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ABSTRAKT

Pro urceni diagnozy pacienta byva potfeba i informace o strukture tkané a patologickych
zmeénach. Biopsie je diagnosticka metoda, pii které je pacientovi odebran vzorek tkang,
fixovan a nasledné vysetfen. Tkan prochazi procesem odvodnéni, vytvoreni parafinového
blocku, krajenim, opétovnym zavodnénim a barvenim. Pro znaCeni resekCnich okraju je
mozné pouzit stiibfeni, kdy se tkan kratce ponofi do 10% roztoku dusi¢nanu stfibrného
AgNOs;. Po nakrajeni na vhodné fezy se stiibro vyvola vyvojkou pro ¢ernobilou fotografii.
Dalsi metodou je ponoteni do roztoku chloridu Zelezitého a po nakrajeni na fezy vysrazZeni
hexakyanozeleznatanu Zzelezitého Fes[Fe(CN)g]s (berlinské modii) pomoci roztoku
hexakyanozeleznatanu draselného K4[Fe(CN)¢], t€Z zvaného zluta krevni sul.

ABSTRACT

For accurate diagnosis, detailed information about tissue structure and pathology is often
needed. A biopsy is a diagnostic test, used to obtain tissue samples for further examination.
The tissue undergoes fixation, cutting, dehydratation, paraffin embedding, slicing,
rehydratation and staining. Silver may be used to mark recection borders, when the tissue
sample is immersed in a 10% aquous solution of argent nitrate AgNOs. After cutting, the
silver is developed using a commonn black and white photographic developer. Another option
is immersing the tissue sample into an aquous solution of ferric chloride and, after cutting,
using an aquous solution of potassium ferrocyanide Ky[Fe(CN)¢] to produce
ferric ferrocyanide Fes[Fe(CN)¢l3, otherwise knows as Prussian blue.
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1 UVOD

Pro urceni presné diagndzy pacienta ¢asto nestaci jen klinické nebo biochemické vySetreni,
ale je potfeba i1 informace o strukture tkané a pfipadnych patologickych zménach na urovni
buriky a jejich organel. Za timto ucelem se provadi tzv. biopsie, coz je diagnostickd metoda,
pfi které se pacientim odebira vzorek dané tkan€ a nasledné se posila do bioptické laboratoie
k morfologickému vySsetieni. Klicovou roli hraje bioptické vySetfeni pfedevsim v onkologii.

Pokud se jedna o zhoubny nador, pak je velmi dulezité, jestli se chirurgickym zakrokem
podafilo nadorovou tkafi zcela odstranit. Casto se stava, ze zhoubny nador ma velmi
nepravidelny tvar a destruuje okolni tkan infiltrativnim zpGsobem. Hranice takového tumoru
nejsou pii operacnim zakroku okem patrné. Chirurg na jedné strané musi odstranit tumor cely,
na druhé strané se musi snazit, aby zdravé tkané odstranil co nejméné.

Z tohoto divodu je (kromé informace o charakteru tumoru samotného) velmi dilezita
informace, zda byl tumor odstranén skutecné cely. Situace neni vzdy stejna. Pokud je tumor
ve tkani, kterou lze bez nasledkt odstranit a/nebo je tumor vysoce zhoubny, chirurg provede
radéji rozsahlejsi zakrok. V opacném pfipadé (zejména pokud je 1éze snadno dostupna,
napfiklad na k(izi) se snazi spiSe o mensi resekci.

V kazdém piipadé je nutné zjistit, zda byla tkan tumoru odstranéna celd. Pokud ne,
zpravidla se chirurgicky zakrok opakuje a resek¢ni pole se piimétrené zvétsi. Tento postup je
mozné v piipadé potieby opakovat. Nékdy se takového histologické vysetfeni provadi v
prubéhu samotné operace a zpracovava se hluboce zmrazena tkar.

Pfi bézném zpracovani se tkan fixuje (typicky formaldehydem) a charakter tkan€ se méni.
Z odebrané tkané se zalévaji do parafinu vybrané blocky. Stava se, ze pti zalévani a krajeni
neni porizeny fez celou odebranou tkani, protoze blo¢ek muize byt orientovany Sikmo nebo se
cast 5 mikrometrti silného fezu mize odtrhnout. Okraj obarvené tkané na skle proto nemusi
odpovidat skutenému okraji resekované tkané a tuto situaci je nutné rozpoznat a napravit
(dalsimi fezy do vétsi hloubky, zménou orientace bloku vii¢i nozi a podobné¢).

Jediny zpusob, jak toho dosahnout, je néjakym zpiisobem obarvit ¢i oznacit povrch tkané
pted dalSim zpracovanim. Pak musi na histologickém preparatu okraj tkané odpovidat okraji
fezu. Pokud tomu tak neni, je nutné zjednat napravu.

Barveni resekénich okraju je standardni proces pii vySetfovani prakticky kazdého
zhoubného tumoru. Vzhledem k tomu, ze pfedem nebyvéa charakter vzorku jasny, zpravidla se
barvi vS§echny odebrané tkané u celistvych 1ézi (ne u fragmentované tkan¢€, abrazi a podobné).

Tradicné se na toto znaceni pouziva tus§ (Cerna nebo barevna). Odebrany vzorek se potre
tusi nebo do tusSe ponoii a pak se tus koaguluje Bouinovym roztokem. Vyhoda je vyrazné
znacCeni, které pretrva dalsi zpracovani. Nevyhoda je zbarveni tkané nacerno a s tim spojena
ztrata prehledu po povrchu tkané. Tu§ navic barvi a tim znehodnocuje roztoky pii dalSim
zpracovani tkané.

Z dalsich moznosti se pouziva bila korek¢ni tekutina pro psaci stroje nebo komercné
dostupné barevné roztoky. Ty maji i dalsi nevyhody - nedaji se dobfe koagulovat a dochazi ke
znecCisténi fezu, pokud se barvivo neponecha dostatecné zaschnout.

Vyborné je stiibfeni povrchu tkané, které vytvoiri dobie zbarveny povrch staly viaci
jakémukoliv dal§imu zpracovani. Nevyhoda je vysoka cena dusi¢nanu stfibrného.



Velmi dulezité je obarvit povrch odebrané tkané pred odbérem vzorkt. Kazdy vzorek musi
mit obarvenou jen tu ¢ast, ktera odpovida povrchu vzorku. Rozmazani barviva po fezné plose
znemozni detekci §ikmého bloku a vyrazn€ snizi spolehlivost procedury. Pocet
zpracovavanych vzorkt je Casto vysoky a Cekat na zasychani barviva nebyva mozné.

