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Abstrakt:

Tato prace se zabyva technologii tvorby histologickych preparata a jejich vyhodnocovanim.
Na 40 stranach popisuje podrobné tvorbu histologickych preparati, které jsou rozdéleny podle
jednotlivych druhti tkédni a zptsobu jejich barveni. Celkem bylo zpracovano 30 preparatii
lidskych tkani konkrétné jatra, tenké stievo, tlusté stievo, ledvina, plice, srdce, slezina,
lymfaticka uzlina, mozek, mozecek, nadledvina, kiize. VSechny tkan¢ jsou obarveny stejnym
barvenim Hematoxylin-eosin spolu s dalSimi specifickymi barvenimi pro danou tkan, jako je
napiiklad barveni kolagennich vlaken, barveni Zeleza, barveni elastickych vladken, barveni
polysacharidt, impregnace retikularnich vlaken a dalsi. VSechny preparaty byly elektronicky
zpracovany a jsou uvedeny v grafické podob¢ v ptiloze této prace a podrobné popsany a
zhodnoceny v kapitole vysledky. Pfi popisovani byl hodnocen zejména vztah tkané

k pouzitym druhtim barveni.

Abstract:

This thesis deals with the preparation of histological sections and their evaluation. It describes
in detail the preparation of histological sections, which are divided by the type of tissue and
the method of staining. In total, 30 sections were processed; they were human tissues,
including liver, small intestine, colon, kidney, lung, heart, brain and skin. All the tissues were
stained with hematoxylin-eosine along with other specific staining methods for the given type
of tissue, such as staining of collagen fibres, staining of iron, staining of elastic fibres,
staining of polysaccharides, impregnation of reticular fibres and more. The sections were
processed electronically and they are presented in a graphical form in the annex to the thesis.
The chapter with the results contains their detailed description and evaluation based on the

staining method used on each of the histological sections.
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Uvod

Tvorba histologickych preparati je tizce spjata se samotnou histologii, nauce o mikroskopické
skladbé organizmu. Rozvoj histologie se poji s vyndlezem mikroskopu, ktery byl vynalezen
mezi 16.-17. stoletim Hansem Jenssenem. Postupné poznavani mikroskopické stavby
organismu bylo vazano nejen na stalé zdokonalovani mikroskopu, ale i na rozvoj histologické
techniky.

Histologické preparaty jsou v dnesni dobé jednim ze zakladnich zdroji informaci nejen pro
1ékare, ale 1 pro védecké pracovniky. Smyslem histologickych preparatii je prozkoumat
odebranou tkan a urcCit podle charakteristickych zmén povahu onemocnéni. Mikroskopické
vySetfeni zobrazuje strukturu tkdné a bunky, které ji tvoii. DokaZe odhalit zmény vyvolané
zénétem a abnormalni typy bunck v nadorech. Tehdy je z preparatu dokonce mozné vycist
zavaznost a progndézu onemocnénti.

Pro vyrobu histologickych preparatii se pouzivaji rtizné techniky. Nejzakladné&jsi z nich je
metoda barveni, kterou se budu podrobn¢ zabyvat v této praci.

Téma této prace jsem si zvolila proto, Ze jsem piesvédcena, Ze se timto tématem v soucasnosti
nezabyva dostateény pocet publikaci, pfipadné jsou tyto publikace zastaral¢. Existuje sice
znacné mnozstvi histologickych atlasti, ty jsou vSak pro potifeby vyuky laborantii naprosto
nevhodné, protoZe jejich primarnim tcelem je ve vétsin€ piipadl vyuka lékait. Pro zdravotni
laboranty, jsou tedy tyto knihy zbytecné rozsahlé a jejich soucésti neni popis histologické

techniky a jeji vztah k zobrazovanym preparatim.
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1 Soucasny stav problematiky

Histologické preparaty jsou mikroskopické preparaty, které slouzi ke studiu tkdni a jejich
patologickych zmén. V optickém mikroskopu je preparat pozorovan nejcastéji metodou
prochazejiciho svétla. To vyzaduje, aby byl pozorovany predmét predevsim dostatecné tenky
a prisvitny. Vyroba takového preparatu neni jednoducha, vyzaduje piesné dodrzeni metodiky,

kterou podrobné popisuji v ramei této prace.

