Histologicka technika 2







Fyzikalni metody fixace

Vysoké teploty : varem, suche teplo

meéné Casto vyuzivane v histologii

Nizkeé teploty : Casto vyuzivan¢ ,predevSim

v histochemii./ prukaz enzymu, lipidu /

Zmrazovaci metody / freezing methods /
Tzn. rychle zmrazit kousek odebrane tkané
za velmi nizkych teplot



Zmrazovaci metody

V histochemii vyborn¢ pro prikaz enzymi a lipidi (histochemie
prokazuje chemické

latky v bunkach).

Tekuty dusik,CO2,1sopentan, heptan — latky

rychle zmrazi kousek
odebran¢ tkan¢

/ pristroj : cryocut /
Vyhoda: rychlost vysledki
Moznost vyuzit

v prubchu operace
Tzv.peroperacni

biopsie




Chemické metody =

Fixacni tekutiny

Formol

Brom formol

Bakerova tekutina

Bouinova tekutina

e Tekutiny se
sublimatem:

e Susa
e Zenkerova tekutina
e /jodovani /

e 100 % ethanol
e Aceton



Formol : je nejvice pouzivany

Je 40 % roztok formaldehydu v vodg,

to je 100 % formol.

Nutno naredit na 10 % roztok / tedy 4%
roztok formaldehydu /.

Kys. mravenc¢i / HCOOH / vznika na svétle,proto :

[LL.ahev z tmavého skla a neutralizovat :
CaCO3 - 10% neutralni formol

Doba fixace : 24 — 48 hodin




Bakerova tekutina

» Slozeni:

* 10 % formol
e CaCl2

* Voda

* Vyborna fixacni tekutina pro priukaz
lipidu




3/ Kombinace Fyz. a Chemickyvch metod.

e Znamena podchladit si fixacni tekutinu.

* Napr. Aceton : je lepsi fixacni tekutinou
* podchlazeny na 0 — 4 st.Celsia.

 DalSi fixacni tekutiny — viz tabule - rotunda



Zalévani tkani

* ProC se tkan musi zalit ?? Za ucelem
 zkrojeni tkan€ na tenke rezy.
* Nejpouzivanéjsi médium je_parafin

e 1/ Odvodnéni
e 2/ Prosyceni intermediem

e 3/ Prosyceni parafinem
e 4/ Vlastni zaliti




Odvodnéni a Intermedium

Odvodnéni se provede
vzestupnou fadou
alkohol1./30%,50%,70%,
80%,96%/

Nahradit vodu v tkanich
postupné az

100 % ethanolem.

Parafin je s vodou
nesmisitelné medium.

Intermedium je latka

smisitelna s 100%
alkoholem a zaroven se v ni
rozpousti parafin.

Benzen,xylene,toluen.
Metylsalicylat,metylbenzoat.

Napr. 3 1azné benzenu

po 15 minutach




Prosvceni parafinem, Zaliti

* Teplota u parafinu:
e 56 — S8 st.Celsia.
* 3 lazné zkvalitnén¢ho

* parafinu./+ vCeli vosk /
* Postupné se do tkané
 dostava parafin.




Parafinové
blocky —




Dalsi zalévaci medium




Krajeni rezu

e Mikrotom — pristroj k Krajeni rezu

2 zakladni typy: sankovy mikrotom

. rotaéni mikrotom

e Vysledek : ukrojeny tenky fez/5—10um/ z
parafinoveho bloCku a preneseny a prilepeny na
podlozni sklo

 / smési glycerol — bilek, poly — L - lysine /



Pristroje pro zpracovani histologického materialu

Odvodnovaci automat

(autotechnikon)

Rotacni
Mikrotom




Rotac¢ni mikrotom

Mikrotomové noze



Ptilepeni a napnuti parafinovych fezli

Eléktricky vyhrivana ploténka




Barveni rezu

Barviva : prirodni .synteticka

Basicka barviva :
Hematoxylin

e Toluidinova modr

e Thionin

* Methylenova violet

« Basicky fuchsin

* Methylénova modf

Kysela barviva:

Eosin

Anilinova modr
Svétla zelen
Oranz G

Safran
Pikrofuchsin



BARVENI

BASICKA (kationtova) — kladny naboj na barevné &asti, reaguji
s aniontovymi skupinami struktur bunék a tkani
metylenova modr, toluidinova modyr, thionin, (hematoxylin)

BASOFILIE, BASOFILNI STRUKTURA

KYSELA, ACIDICKA (aniontova) - zaporny naboj na

barevné casti barviva, reaguji s kationtovymi skupinami struktur
eosin, svetla zelen, anilinova modr, pikrofuchsin, oranz G

ACIDOFILIE, EOSINOFILIE, OXYFILIE,
EOSINOFILNI STRUKTURA



Struktury. cytoplasma v bunkach

* 1/ basofilni /jadro/, ribosomy, GER: podminuji
basofili1 cytoplasmy

» 2/_eosinofilni / lysozomy, mitochondrie :

» podminuji eosinofilii cytoplasmy

/ granula — leukocyty /



Basofilni cytoplasma , eosinofilni cytoplasma




Metoda Hematoxylin - Eosin

Tato prehledna barvici metoda
patri mezi nejpouzivanéjsi
Viz — tabule v rotundé



Barveni hematoxvlinem - eosinem

Hematoxylin ' | Hemato Iin&Eosin




Prehledné barvici metody

* 1/ Hematoxylin — eosin

2/ zluty trichrom

3/ zeleny trichrém

* 4/ modry trichrom

* 5/ metoda AZAN

* 6/ metoda van Gieson

 Viz obrazova tabule v rotundé
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Montovani rezu

* Je ve skuteCnosti prilepeni kryciho sklicka na
obarveny fez.

e Montovaci média nerozpustna ve vodé

* /napt. kanadsky balsam,Entalan, Solakryl/

e Montovaci média rozpustna ve
vodé/napr. Apathyho sirup/

» 2 dulezité pozadavky na mont. médium:

 pruhlednost, a
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RN W Hrot jazyka T3

Weigert van Giesonova
- metoda

Weigertiv hematoxylin

pikrofuchsin

Jadra — hnéda

Kolagenni vlakna - €ervena

Cytoplasma, svaly a erytro-

cyty se barvi zluté
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Cervenanotomicrographs: Collection of UHIEM
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