Hleda se tedy dal$i metoda, ktera by barveni tusi nahradila ¢i jesté 1épe, pfekonala. Jelikoz
zpracovani tkan€ od odbéru vzorku az po hotovy mikroskopicky preparat je mnohastupnovy
proces, musi idealni metoda spliiovat néktera kritéria:

e musi fungovat na vlhké, Cerstvé i formolem fixované tkani

e musi vydrzet promyvani tkané vzestupnou fadou alkohold, xylenem a zaliti horkym
parafinem

e musi byt Cisté povrchova, neni uCelem probarvit tkan do hloubky (pravé naopak,
takové barveni by interferovalo s naslednym standardnim barvenim hematoxylinem
eosinem)

e barvivo by meélo pii krajeni vydrzet na povrchu a nerozmazat se na feznou plochu

e pigment nesmi byt rizovy (protoze po barveni tkané hematoxylinem — eosinem je
preparat rizovy)

e musi byt dostate¢né kontrastni, aby byl na preparatu jasné rozeznatelny od obarvenych
struktur tkané

Z ekonomickych a procesnich divodi musi byt barveni pokud mozno okamzité, nesmi byt
prilis drahé ani slozité (nejlépe dvoufazové, kdy se na zaCatku cely vzorek pokryje
roztokem A a barevna zména se roztokem B vyvola az po nakrajeni na hotové fezy) a nesmi
byt toxické.

Predlozena prace je zaméfena na vyvoj nové metody barveni okraju histologickych
preparatu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Priprava preparatu pro histologické vySetreni

Vzorky tkané€ se odebiraji za tcelem urceni diagnozy bud’ ze zivych osob (biopsie) nebo pii
pitvach (nekropsie). Obvykla velikost vzorku je zhruba 1 X 1 X 0,5cm. Pokud je mnozstvi
odebraného materialu vétsi, je nutné z n¢j v bioptické laboratofi vykrojit reprezentativni
vhodné veliky vzorek nebo vice vzorka. Této Cinnosti se fika prikrajovani. Postup zpracovani
odebrané tkan¢ zahrnuje nasledujici kroky [1]:

1. Fixaci tkané
Prikrajovani (vybér vhodnych vzorka z vétsich tkanovych odbért)
Odvodnéni vzorku vzestupnou fadou alkohold
Prevedeni tkané do xylenu
Syceni horkym tekutym parafinem
Zaliti do parafinového bloc¢ku
Krajeni tenkych feza
Natazeni na podlozni sklo

e T A ol o

Vymyti parafinu xylenem
. Zavodnéni sestupnou fadou alkoholt

—_
- O

. Barveni fezu vodnimi barvivy
. Odvodnéni fezu

—_
W N

.Montaz pod kryci sklo lepené syntetickym mediem (Solakryl) nebo tradi¢né
kanadskym balzdmem

2.1.1 Fixace

Fixace je prvni a zaroven klicovy krok pfi pfipravé tkané pro mikroskopickou diagnostiku.
Cilem fixace je udrzet vzorek tkdné v morfologickém stavu co nejvice podobném tomu pred
odbérem a zabranit autolyze, tedy degrada¢nim procestim, které ve tkani zacinaji hned po
zastaveni cévniho zasobovani a jsou zpusobeny v burikach obsazenymi enzymy. Fixacni
¢inidlo vzorek zaroveri mechanicky zpevni, ¢imz umozni dalsi zpracovani. Dale je nutné
zachovat schopnost tkan€ vazat barviva a zachovat antigenni struktury tkané [2].

Fixace je komplexni proces zahrnujici denaturaci proteint, propojeni fetézcu bilkovin
(cross-linking) a vytvofeni nerozpustné srazeniny. Podle mechanismu ucinku se fixace
déli na:

o fyzikalni (mrazové vysouSeni) jen pro specialni vyzkumné ucely, dale se tim

nezabyvame

e chemickou (pro rutinni diagnostické ucely)

2.1.1.1 Chemicka fixace

Tkarn se bud’ ponoii do fixacniho roztoku, nebo (jako v piipadé velkych kust tkan€ ¢i celych
organd) se roztok napusti do cévniho systému (fixace perfuzi). Cely proces musi byt
reprodukovatelny. Volbu fixacniho Cinidla dale ovliviiuje, pro jaky typ mikroskopu bude
preparat urcCen, zda svételny nebo elektronovy. Kvalita fixace je ovlivnéna dobou mezi
odebranim tkané a fixaci, kterd by méla byt co nejkratsi; pH (je pokud mozno neutralni);
osmolalitou (pouzivaji se isotonické roztoky, protoze vyrazné hypertonické roztoky vedou ke
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smrstovani bunék 1 celych tkani). Fixacni roztok musi tkani dobie a rychle prostoupit, pii¢emz
prostupnost je ovlivnéna velkosti ¢astic, koncentraci a hustotou Cinidla. Je I1épe pouzivat vétsi
objemy cinidla (cca 25-50 krat pfevysujici objem vzorku), roztoku je mozné béhem fixace 1
vymeénit [2].

2.1.1.1.1 Fixacni ¢inidla

Z aldehydt se pouzivaji formaldehyd a glutaraldehyd, které zptisobuji propojeni bilkovinnych
fetézcl tvorbou methylenovych muistkti pfedev§im u aminokyseliny lysinu. Ostatni slozky
bunécného obsahu se zachyti mezi sesitované proteiny [3].

H, =0 + H0 — HO—CH,
OH

CH, methandiol (aq)

formaldehyd (g)

NH OH
NH . /\/\/ gt
: protein
protein — +

+
HO—CH, H20
\
OH

NH OH /\/\/NH protein
protein /\/\/ T — protein N
+

+ methylenovy mustek
H—nprotein H,0

Obrdzek I Fixace formaldehydem [3], [4]

Formaldehyd, Stiplavy jedovaty plyn snadno rozpustny ve vodé, je asi nejCastéji
pouzivané fixacni ¢inidlo. Uchovava se ve tmavych lahvich jako 40% nasyceny roztok
formaldehydu ve vodé zvany formol. Pfed pouzitim se fedi na 10% roztok formolu, tedy 4%
roztok formaldehydu a k zabranéni polymerizace se pfidava methanol o koncentraci do 15%.
Pufruje se na pH7,2-7,4 pomoci dihydrogenfosforenanu sodného a fosfore¢nanu
sodného [5].

Glutaraldehyd funguje na stejném principu, ale mustky byvaji stabilngjsi. Jeho 2% roztok
se vyuziva pro fixaci preparati urCenych pro elektronovy mikroskop. U odbérd pro
elektronovy mikroskop nebyva cilem stanoveni kompletnosti excise, problematikou
zpracovani pro elektronovy mikroskop se dale nezabyvame.