1.1 Histologické laboratore a jejich rozdéleni

Histologické preparaty vyrabi laborant v histologické laboratofi. Takova laboratof je ze

zakona rozdé€lena na dvé ¢asti:

e Biopticka
e Nekropticka

Cést laboratofe, kterou nazyvame bioptickou zpracovava vzorky ziskané od Zivych pacientii
pii operacich. Druhd — nekropticka cast je misto, kde se zpracovavaji vzorky ziskané pii
pitvé. Naprosto oddélenou ¢asti provozu mize byt jesté soudni patologie, kde se zkoumaji
materidly souvisejici s trestnou ¢innosti. Tento specificky provoz podléhd zvlastnim normam
§ 115 trestniho fadu zdkona €.20/1966 sb.. Histologické preparaty vytvati zdravotni laborant a
po zpracovani je predava lékafi. Ten ndsledné preparat vyuzije ke stanoveni spravné

diagnozy. (Junquiera et. al.,1997; Cech a Horky, 2005)

1.2 Vyuziti modernich technologii pro pfipravu vzorku

V poslednich deseti letech se zacind rozvijet i digitalni mikroskopie, ktera dovoluje 1€kaiim
vyuzit pfistupnost a vSestrannost pocitace a internetu. Digitalni mikroskopie v praxi znamena,
ze preparat je preveden skenovanim do pocitace a umistén na internet, kam maji pristup i
ostatni lékafi. Ti potom mohou spolecné diskutovat nad preparity a vymeénovat si své
zkuSenosti.

Do budoucna by se m¢la digitalni mikroskopie zaclenit napiiklad i do cytologie, hematologie
a mikrobiologie. (Koch et al., 2009)

Neskenovanim vzorkil a jejich umisténim na internet je mozné vyuzivat tyto obrazky pro

vyuku kdekoliv a kdykoliv. (Pinder et al., 2009)
-9.
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1.3 Historie

Jak je jiz zminéno v tivodu klicovym faktorem pro rozvoj histologie byl vynalez mikroskopu,
pfistroje, ktery umoZziuje pozorovat podrobnou stavbu organismu. S jeho postupnym
zdokonalovanim az do dneSni doby a vyvojem elektronového mikroskopu, bylo mozné
zdokonalovat histologické techniky (Knoz a Opravilova, 1992). Z pocatku byly tyto metody
velmi prosté. Histologicky preparat byl naptiklad piipravovan roztrhanim malého kousku
zivoci$né tkdné pomoci jehel, nebo rozmélnénim mezi dvéma sklicky. Pozdéji se pfistoupilo
ke zhotovovani tenkych fezii z pozadovanych tkani. K tomuto ucelu byl zkonstruovan pftistroj
zvany mikrotom, ktery umoziuje krajeni na fezy o tloustce v fadech mikrometra. Néasledné se
zaCalo stale cCastéji pouzivat metodiky barveni histologickych fezli riiznymi barvami a
v pozdgj$i dobé 1 jejich kombinacemi. Dnes je tedy nejbéznéjsi formou histologického
preparatu tenky fez urCitym organem obarveny nékterou z metod histologické techniky a

zamontovany mezi podlozni a kryci sklicko (Vacek, 1996, Junquiera et. al., 1997).

1.4 Kvalitativni zpracovani preparatu

Kwvalitativni zpravovani histologickych preparati je zaméfeno na to, co v jednotlivych
vzorcich 1ze prokdzat pomoci rtiznych barveni. Naptiklad : ve tkani kde je podezieni na
krvaceni, lze pouzit barveni pro prikaz Zeleza. Zelezo se pomoci specidlniho barveni na
zelezo barvi modte. Po obarveni vzorku tedy lze fici, zda trojmocné Zelezo obsahuje ¢i nikoli
a tim padem zda doslo ke krvaceni nebo ne. Dalsi béZznou praxi je napiiklad barveni fezi

z traviciho Ustroji na hlen, pro jeho lepsi znazornéni a piehlednost celého preparatu.

Kvalitativnimu zpracovani vzorku se podrobné¢ vénuji v kapitole 3 této prace.

1.5 Kvantitativni zpracovani preparatu

Histologické preparaty je mozné zpracovavat i kvantitativné. Vyvoj kvantitativnich metod v
mikroskopickych oborech se z velké Casti kryje s vyvojem stereologie. Jde v podstaté o
kvantitativni hodnoceni trojrozmérnych objektii na zaklad¢ studia jejich dvojrozmérnych fezl
¢i vybrusii. Prestoze zabér moderni stereologie je v soucasnosti Sir$i, nepouziva se dnes v
béznych histologickych laboratofich a zlstdva i nadéale vysadou vyzkumnych pracovist.
(Tonar, 2008)

Tato prace se vSak bude naddle zabyvat pouze kvalitativnim zpracovanim preparata.

