Priprava preparatu pro svételnou mikroskopii

Jen maly pocet ZivociSnych tkani a bun€k je vhodny pro pfimé histologické studium. Aby bylo
mozné studovat rtizné tkan¢€ a vyuzit soucasné rozliSovaci schopnosti svételnych mikroskopt, je
nutné zhotovit preparaty, tj. tkané Setrn€ a rychle usmrtit, pfipravit z nich dostate¢né¢ tenké fezy a
tyto obarvit.

1) Fixac¢ni ¢inidla

Fixacni ¢inidla slouzi k rychlému usmrceni bunék a tkdni. Volba konkrétniho ¢inidla zavisi na
sledované bunécéné struktute, nebot’ rizné fixacni latky fixuji rizné tkanové komponenty. Ruzné
slozky fixacnich tekutin také - hlavné ve spojeni s barvicimi technikami - mohou ovlivnit vysledny
obraz, téméf vzdy se jedna o chemicky proces. Nejcastéji uzivané fixaéni ¢inidla jsou formaldehyd,
glutaraldehyd a OsO4 (oxid osmicely).

V tad¢ pripadl je mozné vyuzit metody freezing-drying (zmrazeni tkané a jeji vakuové vysuseni ve
zmrzlém stavu). OvSem 1 tato technika ma sva uskali. Je moZno zpracovat jen drobné kousky tkani,
protoze v bloku hloubéji ulozené bunky promrzaji pomalu (sta¢i se vytvorit ledové krystaly, které
roztrhaji buiiky) a tak centralni ¢asti bloku jsou zni¢ené.

2) Zalévani

Aby bylo mozné zhotovit dostatecné tenké a kvalitni fezy pro mikroskopické studium, je témet
vzdy nutné tkan zalit do média, které ji zpevni a vytvoii dostate¢né homogenni blok, dovolujici
krajeni. Pro svételn¢ mikroskopické studium zpravidla uzivame fezy tlusté 4-20 um. Nejb&znéji se
pro svételnou mikroskopii uziva zalévani do parafinu. VéEtsina zalévacich médii v§ak neni misitelna
s vodou a proto musi byt tkdn odvodnéna a prosycend médiem, ve kterém se zalévaci hmota
rozpousti. Obvykle se tkan odvodnuje vzrustajici alkoholovou fadou (etylakohol 70%, 80%, 90%,
96% a xylen). Po odvodnéni musi byt tkan jesté¢ prosycena rozpoustédlem zalévaciho média. Pro
parafin je to nejcastéji toluen. Pii pokojové teploté je parafin tuhy, proto musime tkan, kterou takto
zalévame, vystavit zvysené teploté (cca 60 °C), kdy je parafin jiz tekuty. Bohuzel zvySena teplota
vede k denaturaci enzymt a smr$tovani tkang.

3) Krajeni na mikrotomech
Vlastni krajeni fezii se provadi na mikrotomech. Jsou to jednoduché pfistroje, kde je niiz veden v
roviné kolmé na blok, a ten je pti kazdém fezu posunovan Sroubem do vysky fezu. Existuje nékolik
modifikaci zptisobu kréjeni:

- pevny niz, pohybuje se blok

- pevny blok, pohybuje se niz

- nuz a blok se pohybuji proti sobé
K lepeni parafinovych fezii na podlozni skla se nejéastéji uziva bilek-glycerin, nékdy zelatina nebo
nckterd syntetickd lepidla. Parafinové fezy po nalepeni a usuSeni musi byt odparafinovany a
prevedeny zpét do vody. Ve vétSing piipadl jsou pak barveny.

4) Barviva a barveni

K barveni uzivame jednak pfirozend, jednak synteticka barviva. Stale jeSté jsou uZivana 4 pfirozena
barviva:

1) hematoxylin - ktery je extraktem z kampeskového dubu (Haematoxylon campechianum),

2) karmin - extrakt ze samicek ¢ervce nopalového (Coccus cacti),

3) orcein - extrakt z n¢kterych liSejnik

4) Safran - extrakt z blizen Safranu (Crocus sativus).

Prvni dvé barviva patii mezi "jadrova" - bazicka, orcein ma rtizna pouziti (dle ptipravy barviciho
roztoku), Safran je kyselé barvivo na kolagen.



Podstatné vice je barviv syntetickych a lze je rozdélit na barviva bazicka a kyseld. Ze zakladnich
jmenujme eozin (barvi acidofilni struktury bunék), fluorescein, metylenova modi (barvi bazofilni
struktury), Janusova zelen (barvi mitochondrie) a sudanova cern (barvi tuky).

V predchazejicich tadkach bylo vicekrat uzito terminti "bazofilni", "bazické" a "acidofilni",
"kyselé" barvivo. Toto oznaCeni znamena, Ze kyselé barvivo je schopné vazby na pozitivné nabité
komponenty tkan¢ (bazické na negativné nabité komponenty) a vytvoii barevnou sul.
Malokdy se pro piehledné preparaty uziva jen jedno barvivo. VéEtSinou se uziva jejich kombinace.
Nejjednodussi a snad nejCastéji uzivané barveni je hematoxylin-eozin, kterym obarvime jadra a
ruzné bazofilni substance modre, ostatni ¢asti preparatu v riznych odstinech cervené.
Chceme-li obarvit v preparatech elastickou tkan, ktera se bézné nezbarvi, musime uzit specifické
barvici metody. Je to napf. barveni orceinem, ktery tato vlakna zbarvi ¢ervenohnédé.

K barveni krevniho natéru (pfipadné roztérii kostni diené) nejcastéji uzivame panoptického barveni

podle Pappenheima. Pii tomto postupu se uziva barveni dvou smési barviv - podle May-Griinwalda

a podle Giemsy-Romanowskyho.

Provedeni barveni nateru:
1) Krevni natér, po dokonalém zaschnuti, prekryjeme nékolika kapkami May-Griinwaldova
roztoku a ponechdme putsobit po dobu 3 minut. (Tato faze postupu je fixace natéru
metanolem.)
2) Na natér prikapeme stejny pocet kapek destilované vody o neutralnim pH a roztoky
promichdme. (Teprve nyni dochazi k barveni natéru. Neutralni pH destilované vody, nebo
1épe ustojného roztoku, je dilezité pro spravné vybarveni krevnich elementd.) Ziedéné May-
Griinwaldovo barvivo po 1 minuté slijeme a bez oplachnuti na roztér nakapeme
3) ziedéné barvivo dle Giemsy-Romanowskyho (0,3 ml barviva do 10 ml destilované vody
nebo ustojného roztoku o pH 7). Nechdme barvit 12 - 15 minut.
4) Barvivo opét slijeme, natér opldchneme ustojnym roztokem a usuSime na vzduchu.
Zpravidla natéry nemontujeme pod kryci skla.

Vysledek barveni:
Erytrocyty rizové (zbarven je hemoglobin), jaderny chromatin je Cervenofialovy (rizné syty),
cytoplazma monocytl je svétle blankytné modré, cytoplazma lymfocytl je rovnéz modra,
nekdy temnéjs$i (pocetn€j$i ribosomy), azurofilni granula, zvlast¢ agranulocytii, svitiveé
cervend (metachromatické zbarveni), acidofilni granula eozinofilnich granulocytl medovéa az
ruzova, bazofilni granula jsou hnédava az hnédofialova, trombocyty maji hyaloméru modrou
a centralni chromoméru zbarvenou purpurové. V bazofilnich granulocytech se nezfidka
nepodaii zbarvit granula, nebot’ jsou ve vod¢ rozpustna.



