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BIOMARKERY

 Casné varovné signaly potencialniho poskozeni organismu i celé
populace, Casny marker toxicity (i bez morfologickych zmen)

e \ybrané parametry, jejichz méritelné zmeény jsou prvnimi, Casnymi
odpovédmi na expozici cizorodymi latkami (,early warning of
biological impact®).

o Cizorodymi latkami zpusobené zmény bunécnych nebo
biochemickych slozek, struktur, nebo funkci, které jsou méritelné v
biologickém vzorku

o Citlivé, rychlé odpovédi, mohou ukazovat mechanismus ucinku,
predchazeji viditelnym symptomUm toxicity

* Nejlépe prostudovany u vySSich zivocichu (savcu, ryb)

 Mozno sledovat i u druht ze standardnich akvatickych biotestu
(rasy, makrofyta, bezobratli)
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- screeningove metody s vysokou predikCni schopnosti,
alternativa/doplnéni ke stavajicim metodam.

- pouzivany v zakladnim toxikologickém, ekotoxikologickém
a farmakologickém vyzkumu, v medicinské
diagnostice.

- nekteré obecné akceptovany.

- fada parametru testovana jako potencialni biochemické
markery.

- potencial vyuziti jako alternativni metody pro toxikologicke
hodnoceni novych xenobiotik.

Vyhoda biologickych a biochemickych indikatoru
kontaminace: schopnost vypovidat o vlivu znecisténi v celem
jeho komplexu, se vSemi synergistickymi a antagonistickymi
vlivy mezi jednotlivymi znecCistujicimi komponenty.
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Biochemické markery

Princip: toxicke latky v subletalnich koncentracich zpusobuiji
zmeny hodnot hematologickych, biochemickych
ukazatelu, nespecifické imunity, vyvolavaji
histopatologické zmény v tkanich.

Po vstupu cizorodych latek do organismu Ci bunky dochazi:

* Kk jejich vazbé na bunécné receptory kontrolujici kliCove
bunécné pochody,

» ke vzniku reaktivnich intermediatu,

* kinhibici urcitych enzymovych aktivit a dalSim procesum,
které pfedchazeji toxickym a dalsim negativnim efektum
na urovni buiky, organu, organismu a populaci.
trum pro vyzkum
ych latek
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Biochemické markery toxicity

- indikuji mechanismus toxicity, nikoliv urcitou cizorodou
latku.

- nekteré biochemické parametry specificky odrazeji expozici
nékterou tfidou nebo skupinou kontaminantu.

- biologickymi modely jsou nejCastéji jaterni tkan, i dalsi tkane
dle typu biomarkeru a cile studie, primarni hepatocyty nebo

permanentni linie odvozené od hepatocytu, pripadné
odebrana krev Ci jiné telni tekutiny

 Vhodné zvolené biomarkery jsou vyznamnymi indikatory
zdravotniho stavu organismu v monitorovanem ekosystému.

* Prednosti je schopnost detekovat toxicke ucCinky latek pred
manifestaci jejich ucinku, tzn. pred narusenim fyziologickych
funkci jako napf. rustu, vyvoje, reprodukce.
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Biomarkery = biochemicke Ci fyziologickeé indikatory TOX
expozice nebo vlivu xenobiotik na suborganismalni nebo
organismailni urovni

Vyhoda: odpovidaji na expozici = reaguji pouze na
polutanty dostupné pro organismus.

Vhodné biomarkery by mely splnovat nasledujici vlastnosti:

(i) senzitivni ve srovnani s ostatnimi biomarkery;

(ii) specificnost ke konkrétnim druhu chemickych xenobiotik;
(iii) permanentni odpoved;

(Iv) jasnost v interpretaci a propojeni na vlivy vyssi urovneé;

(v) spolehlivost, reprodukovatelnost;

(vi) preciznost, jednoduchost a nizke naklady;

(vii) aplikovatelnost v terénnich podminkach a validace v terenu
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BIOMARKERY EXPOZICE

 identifikuji latku v systéemu a interaktivni produkt mezi
xenobiotikem a endogenni slozkou nebo jiné skuteCnosti
Vv biologickém systému zpusobené expozici.