-10 -
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2 Cil prace

Cilem této prace je vytvorit sbirku histologickych preparati lidskych tkéni. A preparaty
obarvit tak, aby na kazdém znich vyniklo to co je pro danou tkan specifické. To bude
provedeno pomoci k tomu uréenych specialnich barveni. Tato sbirka bude slouzit pro
vzdélavani zdravotnich laboranti a pro zaskoleni novych pracovniki v histologické
laboratoii. Casto se totiz stava, ze laborant sice vi s jakou tkani pracuje ale v mikroskopu ji

nedokaze blize popsat.

1. Vytvorit sbirku histologickych preparath ztkani se kterymi se laborant nejcastéji
setkava v laboratofi. Bude pouZzit material biopticky i nekropticky podle povahy tkang.
2. Vytvotené preparaty budou vyfoceny pomoci specidlniho mikroskopu Leica DM 750 s
integrovanou kamerou Leica IC 50HD a pfevedeny tak do digitdlni podoby. Na
preparatech bude srozumiteln€ popsana struktura tkané ve vztahu k danému barveni,

aby tato sbirka mohla slouzit k vyuce zdravotnich laboranti.

-11 -
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3 Metodika

3.1 Zpisob odbéru materialu

Odbér materidlu provadi Iékar na ptislusném oddéleni v nemocnici.
e Excize
Vyftiznuta tkan, mize se jednat o pihu, kozni tumorek.
e Punkce
Souvisly valecek tkdn€, nejcastéji z prsu nebo prostaty.
o Kyretaz

vvvvvv

e Odbér celych organii nebo jejich ¢asti

Po té, co 1ékat odebere tkan musi ji ihned ulozit do sterilni nadoby viz obr.1 s dostate¢nym

mnozstvim fixa¢ni tekutiny a odeslat na histologické oddéleni.

Obr. 1: sterilni nadobky na odebrany material

(zdroj: autor)

-12 -
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3.2 Fixace tkané

3.2.1 Pojem a ucel fixace

Fixace je rychlé vysrazeni bilkovin, neboli denaturace, za pomoci fixacnich prostiedki.
Fixace ma zabranit samovolnému rozkladu tkané¢ tzv. autolyze. K autolyze dochazi
plusobenim enzymu a vede k aplnému rozkladu bunék a tkani. Fixace musi byt nejen rychla,
ale zaroven 1 Setrnd, aby nedoslo k poskozeni struktury tkané. Pti fixaci vSak vzdy dochézi ke

v

je za potiebi pouzivat co nejkvalitné;jsi fixacni prostiedky. (Vacek, 1996)

3.2.2 Fixacni prostredky
e Fyzikalni — v histologii se v podstaté nevyuzivaji. Fixace suchym teplem -
vyuziva se témet vyhradné v mikrobiologii k fixaci natéri. Fixace varem — malé
kousky tkané se vati v roztoku 40% formolu. Tato fixace je vSak velmi
nedokonala a vede k vyznamnému poruseni struktur tkané. Proto je
v histologickych laboratotich pouZzivana jen vyjimecné ve specidlnich ptipadech.

e Chemicka - je zaloZena na pouziti riznych fixac¢nich tekutin, nebo jejich par.

Fixacni tekutiny Fixacni tekutiny s kyselinou DalsSi malo pouzivané
s formaldehydem pikrovou fixa€ni tekutiny

10 - 20% FORMOL Bouinova tekutina Susa

Backerova tekutina Tekutina se sublimatem Zenkerova tekutina
Neutralni formol Ethanol

Bromformol Oxid osmicely
Rothova tekutina Hellyho tekutina

Slany formol

Tab. 1: piehled fixa¢nich tekutin

3.2.3 Metodika fixace

Fixace tkan¢ se provadi tak, ze vyfiznuty kousek tkané¢ tzv. tkanovy blocek, se vlozi do
fixacni tekutiny. Fixace tkanového blocku se tidi nékolika pravidly :

a) tkanovy blocek musi byt dan do fixacni tekutiny co nejdiive po odbéru.

-13 -
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b) tkanovy blocek nesmi byt ptilis velky, tloustka by neméla piesdhnout 1 cm. Pokud by
byl blocek pftili§ velky doslo by k fixaci jen hornich vrstev a uvniti by doslo k autolyze
bunck. Pokud je potieba fixovat cely organ nebo velky kus tkané, vstiikuje se fixacni
tekutina ptimo do cév.

c) fixacni tekutiny musi byt dostatek, nejméné 20x az 50x vice nez je objem tkanového
blocku

d) fixacni tekutina musi mit ze vSech stran dostatecny pfistup. Proto tkanovy blocek
nesmi nikdy leZet na dn¢ nadoby, je podloZen vatou nebo filtraénim papirem

e) doba fixace je riizna podle druhu tekutiny a velikosti tkanového blo¢ku

(¢ Cech a Horky, 2005; Mandkova a Seichterova, 2002)