Jako fixacni Cinidla lze pouzit 1 alkoholy (pfedevsim methanol a ethanol), ktera ale
zpusobuji priliSnou kiehkost tkan€, takze se pro fixaci vétSich kouskd nepouzivaji. Uplatnéni
najdou v cytologii napf. pii fixaci stért z délozniho Cipku [6].



Z organickych kyselin se pouziva kyselina pikrova, ktera reaguje se zasaditymi skupinami
aminokyselin za tvorby nerozpustnych pikratd, ¢imz proteiny denaturuje.

Pouzivaji se i slouCeniny tézkych kova (dichroman draselny a kyselina chromova, chlorid
rtutnaty a pro elektronovou mikroskopii oxid osmicely). Slou€eniny chromu stabilizuji
bilkoviny a fosfolipidy, ale zptsobuji degradaci DNA. Pouzivaji se jen v kombinovanych
fixacnich roztocich. Chlorid rtutnaty (sublimat) reaguje s —SH skupinami na aminokyseliné
cystein. Uvnitf vzorku ale tvoii amorfni srazeniny, coz limituje jeho pouziti. Z oxidacnich
¢inidel se nekdy vyuziva oxid osmicely. Je rozpustny v polarnich (vodnych) a nepolarnich
rozpoustédlech. Setrng stabilizuje proteiny uvnitf cytoplazmy a reaguje s fosfolipidy, kde
propojuje lipidové fetézce v mistech nenasycenych dvojnych vazeb, ¢imz stabilizuje
membranové struktury. Kromé fixace zpusobuje i obarveni tkan€ do tmaveé hnédé, ale Spatné
pronika hluboko do tkané€, coz limituje velikost vzorku na 1-2 mm?® [6].

Pouzivaji se 1 standardizovanad smésnd fixacni Cinidla, napt. Bouinova tekutina (roztok
o slozeni 3 dilt kyseliny pikrové a 1 dilu formolu, vzorky zaroven fixuje a barvi na zluto)
nebo Zenkerova tekutina (5 g chloridu rtutnatého, 1 g dichromanu draselného, 2,5 g siranu
sodného a 91,5 g destilované vody, roztok je oranzové barvy, fixace probiha 24 hodin a poté
je nutné vzorek dalSich 24 hodin promyvat vrouci vodou).

Dal§im standardizovanym roztokem je Methacarn, neboli smés tvofena ze 60% absolutnim
methanolem, ze 30% procent chloroformem a zbylych 10% je kyselina octova ledova.
Vyhodou je kratkda doba fixace (4 hodiny staci), ale da se pouzit k uskladnéni tkani i na
nékolik tydna.

Pro diagnostické ucely spojené s hodnocenim kompletnosti excise se pouziva prakticky
vyhradné fixace formaldehydem.

Ve fixacnim roztoku vzorek obvykle stravi 12 — 24 hodin, poté se roztok ze vzorku vypira
pramenitou vodou [2].

2.1.2 Prikrajovani

Drobné vzorky tkané se zpracovavaji celé, z vétsich se vykrajuji reprezentativni kousky (tzv.
ptikrajovani). A praveé pred prikrajovanim byva potieba oznalit n€kterou ze stran tak, aby
bylo barvivo vidét na histologickém fezu. Pokud sledovany jev zasahuje az do zbarveného
okraje, je jasné, ze zasahuje 1 do okraje odebrané tkané¢ a resekce byla nekompletni. Pouziva
se tus, ktera se srazi Bouinovym roztokem (roztok o slozeni 3 dilt kyseliny pikrové a 1 dilu
formolu), ktery je v laboratofi obvykle pfitomen jako fixacni tekutina. Dale se daji pouzit
praskové tetovaci pigmenty pro oznaceni vng¢jsiho povrchu a nejriznéjsi barevné inkousty. [7]

2.1.3 Odvodnéni a projasnéni tkani

Aby bylo mozné tkan sytit parafinem, je nejdfiv potieba ji odvodnit, coz se déla pomoci
alkoholové tady o wvzrustajici koncentraci (60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%). Jelikoz
parafin neni rozpustny v alkoholu, tkan vysuSena alkoholem se dale syti xylenem, ktery se
misi s alkoholem a rozpousti parafin [6].
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2.1.4 DalSi postup

Vzorky jsou dale zality do parafinu a po ztuhnuti se mikrotomem kraji na 5-10 um silné
histologické fezy, které se nasledné piipeviiuji na podlozni skla. Poté se z preparatu opaCnym
zpusobem (xylen a sestupna fada alkoholli, zavodnéni) odstranuje parafin, aby se mohl barvit
(barviva jsou ve vodé rozpustna) [6].

avaEmaEmmEEmsBmERL

a b C

Obrazek 2 a) Blocek tkané (nahote) ma jednu stranu obarvenou. Rovina fezu je Cervené. Dole
je fez, obarveny, a je patrné zabarveni okraje. b) Tkan v blocku je orientovana §ikmo, coz se
b&zné stava. Rez je mensi a neni zde zachyceny barveny okraj. Je tudiz jasné, Ze okraj fezu
neodpovida okraji excidované tkané a je nutné zjednat napravu (zmeéna orientace tkan€, hlubsi
fezy). c) Situace jako u b), ale povrch tkan€ je zneciStény barvivem i na fezné ploSe, coz se
stane, pokud barvivo neni zaschlé, koagulované nebo vhodné vybrané (bézna situace u tusi a
komeréné dostupnych barviv). Na fezu se zneciSténi projevi jako faleSny okraj excise (coz
muize vést k nespravné indikaci dalSich zakroku).

2.1.5 Barveni

Barveni je nezbytnou soucasti piipravy preparatu. Obarveni bunécnych struktur umoziuje
rozeznat organely a jiné bunécné struktury od sebe, jejich morfologii a eventualné 1 patologii.
Existuje mnoho metod barveni, z nichz nejvyznamnéj§i a rutinn€¢ pouzivana je barveni
hematoxylinem a eosinem. Vysledkem je obarvena tkan, kde se DNA a RNA (jadro,
ribozomy a endoplazmatické retikulum, mitochondrie) barvi modro-fialové a cytoplazma a
membrany se barvi ¢ervené nebo rizové. Z divodu nutnosti obarvit velké mnozstvi preparata
se pouzivaji barvici automaty [6].