« charakterizuji mnozstvi toxikantu, které proniklo do organismu

* neposkytuji pfilis informaci o nasledcich expozice, ruzné
specificke

BIOMARKERY UCINKU-VLIVU

* Dbiochemicke zmeny, které se projevily jako vysledek
negativni interakce toxikantu a biologického systemu a
mohou vyustit az v patologické poskozeni organismu
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Biomarkery expozice

|. Stresové proteiny (proteiny teplotniho Soku)

— nespecifické, indukovatelné u rostlin i zivocichu

Il. Inhibice esterazove aktivity (acetylcholinesterazy)

— enzym nervového systému zivoCichu, specificka odpoveéd

- po expozici organofosfatovych pesticidu a karbamatu

- primarni toxicky vliv téchto latek, stupen inhibice enzymu je v uzkém vztahu
k expozici tkani
Acetylcholinesteraza (AchE): zejména v mozku, ¢ervenych krvinkach a plasmé
nékterych obratlovcul, zodpovédna za hydrolyzu acetylcholinu, hlavniho

pfenasece nervovych vzruchu mezi nervovymi bunkami. Jeji inhibice silné
ovliviuje pfenos nervovych signalu.

lll. Metalothioneiny

- cytoplasmické kovy-vazici proteiny, vyskytuji se u fady eukaryot, indukce po
expozici kovy, biomarkery vlivu toxickych kovu.

- skupina proteinu s nizkou molekulovou hmotnosti, vysokym obsahem
aminokyselin obsahujicich sulfhydrylové skupiny (zejména cystein) a
schopnosti vazat tézkeé kovy. K jejich zvySené syntéze dochazi pfi zvysene

(6) toxckgeh ek koncentraci iont(l kov(l, jak esencialnich, tak toxickych

v prostredi




BIOMARKERY EXPOZICE

IV. Indukce detoxikac¢nich enzymu u rostlin i ZivoCichu

A. Enzymy |. faze biotransformace — enzymy MFO (monooxygenazy
smiSeneé funkce) — indukce enzymu cytochromu P450 (EROD,

MROD, PROD)

cytochrom P4501A - biomarker expozice dulezitych skupin organickych
latek

- hladina cytochromu indukovana 2,3,7,8-tetrachlodibenzo-p-dioxinem a
pribuznymi latkami, PCB, PAH

- cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny schopné vazat molekularni
kyslik a vsunovat jeho jeden atom do molekuly substratu, kterym mohou

byti cizorodé latky, které jsou jednim nebo vice cytochromy preméneny
tak, aby mohly byt z organismu nap¥. exkretovany.

B. Enzymy Il. faze biotransformace — glutathion transferazy (GST),
uridinedifosfoglukuronosyl transferazy, sulfotransferazy
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Biomarkery ucinku

|. Parametry oxidativniho stresu - produkce kyslikovych radikalu,
aktivita antioxidacnich enzymu, koncentrace neenzymatickych
antioxidantud, oxidativni poskozeni makromolekul

Il. Parametry energetické bilance organismu — obsah lipidd,
proteinu, uhlovodikt a aktivita elektronového transportu

lll. Indikatory naruSeni metabolismu - metabolické enzymy
pyruvat kinaza, laktat dehydrogenaza, isocitrat
dehydrogenaza

V. Biomarkery zatizeni endokrinniho systému - vitelogenin,
hormony T3 a T4, enzymy metabolizmu steroidnich hormonui.

V. Genotoxické biomarkery (naruseni integrity DNA — zlomy v DNA,
mikrojaderka)
VI. Histologicko-patologické zmény nékterych organt

©)
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BIOMARKERY UCINKU

Parametry oxidativniho stresu

» produkce kyslikovych radikalt — superoxid, peroxid vodiku, hydroxylovy
radikal

» aktivita antioxidaCnich enzymd - glutathion peroxidaza, glutathion
reduktaza, superoxidaza, katalaza

» koncentrace neenzymatickych antioxidantu

» oxidativni poskozeni makromolekul — lipidni peroxidace, oxidativni
adukty DNA, produkty oxidace proteinu

Jedna se biomarkery organochlorovych pesticidu, PCB, pesticidu typu
paraguat apod.