3.3 Zalévani do parafinu

Princip zalévani spocivéa v prosyceni odvodnéné tkan¢ rozehfatym parafinem pfi teploté 56-
58°C. Parafin vyplni vS§echny mikroskopické stérbinky v tkani, tak Ze se po ztuhnuti parafinu
da tkan nakrajet na velice tenké fezy. Nejbéznéjsi zalévacim médiem je tedy parafin, ale 1ze
pouzit i1 jind média jako je napiiklad Celoidin. U téchto médii je pak odliSny zplsob
zpracovani vzorku. (Vacek, 1996)

Odvodiiovani

Pted vlastnim zalitim do parafinu se musi tkan nejprve odvodnit. Tento tkon je provadén
v pfistroji zvaném Autotechnikon obrazky 2 a 3. Aby se v autotechnikonu vzorky mezi sebou

nepomichaly, davaji se do dérovanych nerezovych krabicek spolu s papirkem s identifikacnim

¢islem pacienta. Kroky probihajici v autotechnikonu:

I. Dofixovani tkané v roztoku Formolu obvykle dvé hodiny.
II. Odvodnéni tkan€ alkoholem o vzestupné koncentraci:

a. 70% -1 hod
b. 80% - l1hod
c. 96% - ctyfilazné po 1 hodiné

Prosyceni tkané xylenem

Tento krok také probihé v autotechnikonu.
d. dvé lazn¢ Xylenu po jedné hodiné
e. prvni parafinu jednu hodinu

f. druhy parafinu tfi hodiny
-14 -
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Oba tyto kroky je potieba ud¢lat dikladné, protoze alkohol se s parafinem nemisi. Kdyby tedy
doslo k zanedbani nékterého kroku, tkan by byla Spatn¢ prosycend parafinem a nesla by
nakrajet. Doba odvodnéni tkané zavisi na velikosti tkané, na jeji struktufe, poptipadé pouZiti
vakua které proces urychluje. Dilezitd je také pravidelnd vyména lazni. (Jirkovskad, 2006,

Vacek, 1996)

Obr. 2: autotechnikon Obr. 3: detail 1azni v autotechnikonu

(zdroj: autor) (zdroj: autor)

Vlastni zaliti tkanového blo¢ku

Po zpracovani tkan¢ autotechnikonem se pak postup tvorby preparatu dostava k samotnému
zaliti tkan¢ do zkvalitnéného parafinu. Diive se parafin zkvalitnoval ptidanim vcéeliho vosku a
piepalovanim v digestofi. Dnes se vSak vyrdbi komer¢né a je do laboratoii dodavan jiz
zkvalitnény.

Pti vlastnim zalévani je velmi dtlezitd orientace tkan€¢ v budoucim blocku obr. 7. Tkanovy
bloc¢ek vznikne vloZzenim tkané, zpracované v autotechnikonu, do formicky vyrobené pomoci
dvou nerezovych skobicek jak je vidét na obr. 4, a zalitim zkvalitnénym parafinem. JeSté nez
parafin ztuhne pfida se na vrch plastova krabicka obr. 5, s ¢islem vzorku které se shoduje
s ¢islem na privodce, ktera pfisla s materidlem. Pro dal$i kontrolu se navrch piidava i papirek
s &islem se kterym byla tkafi zpracovana v autotechnikonu obr. 6. (Cech a Horky, 2005;

Vacek, 1996)
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Obr: 4: formicka ze dvou skobicek Obr. 5: plastova krabicka

(zdroj: autor) (zdroj: autor)

Obr. 6: tkanovy blocek s identifikacnim ¢islem  Obr. 7: tkanovy blocek druhd strana

(zdroj: autor) (zdroj: autor)

3.4 Krajeni tkariovych blocku

Ke krajeni tkanovych blockl slouzi ptistroj zvany mikrotom obr.8. Dokaze krajet fezy silné
v fadech mikrometrii. V laboratofich se nejcastéji pouziva sila fezu maximalné 5 p, aby byl
preparat dobie prosvicen mikroskopem a struktury byly dobie citelné. Mikrotomy se daji
rozdelit do nékolika skupin, podle toho, jak jsou konstruovany. Nejbéznéjs$im typem je
mikrotom sankovy. Hlavnim znakem tohoto mikrotomu je, ze vzorek je pevné uchycen
svorkou obr.9 a proti nému se pohybuje velmi ostry niiz obr.10. Sklon noze i blo¢ku ptitom
lze nastavovat podle potieby, aby byl vysledny fez, co nejkvalitngj$i. Dal§im typem je
mikrotom rota¢ni, kde je naopak pevné uchycen niiz a proti nému rotuje tkanovy blocek.
Specidlnim typem tohoto mikrotomu je pak kryostat, kdy je rotacni mikrotom umistén
v chladici komote pfi teploté -10 az -20°C. Tento typ slouZi ke krajeni nativnich preparatl pii

rychlé peroperacni biopsii. (Marndkova a Seichertova, 2002; Jirkovska, 2006)
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Obr. 8: sankovy mikrotom Obr. 9: drzék blockt Obr. 10: niiz mikrotomu s krytem