2.1.5.1 Hematoxylin

Hematoxylin je pfirodni barvivo pivodné z Cerveného jadrového dieva jihoamerického
stromu Krevené obecné (Haematoxylum campechianum, Fabaceae), ktery je znam jiz od 16.
stoleti a dfive pouzivan k barveni tkanin [8], [9]. Pro barveni preparatt je dulezita schopnost
komplexti hematoxylinu s hlinikem barvit nukleové kyseliny na modro, pfedev§im obsah
bunécnych jader, coz umoziuje odhalit zmény ve velikosti, usporadani a tvaru chromatinu.
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hematoxylin hematein
Obrazek 3 Hematoxylin

Samotny hematoxylin je bezbarvy a sam o sob& ani nebarvi. Aby mohl fungovat jako
barvivo, je potieba vytvofit komplexy s hlinikatymi kationty. Hematoxylin je nejdiiv
oxidovan na zluto-hnédy hematein a ten poté tvori komplexy s trojmocnymi kationty kovi
(nejcastéji hlinitymi, ale daji se pouzit i ionty Zelezité a chromité).

Oxidace hematoxylinu probih4 i samovolné vzdusnym kyslikem, ale je to reakce pomala (v
fadu tydnu), takze se pouzivaji oxidacni Cinidla jako jodid sodny Nal nebo oxid rtutnaty
HgO, od kterého se ale z ekologickych davodu spise upustilo.

Jako zdroj hlinikatych kationtd slouzi siran hlinity Aly(SO4);, siran amonno-hlinity
AINH4(SO4), nebo siran draselno-hlinity AIK(SO4),. Spolu s hemateinem vytvaii hlinity
kation pozitivné nabity komplex, jehoz pfesna struktura neni dosud znama.

Tento komplex neni pfili§ dobie rozpustny ve vode, takze se do roztokt ptidavaji vicesytné
alkoholy (nejcastéji ethylenglykol), které zvysuji stabilitu a prodluzuji pouzitelnost roztoka.

Pozitivné nabity hematoxylin (¢i presné€ji komplexy hemateinu s hlinitymi ionty) se vaze
na DNA prostiednictvim elektrostatickych sil k fosfatovym zbytktim v fetézci DNA. Aby se
zabranilo vazbé (a barveni) jinych zaporné nabitych molekul v buiice, snizuje se pH béhem
barveni, coz zafidi protonizaci téchto aniontt [6].

2.1.5.2 Eosin

Eosin je fluorescentni ¢ervené barvivo vzniklé reakci bromu s fluoresceinem. Existuji dvé
velmi podobné slouCeniny, které se oznaCuji jako eosin a to slabé nazloutly
eosin Y (tetrabromderivat fluoresceinu) a slabé modry eosin B (imperialni Cerver,
dibromdinitroderivat fluoresceinu). Obé& barviva jsou vzajemné zaménitelna a pouzivaji se ve
formé vodnych nebo alkoholovych roztoku [6].
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eosin'Y eosin B

Obrazek 4 Eosin

2.1.5.3 Postup barveni

odstranéni parafinu, zavodnéni preparatu

barveni jader a jinych zaporné nabitych struktur hematoxylinem, obarvi se do ¢ervena
proplachnuti vodou

slabé zasadity roztok zptisobi zmodrani hematoxylinu

proplachnuti vodou a kontrola, jestli jsou jadra dostatecné kontrastni oproti pozadi
slaby alkoholovy roztok zptuisobi odbarveni pozadi

proplachnuti vodou

barveni eosinem

O 0N R W

. proplachnuti vodou

10. vzestupna tada alkohold

11. xylen

12. kryci skli¢ko pfipevnéné solakrylem nebo kanadskym balzdmem

2.2 Zpracovani nefixované tkané

Fixace formolem je vyhodna i z dalSich divoda: tkan neni nutné zpracovavat okamzité, je po
fixaci pevnéjsi a fixace inaktivuje pfevaznou cast patogent ve tkani (bakterie, viry).

Nicméné kromé tkani fixovanych vySe uvedenymi zptsoby je nékdy nutné zpracovat tkan
nefixovanou. To nastava v situaci, kdy fixace destruuje latku, kterou ve tkani chceme
prokazat (napiiklad nékteré antigeny nebo nukleové kyseliny a dale denaturace poskozuje
enzymy, které potom nelze pouzit pro histochemické reakce). Dale se né€kdy prokazovana
latka z tkané pfi fixaci vyplavi (napiiklad nékteré komplexy antigen-protilatka).

Fixace se rovnéz vynechava z Casovych duvodua (napfiiklad diagnostické biopsie v priabéhu
operace).

Nefixovana tkan se zpravidla pred krajenim mrazi, zmrazené fezy se lepi na sklicka a dale
zpracovavaji.

Proto je zadouci, aby (zejména u preoperacnich biopsii) znaceni povrchu tkané fungovalo 1
na Cerstvé nefixované tkani.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Pfi vyhledavani pouzitelnych reakci byla pouzita literatura zabyvajici se anorganickou a
analytickou chemii a Cesky lékopis 2009, sekce zabyvajici se zkouskami totoznosti iontd a
skupin [10] [11] a Lékarenské kontrolni karty, verze z roku 2003. Lékopis a kontrolni karty
byly zvoleny predev§im proto, ze reakce jsou sestaveny tak, aby byly jednoduché na
provedeni 1 instrumentaci a vysledky byly jednoznacné a barevné. Byly zvoleny anorganické
slouCeniny, aby se nerozpoustély v xylenu a parafinu. Koncetrace roztokti vychazely
z 1ékopisnych zkousek totoznosti ionta a skupin, ale pozivali jsme koncentrace vySsi, protoze
na povrchu tkané mize dochazet k nafedéni ve zbytku fixacniho Cinidla [11]. Reakce byly
vybirany s dirazem na jednoduchost provedeni za bé&zné laboratorni teploty a maximalné
dvoustupriovy postup. Vysledné slouceniny nesmély byt rozpustné ani ve vod¢ ani v alkoholu
o rizné koncentraci. Prace probihala v laboratofich firmy MDgK-plus spol. s.r.o., ktera se
zabyva histopatologickou a cytologickou diagnostikou.