Genotoxické biomarkery (naruSeni integrity DNA — zlomy v DNA,
mikrojadeérka) - vyuzivany pfi hodnoceni zatizeni ekosystému latkami

s genotoxickym ucinkem, ktereé indukuji vznik chromosomalnich aberaci a
mutaci.

alternativa detekce - metody PCR, RT-PCR a DNA-fingerprintingu, test
mikrojader, kometovy test

Test mikrojader (MNT) - jednoducha orientacni metoda ke stanoveni
genotoxicity. Pozitivni po pusobeni PCB, benzpyrenu, benzidinu, apod.
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Bl

omarkery ucinku na endokrinni system

Stanoveni produkce vitelogeninu

DalSi parametry: vitelin, cytochromy, hladiny hormonu
Histochemicka charakteristika a lokalizace

©)

Vitelogenin je bilkovina produkovana jaternimi bunikami ryb, obojzivelniku,
plazu a ptaka.

Produkce je indukovana vazbou estrogenu na jaderné receptory.

U samic je vitelogenin transportovan do vajecniku, kde tvori soucast
Zloutkovych proteina.

U samcu je hladina endogennich estrogenu pfirozené velmi nizka, a proto
je i produkce vitelogeninu minimalni

Po pusobeni ED’s s xenoestrogennim ucinkem (napf. ethinylestradiol,
chlordan, toxafen, dieldrin, 4-nonylfenol) dochazi u obou pohlavi ke
zvyseni hladin vitelogeninu — vyrazné zejména u samcu

Naopak pusobenim antiestrogennich ED’s (napf. metoxychloru) se
produkce vitelogeninu minimalizuje pod méritelnou uroven.
Sledovan zejména u ryb a obojzivelniku

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Metoda Organismus V sou ¢asnos ti Biomarker|atek Biol ogicky wznam
pouZivan
v monitorovacich
programech
Tvorba DNA adukti Ryby, mlzi Francie, Holandsko, PAU, nitro latky, amino | Parametr
Svédsko, USA triazinové pesticidy genotoxickych vliva,
citlivy indikator minulée
a souCasné expozice
Inhibice Ryby, korysi, mlzi Francie Organofosfaty a Parametr expozice
acetylcholieserazy karbamaty nebo podobné

molekuly, mozné fasové
toxiny

Indukce Ryby Monitoring and Indukce Parametr expozice a
metallothioneint Research Programme of | metallothioneinovych disturbance
the Mediterranean proteind vlivem wur€itych | metabolismumeédi a
Action plan, Holandsko | kovti (Zn, Cu, Cd, Hg) zinku
Indukce Ryby Neémecko, Francie, Indukce enzymii Mozny prediktor

ethoxyresorufin-O-
deetylazy (EROD) nebo
cytochromu P450 1A

Holandsko, UK, Belgie,
Monitoring and
Research Programme of
the Mediterranean
Action plan, Norsko

detoxikujicich planérni
organické kontaminaty
(PAU, plandmi PCB,
dioxiny)

patologie vlivem
mechanistickych
propojeni, senzitivni
indikator soucasné
expozice

Inhibice A-amino
levulinové kyselina
(ALA-D), indukce
vitellogeninu

Samci a jwenilni
jedinciryb

Holandsko, UK

Estrogenni latky

Parametr feminizace
samcCich ryba
reprodukéni poskozeni




Biomarkery - zavéery

 Biomarkery = citlivé indikatory zatizeni organismu
environmentalnimi stresory a subletalnich ucinku

e Umoznuji nahled do subletalnich fyziologickych procesu —
charakterizuji mechanismus ucinku

o Specifické markery — informuji o pritomnosti specifickeho
stresoru

e Pouzitelnost urcitého biomarkeru pro kazdy novy druh musi

byt validovana a optimalizovana, musi byt posouzena jeho
relevance a mira odpovédi pro novy druh

