obrazy

4 artefakt = nereprodukovatelna zmena (srazenina barviva, prehyb,

trhlina, ...)

http://www.ihcworld.com/royellis/artefacts/ans6.htm



Artefakty

the liver (slide 14).

is a foreign body introduced to the slide,
probably when the slide had its coverslip
applied.

The artefact indicated by the arrow to the right is probably
a clump of stain precipitate (a solid part of the stain that has
come out of solution). This probably occurred during
the staining process.

Note: epithelium has
_separated from underlying
tissue and torn.

td This is an error
+ (artefact) introduced
during processing
and/or sectioning.

oo, oo artefactual space

These are examples of artefacts taken from

The artefact indicated by the arrow to the left

Folds

Depending upon the type of tissue, some sections
may contain folds - these are regions where
the tissue has doubled up on itself, giving it

an appearance of greater staining. This can be
seen in these micrographs with the darker pink

has separated from the overlying connective
and epithelial tissues.

Sectioning Artefacts

The arrows indicate lines present in the sections. These
lines represent scratches that were present on the
microtome blade’s surface that then scored the section as
it was cut. Transmission electron micrographs may also
have such artefacts - they are commonly known as
knife marks (a diamond knife is used for TEM).

Zdroj: https://secure.health.utas.edu.au/intranet/cds/histoten/Practicals/000.Introduction_Microscopy.html



Rizené studium preparat
Epitely, svaly, pojiva

Ve vztahu ke studovanym preparatiim prosim
venujte pozornost vykladu vyucujici, je navodny
pro vypracovani protokolu




Epitely

« souvisla husta vrstva bunék navzajem tesné sousedicich, minimalni
mnozstvi mezibunécné hmoty, bunky dosedaji na tenkou blanku
(bazalni membranu)

v’ a. jednovrstevny dlazdicovy epitel
b. jednovrstevny kubicky epitel

& ‘{ v jednovrstevny valcovy (cylindricky) epitel
% d. cylindricky vicerady rasinkovy epitel

e. vicevrstevny kubicky epitel

f. vicevrstevny dlazdicovy (nerohovéjici)

epitel

g. vicevrstevny dlazdicovy (rohovéjici) epitel

h. tzv. pfechodny epitel - sténa prazdného

dutého organu

i. pfechodny epitel (naplnény mocCovy

méchyr)




Kryci epitel
v studovany preparat = rez klizi zaby
4 epidermis: mnohovrstevny epitel zlaznaty nerohovatejici

v $kara: jedova Zlaza vlevo (ohraniCena granula), dale hlenové zZlazy,
jde o exoepitelové alveolarni mnohobunéecné zlazy

4 podkozni vazivo: silna vrstva, zpeviiuje kuzi (riZové zbarvené)

v’ zcela dole je relativné volné fidsSi pojivo upevnujici kizi ke skeletu a
svalstvu. V ném se nachazi pricne rozriznuta céva s jadrem
vybavenymi erytrocyty.
silna pigmentace vSech koznich utvaru (ochrana funkcénich a
kmenovych bunék). T e T T PR

http://www.sci.muni.cz/ptacek/ ORGANOLOGIE-a.htm#krycioppoh



Pojiva

4 prostorové tkané, spojuji tkané v organy, puvod hlavné z mezodermu
a z nej odvozeného mezenchymu

4 epitely maji velmi malo mezibunecnych hmot, u pojiv jsou naopak
vétSinou vyrazné

v funkce: strukturalni, stfadaci, ochranna a obranna, vyziva, transport,
reparace

4 bunky fixni (fibroblasty/-cyty, osteoblasty/-cyty, ...) a volné
(makrofagy, lymfocyty, plazmatické bunky, ...)

v’ mezibunééna hmota (matrix): amorfni (rizné tuha) a vlaknita
slozka (kolagen, elastin, retikularni viakna)

Zdroj: http://www.sci.muni.cz/ptacek/HISTOLOGIE2.htm#tukove



Pojiva oporna

v studovany preparat = kompaktni kost: sekundarni lamelozni kost,
osteoblasty/-cyty, matrix kalcifikovana, kolagenni vilakna usporadana do lamel
v komplex koncentrickych lamel obklopujicich kanalek s krevnimi cévami a
nervy v fidkém vazivu = Haversiiv systém = osteon, osteocyty jsou v lakunach.
Osteony komunikuji s periostem pomoci pficnych ¢i Sikmych Volkmannovych
kanalku, které privadéji cévy z periostu.
4 dutiny houbovitych kosti a dutiny dlouhych kosti obsahuji kostni dren:

- Cervena kostni difen (hematopoeticka)

- Zluta kostni dren (tuk)

*http://www.sci.muni.cz/ptacek/HISTOLOGIE2 htm#tukove



Svaly

v prostorove specializovane tkané: kontraktilni systemy

(aktin, myosin, dynein u rasinek) a excitovatelné

na nervove stimuly
v obratlovci: hladka, pricné pruhovana a srdecni

svalovina, nespecificky kontraktilni systém (myoepitely)

v’ hladké svaly: jednotlivé vietenovité bunky, ve stene cevi »
a dutych organu, v dermis kuze a klicich stfeva

- U bezobratlych: pohyb vnitfnich organu i lokomoce
(kontrola CNS), vyjimka: napf. Clenovci
v kosterni svaly (pricné pruhované): ze soubuni
(syncytia): jadra bunék pod sarkoplazmou (u myokardu a

hladké sval. jsou centralné)

4 studovany preparat = myokard (srdec¢ni svalovina):

viz dale



Myokard

- studovany preparat

- v srdci, pulmonarnich cévach u nékterych zivocisnych druhd

- z kardio(myo)cytl spojenych interkalarnimi disky

- priéné pruhovani jako u kosterni svaloviny, ale jadra ulozena centralnée

- smrStuje se automaticky (pacemakers: sinoatrialni Keith - Flackav a
atrioventrikularni Aschoff - Tawarlv uzel), pfevodni systém je tvofen bunkami
Purkynovych vlaken

- vegetativni nervy jsou schopny ovlivnit frekvenci stahu

SAN, sinoatrial node; AVN, atrio-
ventricular node; RA, right atrium;
LA, left atrium, RV, right ventricle;
LV, left ventricle.

Obrdézky prevzaty z http://clcpages.clcillinois.edu/home/bio567/pages/newtissues/cardiacmuscle.htm a http://www.cvphysiology.com/Arrhythmias/A002. htm




Prehled ukolu

4 nastudujte mikroskopickou stavbu téchto preparatu:
- mnohovrstevny epitel nerohovatéjici (fez kuzi zaby) - 6
- kompaktni kost - 18

- myokard (srdecCni svalovina) - 25
v dukladné si osvojte zakladni postup mikroskopovani

v/ detailné se seznamte s obsluhou mikroskopu:

http://www.sci.muni.cz/~anatomy/

v" domaci ukol: protokol (nelinkovana A4, teorie + nakresy: max. 2

obr. na 1 A4, kreslime tuzkou, popis propiskou, odevzdejte za tyden)


http://www.sci.muni.cz/~anatomy/