3.1 Chemikalie

Dusi¢nan stifbrny p.a., Dr. Kulich Pharma, s.r.o. (CR)
Kyselina dusi¢na, Fagron a.s. (CR)

Fomatol LQN, Foma Bohemia spol. s.r.o. (CR)
Chlorid Zelezity p.a., Fagron a.s. (CR)
Hexakyanozeleznatan draselny p.a., Penta s.r.o. (CR)
Siran Zeleznaty p.a., Fagron a.s. (CR)
HexahyanoZelezitan draselny p.a., Fagron a.s. (CR)
Ag test, Likochem (CR)

Chroman draselny p.a. Penta, s.r.o. (CR)

Chlorid barnaty p.a., Dr. Kulich Pharma, s.r.0. (CR)
Jodid draselny p.a., Fagron a.s. (CR)

Heptahydrat siranu zine¢natého, p.a., Fagron a.s. (CR)
Pentahydrat siranu méd'natého p.a., Fagron a.s. (CR)
Uhlicitan sodny p.a., Fagron a.s. (CR)

Ethanol, Penta s.r.o. (CR)

Xylen, Penta s.r.0. (CR)

Hematoxylin

Eosin

3.2 Pristroje

Mikroskop a kamera

Nikon 90i, motorovy posun stolu Prior, fizeni obrazova analyza LIM, skladani obraza vlastni
Vyvoj.

Objektiv VC PlanApo 20/0.75
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Zpracovani tkani

Thermo Excelsior™ AS Tissue Processor
Thermo HM 450 Sliding Mikrotome
Thermo Gemini™ AS tissue stainer
Thermo ClearVue™ Coverslipper

3.3 Material

Jako testovaci tkan poslouzily fixované zaludky s hladkym seréznim povrchem.
3.4 Metody

3.4.1 Obarveni povrchu stribrem

Barveni stfibrem je zalozeno na reakci dusi¢nanu stiibrného AgNOj s chloridovymi anionty
bézné pritomnymi ve vSech tkanich. Stribro je nasledné vyredukovano z chloridu stfibrného
pomoci fotografické vyvojky za pouziti reakci a chemikalii znamych z Cernobilé
fotografie [12], [13].

AgNO, +Cl" — AgCl + NO, (1)

Chlorid stfibrny je svétlocitlivy, po osvitu se uvoliiuje elementarni stfibro. Proces Cernani je
samovolny, ale lze jej urychlit fotografickou vyvojkou, ktera redukuje dalsi chlorid stfibrny
na elementarni stfibro. Diive svétlem uvolnéné elementarni stfibro funguje jako krystalicka
jadra. Ve fotografii je jednu chvili fotografie uz vyvolana tak akorat a nasledné se prebytecny
dosud nezreagovany chlorid (obecné halogenid nejcastéji bromid) vymyje v tzv. ustalovaci,
coz je roztok thiosiranu sodného Na,S,0;3 [14].

2ACl +v —2Ag+Cl, (2)

Ag" + vyvojkay,, — Ag’ + vyvojka,, (3)

Jako reduk¢ni Cinidla se ve vyvojkach pouziva hydrochinon, 4-aminofenol a jeho derivaty
(metol, tedy hemisulfat N-methyl-4-aminofenolu) nebo fenidon (1-fenyl-3-pyrazolidinon).

Tyto latky se samy oxiduji a vyredukuji stfibrné kationty na elementarni cerné stribro, které je
okem videét [13].
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hydrochinon 4-aminofenol
[ i 2
OH
= L
- 50, N
L - .
NH; NH
- —2 0
metol fenidon

Obrdzek 5 Redukeni Cinidla ve vyvojkach

Roztoky

Postup

Ll

3.4.2

0,5 M vodny roztok dusi¢nanu stiibrného okyseleny 2—5 ml koncentrované kyseliny
dusicné (68,4% HNO3) na 100 ml roztoku

fotografickd vyvojka Fomatol LQN [15] fedéna 1:5 (tato vyvojka obsahuje jako
redukéni ¢inidlo hydrochinon a fenidon), ale pouzit se da i1 jakakoli komercné
dostupna rychla vyvojka

Tkan se po vyjmuti z fixacni tekutiny osusi vatou.

Kratce se ponoii do roztoku dusi¢nanu stfibrného.

Op¢t se osusi vatou.

Poté se tkan obvyklym zptisobem pfikrajuje na kousky vhodné veliké pro zpracovani
do parafinovych blocku.

Nasledné se tyto kousky namoci do fotografické vyvojky (zde Fomatol, ale pouzit se
da jakakoli komeréné dostupna rychla fotograficka vyvojka), kde témér okamzité
dojde k vysrazeni elementarniho stiibra a oznaceni puvodniho fezu (¢imz se odlisi od
fezl vzniklych pfi prikrajovani, které jsou nezbarvené). Vysrazené stiibro nema sklon
se rozmazavat, neni ho nutné dale koagulovat a v dalSim procesu je staly.

Poté se tkan oplachne ve vod¢, ustalovac neni nutny.

Tkan se dale zpracovava obvyklym zpisobem (vzestupna fada alkohold, xylen,
parafin, barveni...).

Obarveni povrchu berlinskou modri

Zelezité ionty reaguji s zlutou krevni soli (hexakyanozeleznatan draselny, nové
hexakyanidozeleznatan  draselny)  K4[Fe(CN)s] za  vzniku vyrazné modrého
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hexakyanozeleznatanu Zelezitého (nové hexakyanidozeleznatanu Zzelezityého) Fes[Fe(CN)g]3
(tzv. berlinska modr), ktery je viditelny pouhym okem [16].

4 FeCl, + 3 K, [Fe(CN), ] - Fe, [Fe(CN), |, +12KCI (4)

Roztoky
e 0,6 M vodny roztok chloridu zelezitého
e 0,3 M vodny roztok zluté krevni soli

Postup

1. Tkan se po vyjmuti z fixacni tekutiny osusi vatou.

2. Poté se ponoti do do roztoku chloridu zelezitého nebo zluté krevni soli

3. Opét se osusi vatou.

4. Tkan se obvyklym zptsobem pfikrajuje na kousky vhodné veliké pro zpracovani do
parafinovych blocka

5. Kousky tkané se ponoii do roztoku zluté krevni soli nebo chloridu Zelezitého (opacny
roztok nez pfi prvnim maceni), aby doslo k vytvofeni komplexu berlinské modii.

6. Opét se oplachne ve vode.

7. Dale se tkan zpracovava obvyklym zptsobem.

3.4.3 Obarveni povrchu Turnbullovou mod¥i

Turnbullova modr je komplexni slou¢enina podobna berlinské modfi. Vznika reakci zeleznaté
soli s ¢ervenou krevni soli (hexakyanozelezitanem draselnym, nové hexakyanidozelezitanem
draselnym). Vysledna slouCenina je vyrazné modry komplex hexakyanozelezitan zeleznaty
(nove hexakyanidozelezitan zeleznaty) Fe;[Fe(CN)¢]».