* Nezbytny multiparametricky pristup

o Studium spojeni Casnych subletalnich biochemickych a
bunécnych zmen s dlouhodobéjsimi negativnimi ucCinky na
urovni populace a spoleCenstva

©)
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Histologie —nauka o tkanich, studium tkani
(z rectiny: histos = tkan, logos = nauka)

Wuziti:

 zkoumani (patologickych) zmén tkané

e pomoci histochemickych technik lze prokazat pritomnost latek v
bunkach a tkanich

V eko/toxikologii:
 drobng¢jsi organismy (bezobratli) — casto fixace a histologie celych
jedincu
e obratlovci, vétsi organismy — odbér a zpracovani vybranych tkani
e odebraneé vzorky/tkané z exponovanych organismu Vvs. kontroly
e organismy ¢i tkan¢ organismil Z prostiedi S riiznym stupném a typem
znecCisténi/ stresoru
* histologie celych jedincu ¢i vybér relevantnich organt
(.) (jater, gonad, plic, ustniho uUstroji)
g

Centrum pro vyzkum
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Tkan
* soubor morfologicky podobnych bunék, které plni urcitou funkci

* bunky tvorici tkan mohou byt stejného typu, nebo existuji tkané tvorené

bunikami tvaroveé i funk¢né rozdilnymi epitel

Typy tkani:
o epitelova (kryci)
* pOjivova
* vazivo
* kost
* chrupavka
* svalova
* hladka
* pfi¢né pruhovana
* Nervova

. » " % F A
J' A «

kolagenové * neurony
vazivo mékkyse * neuroglie
* tekuta
* Krev
* miza

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Postup pri priprave preparatu

e Odber tkané/ vzorku

o Fixace - fixacni Cinidla

o Zalévani

e Krajeni
- tkaneé prosycené parafinem
- zmrzlé tkané

e Barveni
 Mikroskopicka analyza

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Odber materialu/tkane

— Ze zivého organismu (BIOPSIE)
— Z mrtvého organismu (NEKROPSIE)

— Nutna rychla fixace tkané, aby nedoslo k autolyze (rozklad vlivem vlastnich
enzymU a pusobenim bakterii) - uloZzeni ve fyziologickém roztoku nebo v lednici
autolyze NEZABRANI

Postup:

— oddéleni vzorku - velikost tkanového blocku max. 1cm3 ( cca do velikosti
1 x 1 x0,5cm pro svételnou mikroskopii )

— V pripadé potieby oplach v fyziologickém roztoku

— FIXACE - ihned po odbéru !!!

— peclivé oznaceni vzorku

MOZNOSTI ZPRACOVANI
o fixace a zaliti tkané do parafinu nebo jiného média

O zpracovani tkaneé ve zmrzlém stavu: zmrazeni tkane a vakuove
vysuseni ve zmrzlém stavu — pouze drobné kousky tkani

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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o fixace tkane

e odvodnéni tkane (alkohol)
e projasnéni tkane (xylen)

e prosyceni tkane parafinem
o zaliti do parafinu

» krajeni bloku a natazeni na podlozni sklo

fixace _,| odvodnéni

zpravidla alkohol ve xylen parafin
formol vzestupne

() Centrum pro vyzkum koncentraCI

toxickych latek
v prostredi




Fixace

zastavi metabolické déje v burice jejich zpomalenim nebo denaturaci enzymu

» rychla a Setrna - branici autolyze tkani

e Fyzikalni metody:
» Teplo (mikrovinna trouba)
» Zmrazeni a vysusSeni za nizke teploty (tekuty dusik — 170 °C)

- pfi histologickém priukazu citlivych latek (napf. enzymy)

Chemické metody:
» Imerzni (ponofeni do fixaCni tekutiny)

» Perfuzni (nastrik cév)