(zdroj: autor) (zdroj: autor) (zdroj: autor)

3.4.1 Metodika krajeni tkarnovych blo¢ku
Zality tkanovy blocek se upevni do svorky mikrotomu a proti nému se posadi niz poptipadé
ziletka, podle typu mikrotomu, tak aby ostfi bylo rovnobézné s piredni hranou blocku. Nuz
musi s blockem svirat thel mensi nez 10°. Blocek se ze zacatku zkrajuje silnymi fezy dokud
se nenarazi na tkan, potom se mikrotom nastavi na silu fezu 5 p a kraji potfebné mnoZstvi
fezl. Pokud je vSe spravné nastaveno fezy se spojuji do souvislych paskd.

Po té, co jsou fezy ukrojeny na mikrotomu je potieba je pomoci StéteCku prenést na vodni
lazen. Takova lazent ma obvykle 20°C a slouzi k vypnuti '/

fezl predtim, nez se natahuji na sklicko. Lazen nesmi

byt piili§ horka, jinak by doslo k rozpusténi parafinu a |
znehodnoceni fezd. Je nutné neustile dbat na | T
oznacovani podloznich sklicek stejnym cCislem jako ma
blocek. Dulezité také je po kazdém blocku z ladzné
odstranit v§echny zbytky vosku a nepovedenych fezii.

Po natazeni fezu na sklicko se preparat musi vysusit
filtraénim papirem, popsat odpovidajicim ¢islem vzorku

a umistit do stojanku obr. 11.

Obr. 11: stojanek na preparaty

(zdroj. autor)
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3.5 Odparafinovani preparatu

Po nakrijeni a natazeni fezii na sklicka je potieba je tzv. odparafinovat. To proto, Ze
k barveni preparati jsou pouzivany vétSinou vodné roztoky barviv, které by se kviili parafinu
nedostaly do fezu.
Prvnim krokem odparafinovani je vlozeni sklicek sfezy ve stojancich na 45 min do
termostatu pii 60°C. Dale nésleduje n¢kolik 14zni:

e Xylen — do n¢j vlozime fezy na 20 minut. Zde dojde k samotnému odparafinovani.

e 96% alkohol

e 80% alkohol

e 70% alkohol

e Voda

Do alkoholtl a vody jsou preparaty vkladany vzdy na 5 minut. Tyto lazné€ jiz neslouzi
k odparafinovani, ale k zavodnéni tkané. Po vyjmuti z vody mlzeme preparaty libovolné

barvit.

3.6 Barveni

Histologické ftezy je po nakrdjeni nutné obarvit pfisluSnym barvenim, aby dosSlo ke
zviditelnéni jednotlivych slozek tkané¢ a dali se prohlizet v klasickém mikroskopu.
Neobarvené fezy lze také prohlizet, ale jen ve specidlnich mikroskopech s fazovym
kontrastem.

.Pfi barveni je vyuzivano toho, Ze rizné soucasti tkani jsou rizné afinitni k riznym barvivim.

Vysledkem toho je, Ze jednotlivé ¢asti tkani jsou barevné odlisSené. (Jirkovska, 2006)

V histologii se d€li barviva na bazickd a kyseld. Bazickd barviva barvi intenzivné hlavné
jadro, proto se jim muze fikat i barviva jadrova. Barviva kyseld naopak barvi predevsim
cytoplazmu bunék. Histologickych barvicich metod je hodné, ale v podstaté se jedna vzdy o
kombinaci jednoho bazického barviva, s jednim nebo vice kyselymi barvivy (Vacek, 1996).

Nejpouzivanéj§im bazickym barvivem je hematoxylin obr.12 a nejpouzivanéjSim kyselym
barvivem je eosin obr.13. Pokud jsou tedy zkombinovany dohromady tato dvé zdkladni
barviva vznikne tak nejzékladngj$i a nejpouzivanéjsi histologické barveni Hematoxylin -

Eosin (HE).
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Tkang 1ze barvit riznymi zptisoby, a to bud’ po fixaci tkan¢ viz bod 3.2.3. této prace, nebo za
ziva. Takovému barveni se fikd vitalni. Vitdlni barveni znamena, ze je barvici roztok
vstfikovan pokusnému zvifeti pod kizi za Ziva. Supravitalni barveni je stav kdy barvime

cerstvé neofixované kousky tkan¢€ odebrané po smrti. (Dvorak, 1978; Jirkovska 2006)

|,

Obr. 12: Weigertlv zelezity hematoxylin Obr. 13: eosin

(zdroj: autor) (zdroj: autor)

Nyni budou nasledovat podrobné rozepsané postupy barveni, podle kterych bylo postupovano
pii vypracovavani této prace.