3FeSO, + 2 K,[Fe(CN), ] > Fe,[Fe(CN), ], +3K,SO, (5)

Roztoky

e 0,6 M vodny roztok siranu zeleznatého
e 0,3 M vodny roztok ¢ervené krevni soli

Postup

1. Tkan se po vyjmuti z fixacni tekutiny osusi vatou.

2. Poté se ponoti do do roztoku siranu zeleznatého nebo Cervené krevni soli

3. Opét se osusi vatou.

4. Tkan se obvyklym zptsobem pfikrajuje na kousky vhodné veliké pro zpracovani do
parafinovych blocka

5. Kousky tkané se ponoii do roztoku cCervené krevni soli nebo siranu zeleznatého
(opacny roztok nez pii prvnim maceni), aby doslo k vytvoreni komplexu Turnbullovy
modfi.

6. Opét se oplachne ve vode.

7. Dale se tkan zpracovava obvyklym zptusobem.
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3.4.4 Obarveni povrchu chromanem stfibrnym

Chroman stfibrny je tmaveé Cervena sloucenina prakticky nerozpustna ve vodé, rozpustna
v kyselin€ dusi¢né a amoniaku [17]. Je toxicky. K barveni chromanem stfibrnym je mozno
pouzit nékolik postupti. Byla zkouSena i reakce jiz vyredukovaného stfibra na tkani
s tzv. kyselinou na stfibro a obarveni celého povrchu tkané chromanem stfibrnym za pomoci
dusi¢nanu sttibrného.

Kyselina na stfibro je roztok dichromanu draselného v kyselin€ sirové. Byla zakoupena
komercné dostupna kyselina na stfibro Ag test od firmy Likochem. Kyselinu na stfibro ale lze
i ptipravit, rozpusténim 1,5 g dichromanu draselného v 16 ml destilované vody a naslednym
okyselenim 2 ml koncentrované kyseliny sirové. Stfibro reaguje s kyselinou sirovou za vzniku
siranu stfibrného (reakce 5), ktery nasledné reaguje s dihromanem za vzniku chromanu
sttibrného (reakce 6), ktery je Cerveny (informace od firmy Likochem).

2Ag+H,SO0, - Ag,SO, +H, (6)

Ag,SO, +K,Cr,0, > Ag,CrO, +K,SO, (7)

Metoda je myslena jako doplnék k barveni stfibrem, kdy se na jiz obarveném Cerném
povrchu vyznaci Cervené specificka mista.

Roztoky
e kyselina na stfibro Ag test (Likochem)

Postup

1. Tkan se obarvi stfibrem jako v 3.1
2. Poté se kapatkem nanese na patficna mista malé mnozstvi kyseliny na stfibro.

Dal§i moznosti je obarvit na Cerveno vétsi plochu. Chroman draselny reaguje s dusi¢cnanem
stfibrnym za vzniku ¢erveného chromanu stfibrného [18].

2AgNO, +K,CrO, — Ag,CrO, +2KNO, (8)

Roztoky

e jiz pouzivany 0,5 M roztok AgNOs3
e roztok chromanu draselného o tiech koncentracich 0,25 M, 0,125 M, 0,05 M; kvuli
toxicité chromanu draselného jsme hledali nejniz§i moznou koncentraci.

Postup

Pro vétsi nazornost na vétsi plose:
1. Na vétsi kus tkané byl namalovan pruh dusi¢nanem stfibrnym
2. Osuseno vatou
3. Na stejné misto byl nanesen pruh chromanu draselného
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A obvyklym zpisobem:

Tkan se po vyjmuti z fixacni tekutiny osusi vatou.

Kratce se ponoii do roztoku dusi¢nanu stfibrného.

Op¢t se osusi vatou.

Tkarn se obvyklym zptisobem prikrajuje.

Kousky tkané se ponoii do roztoku chromanu draselného
Tkar se osusi vatou a dal zpracovava obvyklym zptisobem

A ol

3.4.5 Obarveni povrchu chromanem barnatym

Chroman barnaty je citronové zlutad ve vodé nerozpustna sloucenina. V malifstvi je znamy
jako zluty ultramarin. Je toxicky. Pro pfipravu jsem pouzila reakci [19].

BaCl, + K,CrO, — BaCrO, +2KCl (9)

Roztoky

e (0,25 M roztok chloridu barnatého
e roztok chromanu draselného o tfech koncentracich 0,25 M, 0,125 M, 0,05 M

Postup

1. Tkan se po vyjmuti z fixacni tekutiny osusi vatou.

Poté se ponofti do do roztoku chloridu barnatého

Op¢t se osusi vatou.

Tkan se obvyklym zpisobem priikrajuje na kousky vhodné veliké pro zpracovani do

Eall el

parafinovych blocka
1. Kousky tkané€ se ponoii do roztoku chromanu draselného
2. Opét se oplachne ve vode.
5. Dale se tkan zpracovava obvyklym zptisobem
Tkan se nejdiiv maci v roztoku chloridu barnatého, protoze jeho roztok je, na rozdil od
roztoku chromanu draselného, bezbarvy, ale vyzkousen byl 1 opacny postup.

3.4.6 Obarveni povrchu jodidem stribrnym

Jodid stfibrny Agl je zluta fotocitliva slouCenina prakticky nerozpustna ve vode€, nerozpousti
se ani v koncentrovaném amoniaku. Pisobenim svétla se barva méni se zluté na zelenoSedou,
coz pro ucel barveni tkané€ nevadi, protoze 1 tmavy prouzek je na povrchu vidét [14].

Reakce:

AgCl+ KI — Agl + KCl (10)
nebo
AgNO, +KI— Agl + KNO, (11)
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Roztoky

e jiz pouzivany 0,5 M roztok dusi¢nanu stfibrného
e 0,5 M roztok jodidu draselného

Postup

1. Tkan se po vyjmuti z fixacni tekutiny osusi vatou.

Kratce se ponoii do roztoku dusi¢nanu stiibrného.

Op¢t se osusi vatou.

Tkan se obvyklym zptisobem piikrajuje.

Kousky tkané se ponoii do roztoku jodidu draselného.
Tkar se osusi vatou a dal zpracovava obvyklym zptisobem.

e ol

3.4.7 Obarveni tkané chromanem zine¢natym

Chroman zincnaty je zluty ve vodé€ nerozpustny pigment, znamy téz jako zinkova zlut' [19].
Dfive byl pouzivan v malifstvi. Casem méni barvu do zelena.