Podminky fixace
rychlost - odbér, dobry pranik fixacnich prostfedkd do tkané — do celého

vzorku, velikost vzorku (1cm?, 1mm?)
co nejlepsSi zachovani struktury

zachovani barvitelnosti tkané

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi



Formaldehyd 4% =
10% neutralni formol

40% roztok formaldehydu ve vod¢
(nasyceny roztok) = 100% formol

Bouinova tekutina
(Zlutd)

trinitrofenol, formol, kys.octova

- pronika rychle, tkan se po fixaci barvi

Susa

chlorid rtutnaty, chlorid sodny,
kys.octova, kys.trichloroctova,
formol

Zenkerova tekutina

chlorid rtutnaty, dvojchroman

Centrum pro vyzkum
toxickych latek

“3)
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(oranZova) draselny, siran sodny, kys. octova
Carnoy ethanol, chloroform, kys.octova
Methacarn methanol, chloroform, kys.octova
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Podstatnou ¢ast hmotnosti a objemu tkané tvofi voda — nemisitelna s parafinem —
nutno tkan odvodnit a prosytit parafinem
1. odvodnéni - alkohol ve vzestupné koncentraci
EtOH (60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%)

STP 120

Alkohol neni rozpoustédlem pro parafin, je tfeba ho z tkané odstranit
latkou, ktera by byla schopna napomoci prosyceni tkané parafinem —
xylen. Mezistupen v podobé odvodnéeni alkoholem neni mozné vynechat.
Xylen je nemisitelny s vodou a nemuze tedy slouZzit k odvodnéni.

2. projasnéni = prosyceni rozpoustédlem zalévaciho
media (xylen, toluen, aceton)
— zpravidla postupne tri lazne xylenu

3. prosyceni parafinem - tkan prosytime v rozpusténém

parafinu - teplota do 58°C - ="t
() Centrum pro vyzkum e .

toxickych latek
v prostredi




o zaliti tkané do zalévacich médii, které ji zpevni a vytvori homogenni blok vhodny ke
krajeni - pro zhotoveni dostatecné tenkych a kvalitnich fezu pro studium

» tkan prosycena parafinem se zaléva do forem rozpusténym parafinem
» zalévani do jinych medii — celoidinu (nitroceluldzy), celoidin — parafinu
e zalévani do médii rozpustnych ve vodé — zelatiny, celodalu, vosku rozpustnych ve vodé

» v elektronové mikroskopii - zalévani do epoxidovych
nebo polyesterovych pryskyfic

tkan je tfeba vhodné orientovat, peclivé znaCeni vzorku

e zalévaci automaty - parafin udrzovan v tekutem stavu
(ohfivaci box a zalévaci komurky stalé teploty). Soucasti
chladici deska - zajiStuje rychlé tuhnuti vzorku.



https://www.youtube.com/watch?v=FaOWA-y9UKI

Tkan je treba nakrajet na rezy o tloustce
jedné vrstvy bunek, tedy 4—10um
- tkan pruhledna a dobre studovatelna

: Lt
e mikrotom = pfistroj na fezani jemnych vrstev preparatu pro mikroskop

e pro svetelné mikroskopické studium byvaji rezy tluste 4 - 20 um, pro
elektronové mikroskopy zpravidla 100 nm a tenci

« tloustka fezu se upravuje podle tkané, ktera se kraji (napr. podle jeji
tvrdosti), bézné se pouziva tloustka okolo 5 um

o sankovy, rotacni, diskovy, ultramikrotom, laserovy mikrotom, atd. (posledni
dva vyuziti zejména pro elektronovou mikroskopii), zmrazovaci mikrotomy —
liSi se podle zpusobu ovladani — pohyblivosti noze a dalSich parametru

* nekteré mikrotomy mohou byt poloautomatické (elektronické rizeni tloustky,
automatické provedeni ur€itého poctu fezu ...)

