Zhotoveni histologického preparatu

Histologicky preparat zhotovujeme a zpracovavame histologickou technikou, abychom mohli prozkoumat
mikroskopické struktury tkani, stanovit diagnézu a vyloucit pripadné patologie. Pro dalSi praci s histologickymi
vzorky je nezbytné nutné je zafixovat, zalit, nakrajet, obarvit a zamontovat do skli¢ka.

Fixace

Po odebrani tkané pro histologické vysetreni se musi vzorek rychle fixovat,
tedy konzervovat proti autolyze (plsobeni vlastnich enzymd, které mze
napriklad znemoznit barvitelnost vzorku). OSetreni vzorku spociva v
ponoreni tkdné do stabiliza¢niho (fixacniho) Cinidla neboli fixativu, kterd
vyvolavaji jemnou a Setrnou denaturaci enzymovych protein(.

Fixaci se prfedchazi znehodnoceni vzorku. Pro Uspésnou fixaci existuji tfi
hlavni poZzadavky: Setrnost (dobré uchovani struktury bunék a tkani),
rychlost pronikdni vzorkem a umoznéni jeho dalsiho zpracovani. Fixacni
¢inidla maji samoziejmé své vyhody a nevyhody. Néktera Setrné
denaturuji proteiny, jind naopak zpUsobuji jejich shlukovani. Proto byly
vyvinuty fixaéni smési, které maji co nejvyhodnéjsi vlastnosti.

® Bakerova tekutina - obsahuje 10% formaldehyd, chlorid vapenaty a
vodu. Nerozpousti tuky, proto je vhodna pro prikaz lipidQ.

= Bouinova tekutina - obsahuje kyselinu pikrovou, formaldehyd,
kyselinu octovou a vodu. Je vhodna pro prlikaz polysacharid(l, naopak  Odbér histologického materialu
se nehodi pro prikaz lipidd a proteind. (laparoskopicky)

m Zenkerova tekutina - chlorid rtutnaty, dichroman draselny, siran
draselny, kyselina octova a voda. Tvofi vyjimku mezi fixa¢nimi tekutinami, ponévadz neobsahuje
formaldehyd.

Dalsim casto pouzivanym fixacnim cinidlem je formaldehyd, obvykle ve vodném roztoku o koncentraci kolem 4 %
(40% vodny roztok formaldehydu se tradi¢né oznacuje jako ,,formol“). Pouziva se pro svou Setrnost a nizkou cenu.

V elektronové mikroskopii se pouziva oxid osmicely, predevsim kvili zvySeni kontrastu struktur a jeho $etrnym
vlastnostem (pronikd velmi pomalu do tkdné).

Fixace mUze byt nejen chemickd, ale i fyzikaIni - napf. rychlé zmrazeni tkané, metoda freezing-drying, nebo
mikrovinné zareni.

Zalévani tkani

Fixované vzorky je nutno nakrajet na tenké rezy. Aby bylo mozno tkan na
mikrotomu nakrajet, musi byt zakomponovana do zalévaciho média.

NejbéznéjSim médiem je parafin. Nehodi se pro tvrdé tkadné, napr. pro zuby. P¥i
zalévani pro Uclely elektronové mikroskopie se tkané prosycuji umeélymi
pryskyricemi.

Pred zalévanim se vzorky odvodnuji a projasnuji. Odstranéni vody se provadi
alkoholovymi laznémi vzestupné koncentrace. Zacind se obvykle 70% a
konci se 100% ethanolem, nicméné pocatecni koncentraci volime podle obsahu
vody v tkani. Poté se 1dzné nahradi rozpoustédlem, které se misi se zalévacim e i
médiem (pro zalévani do parafinu se pouzivaji benzen, xylen, toluen). Této fazi Vkladani vzorku tkané do zalévaciho
uz rikdme projasnovani, pfi ni se tkan prosycena rozpoustédlem zprdsvitni. automatu

Projasnéna tkan se prenese do parafinu roztaveného pfi hrani¢ni teploté 52 -

60 °C 1, kdy je parafin jesté tekuty a tkan neni poskozena. Rozpoustédlo se z tkdné odstrani tfemi [dznémi a
nasledné je nahrazeno parafinem. Poté jiz nasleduje vlastni zaliti do zkvalitnéného parafinu a tuhnuti (obvykle pfi
pokojové teploté).

Krajeni rezi

Ztuhly tkadnovy blocek se prikrojenim (trimovanim) zbavi prebytku zalévaciho média. Aby bylo mozno vzorek
spravné zkoumat pod mikroskopem, je ddlezité nakrajet jej na velmi tenké rezy. Tkané se kraji na tzv. mikrotomech
(sadnkovych nebo rotacnich). Vzorky urc¢ené pro histochemické metody (Casto zalité do Zelatiny) se krdji na
kryostatu (zmrazovacim mikrotomu). Vzorky urc¢ené pro elektronovou mikroskopii jsou krdjeny na
ultramikrotomech.
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Rezy se kraji na nastavitelnou tloustku - 1-10 um (ide&lné& kolem 6-8 um). Ultramikrotomy kraji kolem 0,02-0,1 um.
2]

Rezy se poté prenesou na teplou vodni hladinu, kde se tzv. napnou a poté se pfenesou na podlozni skli¢ko. Skli¢cka
s Ffezy se daji do termostatu, aby se zbavila vody.

Barveni rezu

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Barveni ve svételné mikroskopii.

Vétsina histologickych struktur byvé bezbarvd, abychom mohli rozpoznavat jednotlivé

tkanové utvary, preparaty se obvykle musi obarvit.

Pripravené rezy se prosycuji nej¢astéji parafinem, ktery je s vodou nemisitelny. Pouzivana
barviva se obvykle rozpousti ve vodé nebo v alkoholu, proto je nutné tkan parafinu zbavit.
Tzv. deparafinace se provadi v xylenu, po kterém nésleduje sestupna fada alkoholt (tzv.
zavodnéni) se sestupnymi koncentracemi (96 %, 80 %, 70 %). Po této procedure je vzorek
pripraveny k barveni.

Elektricky mikrotom

VétsSina histologickych barviv se chova jako kyselé nebo zasadité
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Barvici metody
Déle se pouzivaji specialni barveni, napr.:

Massonovy trichromy - Zluty, modry a zeleny, odlisi kolagenni vazivo a sval;
alcianova modf¥ - zvyrazni glykosaminoglykany;
= impregnace stfibrem - barveni retikularnich vidken, neuronl a axond, glii.

HE Massontv modry Masson(v zeleny Alcidnové modr Impregnace
trichrom trichrom stribrem

Montovani rezu

Posledni fazi pripravy preparatu je prilepeni kryciho sklicka. Pred prilepenim sklicka se na tento rez kapne
montovaci médium, drive ¢asto pouzivany kanadsky balzdm, dnes umélé epoxidové pryskyfrice (nerozpustné ve
vodeé). V pripadé, Ze nelze preparat montovat médiem s organickym rozpoustédlem, vyuzivd se médium na vodné
bazi (napf. glycerin).

Prepardty urcené k elektronové mikroskopii se volné pokladaji na kovové sitky (elektrony nemohou pronikat sklem).

Odkazy
Souvisejici ¢clanky

Odbér materidlu pro histologické vysetreni
Zhotoveni, barveni a vyhodnoceni krevniho natéru
Zpracovani vzorkd pro histologické vysetreni
Biopsie

Barvici metody (1. LF UK)

o

Procvicovani preparatu:

= Procvi¢ovani:Histologické barvenfi
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