Vsechny postupy barveni jsou provadény podle platného standardu: Standardni pracovni
postup - Znazornéni bunécnych a tkanovych struktur v histologickych tfezech. Vydano

Nemocnici Jindfichuv Hradec 1. 6. 2008.

3.6.1 Hematoxylin — Eosin

Podrobnéji v bod¢ 3.6. této prace
Proto, ze je toto barveni naprosto nejpouzivanéjsi mivaji Casto odd¢€leni specialni barvici
linku, ktera preparaty barvi automaticky. Na oddéleni histologie v nemocnici Jindfichiiv
Hradec vsak zatim vSe jesté barvi ru¢né€ v pfedem pfipravené fadé potiebnych roztokt, ve
kterych jsou pienaseny stojanky s preparaty obr. 11. Tato fada je vyménovana na konci
kazdého tydne.
Pouzivaji se odparafinované a zavodnéné fezy.
Postup :

1. 5-8 min — roztok Weigerttiv Zelezity hematoxilin

2. Oplach vodou

3. diferenciace kyselym alkoholem
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4. Oplach vodou do zmodrani fezi

5. 5 min roztok Eosinu

6. oplach ve tfech laznich 96% alkoholu

7. 5 min karbolxylen — odvodnéni

8. 5 min xylen — projasnéni

9. montovani do média — NEmisiciho se vodou
Barva Tkan
Modra Jadra bunék, chrupavka
Seda Epitel
Oranzova Erytrocyty
Cervena Kolagenni vazivo, svalovina
RdzZova Ostatni tkan

Tab.2: vysledek barveni hematoxylin — eosin

3.6.2 Van Gieson

Tato metoda je modifikaci pfedchozi metody barveni hematoxylin — eosin. Povazuje se také
za zakladni barveni
Pouzivaji se odparafinované a zavodnéné fezy.
Postup :
1. 5-7 min Weigertv Zelezity hematoxylin
oplach vodou
diferenciace kyselym alkoholem
oplach vodou do zmodrani fezt
3 min — roztok Van Gieson
oplach ve tfech ldznich 96% alkoholu
5 min - karbolxylen

5 min — xylen

 ® 2o bW

montovani do média — nemisiciho se s vodou
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Barva Tkan

Syté hnéda Jadra bunék
Tfesnové Cervena Kolagenni vazivo
Zluta Svalovina

Tab. 3: vysledek barveni Van Gieson

3.6.3 PAS reakce

Rozdéleni polysacharidu

Polysacharidy mohou mit podobu tzv. homopolysacharidi, to znamena, Ze jsou sloZzeny
pouze se sacharidii - mezi homopolysacharidy je nejvyznamnéjsi glykogen, ktery se
vyskytuje v cytoplazmé jaternich bun¢k a v srde¢nim svalu.

Nebo mohou byt slozeny ze sacharidu a latky jiné povahy. Podle toho je pak rozdélujeme
na mukopolysacharidy, mukoproteiny a glykoproteidy a na glykolipidy.
Mukopolysacharidy se jest¢ dale déli na neutrdlni a kyselé¢, pficemz neutrdlni se
vyskytuji hlavné v zaludecnim hlenu a kyselé jsou soucasti sekretti zlazek zaZzivaci
trubice. Mukoproteiny a glykoproteiny se vyskytuji v hlenu nékterych slinnych zl4z a
v retikularnich vlédknech. Glykolipidy se hojné vyskytuji hlavné v mozkové tkani.
(Vacek, 1996, Dvorak, 1978)

PAS reakce slouzi k prikazu neutrdlnich polysacharidi. Podstatou této reakce je oxidace

polysacharidii pifi které vznikaji aldehydy, které reaguji se Schiffovym reagens fialové-

¢ervenym zbarvenim. Pro toto barveni se pouzivaji odparafinované a zavodnéné tezy.