©)
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https://www.youtube.com/watch?v=KnMdSgd5mts

NATAHOVANiI PREPARATU

e preparaty nakrajené na mikrotomech se umistuji na podlozni skla k
dalSimu zpracovani

* nakrajené rezy se davaji do teplé vodni lazne, kde se rez roztahne a
nasledne se zanorenim podlozniho skla a jeho vyzvednutim s
preparatem na toto sklo natahne a pfrilne

* nebo se na podlozni sklo umisténé na specialni zahrivaci plotneé kapne
voda a do ni se umisti preparat (z parafinového bloku ukrojena tkan),
ktery se natahne a po odpareni vody prilne na sklo

e pouziti specialnich podloznich skel, aby na nich tkane drzely

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Zpracovani tkaneé ve zmrzlém stavu

e pouziva se zpravidla u ,Cerstvych® tkani, ale je mozné zpracovavat i
tkané fixované, zalezi na typu tkane

« krajeni zmrazenych tkani - zmrazovaci mikrotom, kryostat =

specialné upraveny mikrotom pro praci v hlubokém mrazu pri teplote
okolo -15 az -22 °C, tloustka fezu obvykle 7 um.

e tkan se zmrazi a nasledné se zmrazena kraji

o vySetreni zmrazeneé tkané - v pripade potreby rychlé diagnostiky,
nebo kdyz je treba tkan zpracovat Setrne, aby nedoslo k poruseni jeji
struktury (chemické stavby) pouzitim postupu a chemikalii, které se
pouzivaji pri zaliti do parafinu nebo jinych médii

* Prikaz enzymu
e Barveni a studium lipidU

 Imunohistochemie

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Barveni

 Umoznuje rozliseni jednotlivych Casti bunék a tkani pro mikroskopickou
analyzu - u neobarveného preparatu nerozezname jednotlivé slozky tkane,
diky malé odlisnosti lomivosti svetla

« VétSina barviv je rozpustna ve vodé, proto je tfeba z fezu odstranit parafin a
znovu je zavodnit, aby bylo mozno tkané barvit.

e RuUzné druhy barviv pouzivame podle toho, co potfebujeme obarvit.

Zakladni rozdeleni:
e Dbarviva zasadita (barvi jadra)/ kysela (barvi cytoplazmu)
« pfirozena (pf. hematoxylin, Safran)/umeéla (anilin).

Barvici automaty - sestava lazni pro odparafinovani, barveni, odvodnéni a
projasnovani preparatl. KoSe se skly jsou prenaseny z jedné lazné do druhé
podle pfedem nastaveného &asu barveni a odkapavani. Cas barveni se
nastavuje do 12 minut a je stejny pro kazdou lazen. Obarveni preparatu zavisi
na typu reagencii a na poCtu pouzitych identickych lazni. VétSina automatu -
nékolik vzorku najednou podle ruznych barvicich protokoll (zpracovani az 600

(@ﬁ'%@m@m’)
v prostredi



Hematoxylin - eosin

Hematoxylin barvi kyselé soucasti buriky
(bazofilni struktury)

— DNA, RNA, tj. jadro, jadérko, ribozomy
granularni endoplasmatické retikulum

- tmava — modra az ¢erna barva

Eosin barvi zasadité struktury bunky (acidofilni, eosinofilni)

— hlavné proteiny, tj. cytoplasmu, mitochondrie, hladké endoplasmaticke
retikulum a kolagen v mezibunécné hmote

- riZova az fialova barva b 3



Barveni parafinovych fezu

e Odparafinovani

e Zavodneéni

« Barveni hematoxylinem
 Prani v tekouci vode

e Barveni eosinem

e Odvodnéni
 Projasnéeni

e Montovani

Hematoxylin — eosin

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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https://www.youtube.com/watch?v=2D0rj0m6dVs

