Priprava preparatu pro svételnou mikroskopii

Jen maly péet zZivaiiSnych tkani a butk je vhodny pro fimé histologické studium. Aby bylo
mozné studovatizné tkag a vyuzit sotiasné rozliSovaci schopnosti¢ssinych mikroskop, je
nutné zhotovit preparaty, tj. tk&setrré a rychle usmrtit, fipravit z nich dostate¢ tenkéiezy a
tyto obarvit.

1) Fixaéni ¢inidla

Fixaéni ¢inidla slouzi k rychlému usmrceni bikna tkani. Volba konkrétniheéinidla zavisi na
sledované buftné struktiie, nebd razné fixani latky fixuji rizné tkaové komponenty. &né
slozky fixatnich tekutin takeé - hla¥nve spojeni s barvicimi technikami - mohou ovliwysledny
obraz, ténsi vzdy se jedna o chemicky proces. ¢daigji uzivané fixa&ni cinidla jsou formaldehyd,
glutaraldehyd a Os{Qoxid osméely).

V fack pripadi je mozné vyuzit metody freezing-drying (zmraz&ant a jeji vakuové vysuseni ve
zmrzlém stavu). OvSem i tato technika ma sva UsBalmozno zpracovat jen drobné kousky tkani,
protoze v bloku hlouki ulozené biky promrzaji pomalu (sta se vytvdit ledové krystaly, které
roztrhaji buiky) a tak centralnéasti bloku jsou ziiené.

2) Zalévani

Aby bylo mozZné zhotovit dostates tenké a kvalitnirezy pro mikroskopické studium, je tém
vzdy nutné tka zalit do média, které ji zpevni a vylvalostaténé homogenni blok, dovolujici
krgjeni. Pro sételn¢ mikroskopické studium zpravidla uzivarfezy tlusté 4-2Qum. NejkEzrgji se
pro s\wtelnou mikroskopii uziva zalévani do parafindtdia zalévacich médii vSak neni misitelna
s vodou a proto musi byt tkéodvodrEna a prosycena médiem, ve kterém se zalévaci hmota
rozpousti. Obvykle se tkaodvodiuje vzrustajici alkoholovoiadou (etylakohol 70%, 80%, 90%,
96% a xylen). Po odvodni musi byt tka jeS& prosycena rozpou&tlem zalévaciho média. Pro
parafin je to n€gastji toluen. Ri pokojové teplat je parafin tuhy, proto musime tk&terou takto
zalévame, vystavit zvySené tegldtca 60 °C), kdy je parafin jiz tekuty. BohuzelZena teplota
vede k denaturaci enzyna smrgovani tkag.

3) Krajeni na mikrotomech
Vlastni krajenitezi se provadi na mikrotomech. Jsou to jednodudfsirpje, kde je &z veden v
roviné kolmé na blok, a ten jefigkazdémiezu posunovan Sroubem do vyskyu. Existuje &kolik
modifikaci zgisobu krajeni:

- pevny iz, pohybuje se blok

- pevny blok, pohybuje saia

- naz a blok se pohybuiji proti s&b
K lepeni parafinovycliezi na podlozni skla se rigjstji uziva bilek-glycerin, 8kdy Zelatina nebo
nektera synteticka lepidla. Parafinovézy po nalepeni a usuSeni musi byt odparafinovany a
pievedeny zgt do vody. Ve ¥tSirg piipadi jsou pak barveny.

4) Barviva a barveni

K barveni uzivame jednaKipzend, jednak synteticka barviva. Stale§gsbu uzivana 4ijrozena
barviva:

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

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

3) orcein - extrakt z&kterych liSejnik

4) Safrén - extrakt z blizen Safranu (Crocus sadivu

Prvni dv barviva pati mezi "jadrova" - bazicka, orcein mana pouziti (dle fipravy barviciho
roztoku), Safran je kyselé barvivo na kolagen.



Podstats vice je barviv syntetickych a Ize je r@ht na barviva bazicka a kysela. Ze zakladnich
jmenujme eozin (barvi acidofilni struktury ki, fluorescein, metylenova modbarvi bazofilni
struktury), Janusova zelébarvi mitochondrie) a sudanow@m (barvi tuky).

V piedchazejicichradkach bylo vicekrat uzito termiin"bazofilni", "bazické" a "acidofilni",
"kyselé" barvivo. Toto ozri@ni znamena, Ze kyselé barvivo je schopné vazipomiivré nabité
komponenty tka# (bazické na negati¢¥mabité komponenty) a vytyviobarevnou &l.

Malokdy se pro fehledné preparaty uziva jen jedno barviveétsihou se uziva jejich kombinace.
Nejjednodussi a snad tagtji uzivané barveni je hematoxylin-eozin, kterym wiae jadra a
razné bazofilni substance med ostatnéasti preparatu viznych odstinechervené.

Chceme-li obarvit v preparatech elastickountkiétera se &né¢ nezbarvi, musime uzit specifické
barvici metody. Je to nfbarveni orceinem, ktery tato vliakna zbasivenohgdg.

K barveni krevniho nétu (pripadré rozira kostni derg) negasgji uzivame panoptického barveni

podle PappenheimatiRomto postupu se uziva barveni dvoussibarviv - podle May-Grinwalda

a podle Giemsy-Romanowskyho.

Provedeni barveni nétu:
1) Krevni nétr, po dokonalém zaschnutiigikryjeme wkolika kapkami May-Griinwaldova
roztoku a ponechdmeugobit po dobu 3 minut. (Tato faze postupu je fixacEru
metanolem.)
2) Na n&tr prikapeme stejny peet kapek destilované vody o neutralnim pH a roztoky
promichame. (Teprve nyni dochazi k barvengmiatNeutralni pH destilované vody, nebo
lépe Ustojného roztoku, jeikeZité pro spravné vybarveni krevnich elenmignfredéné May-
Grunwaldovo barvivo po 1 minuisliieme a bez oplachnuti na réizhakapeme
3) Zedné barvivo dle Giemsy-Romanowskyho (0,3 ml bandealO ml destilované vody
nebo Ustojného roztoku o pH 7). Nechame barvit 12 minut.
4) Barvivo ot slijeme, natr oplachneme udstojnym roztokem a usuSime na vzduchu
Zpravidla n&try nemontujeme pod kryci skla.

Vysledek barveni:
Erytrocyty ffizové (zbarven je hemoglobin), jaderny chromatidejrenofialovy (fizné syty),
cytoplazma monocyt je s\wtle blankytrd modr4, cytoplazma lymfodytje rovréz modra,
nekdy temrgjSi (patetrgjSi ribosomy), azurofilni granula, zvléStagranulocyi, svitive
cervend (metachromatické zbarveni), acidofilni glamozinofilnich granulocytmedova az
razova, bazofilni granula jsou #mava az hédofialova, trombocyty maji hyaloméru modrou
a centralni chromoméru zbarvenou purpéroV bazofilnich granulocytech se r&ka
nepodai zbarvit granula, neligsou ve vod rozpustna.