Postup:

1. 5 min— 1% kyselina jodista — oxidace
15 min — oplach pod tekouci vodou
15 min — Schiffovo reagens

15 min — oplach pod tekouci vodou

3 min — hematoxylin

oplach vodou

diferenciace kyselym alkoholem

® 2Ny kv

oplach vodou
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9. oplach ve tfech laznich 96% alkoholu
10. 5 min — karbolxylen
11. 5 min — xylen
12. montovani do média nemisiciho se s vodou
Barva Tkan
Purpurové Cervena PAS pozitivni slozky
Modra Jadra bunék
Tab. 5: barevny vysledek PAS reakce
3.6.4 Barveni alcianovou modyfi - ALC

Toto barveni slouzi k prikazu kyselych mukopolysacharidi, které jak se zminuji

v prede

hozim bod¢, jsou soucasti hlenovitych sekreti zldzek zazivaci trubice. Pouzivaji

se odparafinované a zavodnéné fezy.

Postup
1.

> 2o kWD

5-7 min — Hematoxylin

oplach vodou

diferenciace kyselym alkoholem
oplach vodou do zmodrani fez

5 min — roztok Pikro-ponceau S
oplach vodou

oplach ve tfech laznich 96% alkoholu
5 min — karbolxylen

5 min — xylen

10. montovani do média nemisiciho se s vodou

Barva Tkan
Modrozelena Kyselé mukopolysacharidy, hlen
Modra Jadra bunék
Cervena Kolagenni vazivo
Tab. 6: barevny vysledek barveni alcianovou modri
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3.6.5 Barveni hlenu

Hlen a hlenovité latky maji charakter polysacharidi a lze je obarvit mucikarminem. Tato

metoda vSak neni piili§ specifickd, protoze se podle ni neda urcit druh hlenu. Je také pomérné

zastarald a do své prace jsem ji zafadila jen pro porovnani k ALC a PAS reakci.

Pracuje se odparafinovanymi a zavodnénymi fezy.

Postup:

1.

o ® N bk WD

5 min — Weigertlv Zelezity hematoxylin
opach vodou

diferenciace kyselym alkoholem

oplach vodou do zmodréni jader

20 min — mucikarmin

oplach ve tfech ldznich 96% alkoholu

5 min — karbolxylen

5 min — xylen

montovani do média nemisiciho se s vodou

Barva Tkan
Modra Jadra bunék
Cervena Hlen

Tab. 7: vysledek barveni na hlen

3.6.6 Barveni pro prikaz kolagenniho vaziva

e Kolagenni vazivo je typ pojivové tkan€ a v lidském téle je nejrozsifenéjSim
druhem vaziva. Je sloZzeno z vazivovych vlaken, vazivovych bun¢k a rosolovité
mezibunééné hmoty. Kolagenni vazivo se vyskytuje zejména ve Slachach,

svalovych uponech a vytvari obaly organt.

Obecné se kolagenni vazivo barvi v§emi kyselymi barvivy. Proto jsou pro priikkaz kolagenniho

vaziva vhodna vSechna pirehledna barveni zejména Van Gieson, o se kterém podrobné

zminuji v bod¢ 3.6.2. této prace a Massonovy trichromy o, kterych budu psat nyni.
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Masonovy trichromy se rozdé€luji na zluty trichrom — barveno Safrdnem, modry trichrom —
barveno anilinovou modii a zeleny trichrom — barveno svétlou zeleni. Pii vypracovavani této

prace byl pouzit modry trichrom. Pouzivaji se odparafinované, zavodnéné fezy.

Postup barveni Massoniv modry trichrom:
1. 5 min — hematoxylin

oplach vodou

diferenciace kyselym alkoholem

oplach vodou do zmodréni fezt

5 min — Ponceau kysely fuchsin

oplach destilovanou vodou

15 min — oranz G

oplach destilovanou vodou

° ® N bk WD

3 min — anilinova modf

—_
=]

. oplach destilovanou vodou

—_—
—_—

. oplach ve tfech laznich 96% alkoholu

—_
\S]

. 5 min — karbolxylen

—_
(O8]

. 5 min — xylen

_
N

. montovani do média nemisiciho se s vodou

Barva Tkan

Modrocéerna Jadra bunék
Modra Kolagenni vazivo
Cervena Svalovina

Oranzova Erytrocyty

Tab. 8: vysledek barveni modrym Massonovym trichromem

3.6.7 Barveni Weigertovym Resorcin fuchsinem

Toto barveni se vyuziva k pfehlednému znazornéni elastickych vldken a blanek. Elasticka
vldkna jsou velmi ohebnd, vétvi se a vytvaieji slozitou prostorovou sit’.

Pouzivaji se odparafinované a zavodnéné fezy.
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Postup:

l.

° ®» N bk WD

10.
11.