Vysledky barvicich metod

Barveni Barvivo Jadro Kolagen | Svaly Poznamka
Hematoxylin-eosin Hematoxylin modreé az razovy razové
Eosin cerné
Weigert — van Gieson | Weigertuv hnédé cerveny | zluté misto Saturnové Cerveni se
hematoxylin pouziva take kysely fuchsin,
Saturnova Cerven Zluté -vse krom¢ kolagenu
Trinitrofenol
AZAN Azokarmin Cervené modry oranzove Cervené - erytrocyty
Anilinova modf cervené modry - mucin
Oranz G
Modry Massontiv Hematoxylin modré az modry cervené Cervené - erytrocyty
trichrom Kysely fuchsin cerné modry - mucin
Anilinova modf
Zluty Massontv Hematoxylin modré az Zluty cervené cervené — erytrocyty
trichrom Erytrosin cerné mozno pouzit i kysely fuchsin a
Safran Tuchecht gelb
Zeleny Massontiv Hematoxylin modré az zelend cervené cervené - erytrocyty
trichrom Kysely fuchsin cerné
Svétla zelen
Impregnace Ag AgNO, hnédy Sedo-Cerné retikularni vlakna - ¢erna
Heidenhainav Heidenhainav hnédé az Sedo-Cerné
zelezity zelezity cerné
hematoxylin hematoxylin

HZH




Histochemie

- pomoci chemické reakce prokazuje ve vzorku pritomnost

latek (napf. enzymaticka aktivita) — selektivni barveni

- popisuje morfologii bunék, chemickeé latky v bunkach
prokazuje pfitomnost napf. polysacharidu, lipida, enzymu

Imunohistochemie - aplikace imunologickych metod pri studiu tkani nebo bunek

technika barveni histologickych preparatu, ktera umoznuje znazornit pritomnost
konkrétni latky pomoci specifickych protilatek.

Imunochemické barveni:
1)navazani protilatek proti konkrétnim strukturam

2)pouziti protilatky se znaCkou (napfr. s enzymem peroxidazou), které se vazi na
protilatky z prvniho kroku

3)inkubace se substratem, ktery enzym preménuje na nerozpustny barevny |
produkt pozorovatelny pod mikroskopem — detekce cilové struktury R

eImunohistochemickeé barveni — napf. detekce estrogenovych a
progesteronovych receptoru

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Trvaly preparat

 Po obarveni se z tkané znovu odstrani voda

« Trvaly preparat se pripravi prilepenim kryciho skla pomoci
montovaciho media — napf. kanadského balzamu (ma stejny
lom svétla jako sklo) nebo umélych pryskyfic

Po zaschnuti vznikne TRVALY PREPARAT

K nékterym barvicim pfistrojum jsou pfipojeny rovnou i montovaci
automaty, kdy jsou pomoci robotickeho systemu prikladany kryci
skliCka na obarvené preparaty.

Montovaci médium = latka dokonale pruhledna s vysokym indexem
lomu:

Nemisitelné s vodou - rozpoustéji se v xylenu (pf. kanadsky
balzam, cedrovy olej nebo syntetické pryskyrice) a je nutné
preparaty odvodnit a prosytit.

Misitelné s vodou - pf. glycerin, glycerinova zelatina, sirup z
arabskeé gumy

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Parafinové rezy

Kryostatoveé rezy

Fixace

Zmrazeni pi1— 170 °C

Vypirani

Odvodnéni radou alkoholu

Prosyceni rozpoustédlem

Zaliti do parafinu

Krajeni

Krajeni v kryostatu

Nalepeni fezli na podlozni sklo

Nalepeni fezli na podlozni sklo

Odparafinovani a zavodnéni

Nckdy kratka fixace

Pfevedeni do vody

Barveni, histochemicka reakce

Zejmena histochemicke reakce

Odvodnéni a projasnéni

N¢ékdy odvodnéni a projasnéni

Montovaci medium zpravidla
bezvode

Bezvodé medium nebo glycerin -
Zelatina

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)




©)

Ryby hlstologle gonad

Ay e
-|, -Jjﬁ

: / pras, ) pe_rmatogenetm "

___-u-‘-.,.-

Tlssue

S e
SR e

Loy e “od

ﬁ.':+_:%f‘,'® : a2 [
“‘? S
.)“ e

N, ,
“h r‘- lt oS

Mormal Ovary Intersex Gonad Normal Testis

Intersex - pohlavni organy pakaprovce severniho (Catostomus commersoni)