K,CrO, +ZnSO, - ZnCrO, + K,SO, (12)

Roztoky

e 0,25 M roztok siranu zinecnatého (bilé skalice)
e roztok chromanu draselného o tfech koncentracich 0,25 M, 0,125 M, 0,05 M

Postup

1. Tkan se po vyjmuti z fixacni tekutiny osusi vatou.

2. Poté se ponoti do do roztoku siranu zinecnatého

3. Opét se osusi vatou.

4. Tkan se obvyklym zptsobem pfikrajuje na kousky vhodné veliké pro zpracovani do
parafinovych blocka

Kousky tkané se ponoii do roztoku chromanu draselného

ISANN

Opét se oplachne ve vode.
7. Dale se tkan zpracovava obvyklym zpiisobem

Tkan se nejdiiv maci v roztoku siranu zinecnatého, protoze jeho roztok je, na rozdil od
roztoku chromanu draselného, bezbarvy.

3.4.8 Obarveni povrchu siranem barnatym
Siran barnaty je bila, ve vod¢ prakticky nerozpustna slou¢enina [20].

BaCl, +ZnSO, — BaSO, +ZnCl, (13)

Roztoky

e 0,25 M roztok chloridu barnatého (BaCl,)
e 0,25 M roztok siranu zine¢natého (ZnSQO4)
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Postup

1. Tkan se po vyjmuti z fixa¢ni tekutiny osusi vatou.
Kratce se ponoti do roztoku chloridu barnatého.

Op¢t se osusi vatou.

Tkar se obvyklym zptisobem prikrajuje.

Kousky tkané se ponofi do roztoku siranu zine€natého

AN

Tkan se osusi vatou a dal zpracovava obvyklym zptisobem

3.4.9 Obarveni povrchu uhli¢itanem méd’natym

Zasadity uhlicitan médnaty CuCO3 - Cu(OH), je modro-zelend ve vodé nerozpustna
anorganicka sloucenina. Vznika reakci uhli€itanu sodného se siranem médnatym ve vodném
roztoku. V pfirod¢ se vyskytuje jako nerost malachit [21].

2CuSO, +2Na,CO, + H,0 — CuCO, - Cu(OH), +2Na,S0, +CO, (14)

Roztoky

e 1M roztok modré skalice (CuSO4-5H,0)
e 1M roztok uhli¢itanu sodného

Postup

1. Tkan se po vyjmuti z fixa¢ni tekutiny osusi vatou.

Kratce se ponofi do roztoku uhli¢itanu sodného nebo modré skalice.
Op¢t se osusi vatou.

Tkar se obvyklym zptisobem prikrajuje.

Kousky tkané se ponoii do modré skalice nebo uhli¢itanu sodného

AR T

Tkan se osusi vatou a dal zpracovava obvyklym zptisobem
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Obarveni povrchu stfibrem

Vysledkem stiibieni okraju tkané je standardn€ vypadajici preparat s tenkou tmavou linkou na
Casti okraje tkané. Stiibro je jen na povrchu, nepronika do hloubky a ne$pini feznou plochu
preparatu. Metoda je zvlasté vhodna pro oznacovani okraji koznich tumort, protoze u téch je
zvlasteé dulezité zjistit, jestli tumor zasahuje do okraje excise nebo ne (pak neni odstranén
cely). Naopak se nehodi k ozna¢ovani zanétlivych 1ézi, protoze mivaji difuzni charakter a jsou
zpravidla rozsahlé. Cilem zakroku nebyva odstranéni 1éze, ale stanoveni diagnozy. Barveni
povrchu mize interferovat s diagnézou (diagnostika povrchového plisiiového onemocnéni
muze byt problematicka, pokud stfibro pronikne mezi lamely keratinu a pro dukaz hub je
potfeba provést impregnaci stiibrem).

Obrazek 6 Na obrazku je kozni excise zachycujici zhoubny kozni tumor — infiltrujici
bazaliom. Vlevo je nepostizené korium, vpravo vidime nepravidelné modré cepy bazaliomu.
Nahote je epidermis, ktera se stfibfi jen minimalné. Ostatni okraj je zabarven Cerné nebo
cernohnédé (stfibfeni). Vpravo vidime, jak tumor zasahuje do nastfibfeného okraje, je tedy
jednoznacné, ze 1éze nebyla odstranéna cela a ze bude nutné pacienta operovat znovu.

Barveni stfibrem ale neni vhodné pro tkan fixovanou Methacarnem (obsahuje chloroform,
tedy dalsi zdroj chloru jiny nez chloridy tkané samotné). Dale tato metoda neni vhodna pro
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tkané s velkym mnozstvim cév a cévni tumory, protoze dusi¢nan stfibrny pronikd cévami
ptili§ hluboko dovnitf tkané.

Vyhodou je, ze az do umisténi do vyvojky tkan neméni barvu, coz usnadni orientaci
patologovi pii prikrajovani. Stiibro zistava pevné navazané na povrchu a nekontaminuje
roztoky pouzivané pii zpracovani (alkoholovou fadu, xylen), coz je vyhodné z ekonomického
a provozniho hlediska fungovani laboratote.

Nevyhodou je cena dusi¢nanu stfibrného a pracnost, pokud se ve vyvojce koupe kazdy
kousek tkané zvlast’ (Ize eliminovat pouzitim kazet, které obsahuji vice kousku, a cela davka
se vyviji naraz).

4.2 Obarveni povrchu berlinskou mod¥i

Metoda, kde dochazi na povrchu odebrané tkané ke srazeni berlinské modifi ma nad
tradicnimi postupy (tu§ a komeréné dostupna barviva) podobné vyhody jako dusic¢nan
stiibrny. V prvni fazi se na povrch tkané aplkuje hexakyanozeleznatan draselny a osusi, ¢imz
se vzhled odebrané tkané€ nijak nenarusi. Pak se odeberou vzorky a ponofi do roztoku chloridu
zelezitého, ptficemz berlinska modf vznikne jen na ptivodnim povrchu vzorku. Berlinskd modf
odola dalSimu zpracovani tkang, nerozmazéava se a neSpini plochu fezu a je na histologickém
fezu dobfe patrna. Potiebné roztoky jsou levné, netoxické a snadno dostupné (reakce na
berlinskou modi dle Perlse je bézné vyuzivana metoda na prikaz hemosiderinu ve tkani a
reagencie jsou proto dostupné v kazdé histologické laboratoti). Metoda spliluje pozadavek na
dvoufazové zpracovani.