Vlevo a vpravo — vaje€nik a varle ryb z referencni lokality

Centrum pro vyzkum .
toxickf}?*‘;!ﬁ"tek Uprostfed — intersexova tkan ryby odebrané pod vypusti COV
V prostreal
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Obojzivelnici — histologie gonad

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Svételna mikroskopie

e Objektiv — hlavni, tvofi obraz pfedmétu - skuteCny zvétSeny a prevracen
» Okular — zvétSuje obraz 5-25x, koriguje optické vady CocCek objektivu
predmét umistujeme pred pfedmétové ohnisko - paprsky (svétla/elektronu)
vystupuji od pfredmétu do CoCky, lamou se a vytvareji zvétSeny obraz.

* RozliSovaci schopnost - nejmensi vzdalenost mezi dvéma body, pfi které
je jeSté dovedeme rozliSit jako dva samostatné objekty

* RozliSovaci schopnost oka (0,2 mm)
o Svételna mikroskopie (0,2 ym) - zvétSeni = objektiv x okular (max. 1500-2000x)
Fluorescencni (luminiscencni) — latky po absorpci UV-zareni vydavaji barevné viditelne
zareni, pfirodni nebo po navazani fluorochromu
Elektronova mikroskopie (1-0,2 nm)
Vinova délka prislusejici urychlenému elektronu je
priblizné 0,005nm => rozliSovaci schopnost 0,0025nm
Prakticky 350 000 — 500 000 x vic nez oko
Spickové pristroje az 800 000 — 1 000 000 x
Obraz bud pozorovan pfimo nebo projektovan na:
o fluorescencni stinitko
« fotografickou desku et Gl

© pomocnd 0 eka

e prostfednictvi kamery na monitor —

©)

krytka na otvor pro nasazenf
monokuldrniho tubusu

okulary hlava tubusu

kondenzaru

makrometricky
a mikrometricky
posuv tubusu

Centrum pro vyzkum noha stativu

toxickych latek
v prostredi
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Elektronovy mikroskop

» misto svétla (fotonu) tok elektrond ve vakuu, misto optickych ¢oCek elektromagnetické

» vinové délky urychlenych elektrond o mnoho Fadu mensi nez fotonu viditelného svétla -> mnohem
vySSi rozliSovaci schopnost - mnohem vysSi zvétSeni

 fezy krajené na ultramikrotomu e
» studium cytologickych detaill Filamenn e o

Electron source

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

— nepohyblivy elektronovy svazek, detekce elektront proslych Eletren
vzorkem (TE) na fluorescencnim stinitku nebo detektorem Vacaum pige
— elektrony pfimo prostupuji tenkym fezem (nm) a jsou : ¥
detekovany (vnitfni struktury, atomy)

e Zpracovani tkané
— Odbér (velikost vzorku max 1mm?)
— Fixace dvoustupnova

Electromagnetic
lens system

Adrlock

— Odvodnéni (aceton) Sample holder
— Prosyceni (smés epox. pryskyfice s tuzidlem) -

— Vytvrzeni a zaliti (epoxidové pryskyfice, metakrylaty) (& = | Projectionlens

— Krajeni (ultramikrotomy — 30 — 60nm) NS 2

— Prfeneseni na nosné terCiky fmaging plate Imaging

system

— Kontrastovani (uranyl acetat)

Rastrovaci/scanovaci elektronovy mikroskop (SEM)

— povrch vzorku rastrovan pohyblivym svazkem elektront, zobrazeni povrchu vzorku pomoci
sekundarnich elektronl (SE), odrazenych elektronl (BE), pfipadné signalu z jinych detektort
— Uzky svazek elektronu projizdi preparat, odrazené elektrony na stinitku davaji plasticky obraz



Svételny mikroskop

Puceni kvasinek

’”

UCT-EMU
L9

TEM

Bakterie E. coli

SEM




TEM - mitochondrie

_ golgih
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SEM — pylové zrna

SEM — krevni bunky
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