Obrazek 7 Makroskopicky snimek povrchu fixovaného organu (zaludek, seroza, tedy
zvenku). Stétcem naneseny roztok zluté krevni soli, pak chlorid Zelezity. Vznikla berlinska
modf.
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Metoda byla posléze vyzkouSena v rutinnim provozu. Jeji vyznam bude ziejmée hlavné pro
barveni vétsich tkafiovych vzorkl (Stitna zlaza, prso, velké tumory), pro malé vzorky se zda

byt vhodnéj§i metoda s dusi¢nanem stifibrnym. Metoda bude zavedena v laboratofi do
rutinniho provozu jako inovace pro nasledujici akreditacni fizeni.

Obrdzek 8 Na obrazku je Stitna zlaza, nodularni struma. Povrch je zbarveny berlinskou modii.
Rez barveny HE.
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3

Obrdzek 9 Detail z obrazku 8. Berlinskd modf zbarvuje zevni povrch resekatu

4.3 Obarveni povrchu Turnballovou mod¥i

Vysledek je v podstaté totozny s barvenim berlinskou modii. A jelikoz je zluta krevni sal
netoxicka, zatimco Cervena ano, preferuje se barveni berlinskou modfi. Na histologickém fezu
je vysledek obou metod podobny.

4.4 Obarveni povrchu chromanem stfibrnym

Metoda se pouziva k testovani pravosti (nikoli ryzosti) stfibrnych Sperku a slitki. Aby postup
fungoval, musi byt k dispozici dostatek stiibra. V pfipad¢ stfibrnych slitin, musi koncetrace
stfibra byt vyssi nez 25%. V nasem piipadé postup nefungoval, stfibra tedy nebylo na povrchu
vyredukovano dostate¢né mnozstvi. (zdroj: firma Likochem)
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Druhy postup, pii kterém se barvi vétsi plocha a tkai se maci v roztoku dusi¢nanu
stiibrného, na prvni pohled fungoval, na tkani se vytvofil hnédo-oranzovy pruh v misté, kam
byly naneseseny chemikalie. BohuZzel barvivo nasledné zpracovani nevydrzelo a na finalnim
preparatu uz pod mikroskopem hnédo-¢erveny chroman vidét neni.

Obrdazek 10 Vzorek fixované tkané. Makroskopicky snimek povrchu fixovaného organu
(zaludek, seroza, tedy zvenku). Stétcem naneseny roztok dusi¢nanu stiibrného, pak chroman
draselny. Vznikl chroman stfibrny.
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Obrazek 11 Okraj tkan€ barvené chromanem stfibrnym, fez tkané z obrazku 10 na
histologickém fezu. Zbarveni neni pfili§ vyrazné, Cervené zbarveni neni na histologickém fezu
jednoznacné.

4.5 Obarveni povrchu chromanem barnatym

Metoda fungovala na sklenéné misce a pracovni plose kolem preparatu, ale chlorid barnaty na
povrchu fixované tkané nedrzel a vzdy se utfel. Nepomohl ani obraceny postup s chromanem,
ktery sice pii potfisnéni do tkani pronikéd dobfie, do fixovanych tkani ale ne. Trocha zlutého
chromanu barnatého se udrzela v zahybech tkané, ale nebylo to zabarveni trvalé a neodolalo
naslednému promyvani v alkoholech.

4.6 Obarveni povrchu jodidem stfibrnym

Barveni jodidem stfibrnym fungovalo ¢astecné, ale barva byla velmi nevyrazna a na povrchu
priliS dobfe nedrzela. Navic je jodid stiibrny svétlocitlivy a ¢asem by sejné doslo
k vyredukovani Cerného stfibra, dost mozna ze jeSt€é v prubéhu zpracovani a pod
mikroskopem by tak byl viditelny stejny stfibrny prouzek, jako kdyz se barvi stfibrem rovnou.

4.7 Obarveni povrchu chromanem zine¢natym

Nefungovalo ani barveni chromanem zineCnatym, ani chroman ani siran zineCnaty opét
nepronikly do povrchu tkané a pii zpracovani se utiely. Povrch tkané je prili§ pevny a hladky
a zfejme je pro chemikalie obtizné prostupny.
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4.8 Obarveni povrchu siranem barnatym

Barveni siranem barnatym taktéz nefungovalo, protoze zadny z roztokd se na povrchu tkané
nezachytil.

4.9 Obarveni povrchu uhli¢itanem méd’natym

Toto barvivo se zpoc¢atku jevilo atraktivné jednak kvili barveé a jednak proto, ze suroviny jsou
snadno dostupné, levné a netoxické. Bohuzel, ani roztok siranu médnatého ani uhli¢itanu
nepronikaly do tkané a z povrchu se utrely.
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5 ZAVER

Cilem prace bylo najit novou jednoduchou, dvoustupfiovou metodu pro barveni povrchu tkané
pro histopatologicka vySeteni vhodnou pro rutinni pouziti. Takova metoda byla nalezena
v podobé barveni povrchu berlinskou modfi. Toto barvivo se na povrch tkané vaze pevné,
nevymyva se, je dobfe viditelné, zpracovani je dvoustupiové a ani jeden z vychozich roztoka
neni vyrazné€ barevny, coz by komplikovalo pfikrajovani.

Dale byla hledana barviva, ktera by se dala vzajemné kombinovat, aby mozné barvit razné
Casti tkané riznym zpusobem. To je dualezité v situaci, kdy je nutné odebranou tkan spravné
orientovat a presné stanovit misto pfesahu tumoru mimo odebranou tkan. (Pokud napftiklad
klinik odebira kizi s tumorem pod okem a oznaéi jednotlivé strany odebraného vzorku a
potfebuje dostat odpoveéd’ typu: tumor zasahuje do okraje odebrané tkané ve stredni Casti
resekatu smérem k oku. V takovém pripadé€ rozsifi vykon a odebere dalsi tkan jen v udaném
sméru. Toho nelze bez riznych zabarveni dosahnout.

Pokusem o takovou metodu bylo obarveni postfibieného povrchu kyselinou na stiibro
(roztok chromanu draselného okyseleny kyselinou sirovou). Metoda bohuzel nefungovala,
zieymé proto, ze stiibra bylo na povrchu tkan€ vyredukované pfili§ malé mnozstvi na to, aby
reakce s chromanem probé¢hla a byla dostatecné vyrazna.

Obecné je fixovana tkan obtizny material k barveni. Ser6za na povrchu je hladka, tkan je
celkove tuhd a prostoupena formolem. pH je proménlivé (zalezi, jaky formol klinik pouzil).
Roztoky urcené k barveni se na povrchu tkané dale fedi a Casto dochazi k jejich uplnému
setfeni béhem zpracovani. Situaci dale ztézuje pozadavek na rychlost a jednoduchost,
biopticka laborator zpracovava velké mnozstvi vzorki, proces musi byt rutinni.
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