30 min — roztok Resorcin fuchsinu

oplach pfebytecného barviva vodovodni vodou
5 min — Weigertliv hematoxylin

oplach vodou

diferenciace kyselym alkoholem

oplach vodou do zmodréni jader

5 min — pikrofuchsin

oplach ve tfech laznich 96% alkoholu

5 min — karbolxylen

5 min — xylen

montovani do média nemisiciho se s vodou

Barva Tkan

Modra Jadra bunék

Cerna Elasticka vlakna

Cervena Kolagenni vazivo, svalovina
Rlzova Ostatni tkan

Tab. 9: vysledek barveni pro prikaz elastickych vldken

3.6.8

Prikaz zeleza

Principem této metody je, Zze chemickym plisobenim reagen¢niho roztoku dojde k oxidaci

dvojmocného Zeleza, vazaného ve tkéani, na trojmocné které se ve vysledném preparatu

znazorni modie. Pouzivaji se odparafinované a zavodnéné fezy destilovanou vodou.

Postup
1.

A

20 min — roztok 24 ml 2% ferrokyanidu draselného + 15 kapek kyseliny
chlorovodikové

oplach destilovanou vodou

5 min — jadrovéa Cerven

oplach destilovanou vodou

oplach ve tfech ldznich 96% alkoholu

5 min — karbolxylen
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7. 5 min — xylen

8. montovani do média nemisiciho se s vodou

Barva Tkan
Cervena Jadra bunék
Modra Zelezo

Tab. 10: vysledek barveni pro prikaz zeleza

3.6.9 Prukaz retikularnich vlaken

Pro prukaz retikuldrnich vlaken se pouziva metoda impregnace. Zakladni podminkou pro
uspeésné provedeni je naprosta Cistota pouzitého laboratorniho skla, chemikalii a destilované
vody. Retikularni vldkna se impregnuji zejména dle Gomoriho. K impregnaci se pouzivaji

odparafinované a zavodnéné fezy v destilované vode¢.

Postup:

1. 3-5min - oxidace v 0,5% roztoku manganistanu draselné¢ho

2. oplach fezi ve vodé

3. 2 min — béleni ve 2%roztoku pyrosifi¢itanu draselného

4. 10 min — vodovodni voda

5. oplach v destilované vodé

6. 1 min — 2% roztok kamence zelezitého

7. 5 min — vodovodni voda

8. 5 min — oplach v destilované vodg¢, kterd se nékolikrat vymeéni
9. 1 min — amoniakalni roztok stiibra

10. oplach destilovanou vodou

—_
—_

. 5 min — 10% neutralni formol

—
[\

. 7-8 min — 1% roztok chloridu zlatitého

—_
(98]

. oplach destilovanou vodou

—_
~

. 1 min — 1% roztok thiosiranu sodného

—_
9]

. 5 min — tekouci vodovodni voda

—
o)

. 5 min — jadrova Cerven

—_
~

. oplach destilovanou vodou
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18.
19.
20.
21.

oplach ve tfech laznich 96% alkoholu
5 min — karbolxylen
5 min — xylen

montovani do média nemisiciho se s vodou

Barva Tkan

Cerna Retikularni viakna
Sedohnéda Kolagenni vlakna
Cervena Jadra bunék

Tab. 11: vysledek impregnace retikuldrnich vldken

3.6.10

Barveni pro priukaz acidorezistentnich bakterii

Bunécnd sténa acidorezistentnich bakterii obsahuje lipidické latky a proto je nelze barvit

vvvvvv

Mycobacterium tuberculosis, pivodce tuberkulézy, kterému se nékdy zastarale tfika Bacil

Kochiv. Proto se nékdy ve starsi literatuie 1ze setkat se zastaralym nazvem barveni na BK. K

barveni se pouzivaji odparafinované a zavodnéné fezy.

Postup
l.

> N o kWD

10.
11.

fezy umistime do sklenéné kyvety s prefiltrovanym karbolfuchsinem a dame na 1
hodinu do termostatu pii 56°C
po vyjmuti kyvety z termostatu nechdme jest€ barvit 20 min pfi pokojové teploté
oplach pod tekouci vodou dokud stéka barva
diferenciace kyselym alkoholem
oplach vodou
10 — 20 sec — 0,5% roztok svétla zelen
oplach pod tekouci vodou
oplach v 96% alkoholu
oplach v absolutnim alkoholu
oplach xylenem

montovani do média nemisiciho se s vodou nebo do kanadského balzamu
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Barva Tkan
Jasné ¢ervena Acidorezistentni bakterie
Svétle zelena Okolni tkan

Tab. 12: Vysledek barveni acidorezistentnich bakterii

3.7 Montovani

Vsechny preparaty je nutné ihned po obarveni zamontovat do média a piikryt krycim
sklickem. Bez toho nelze preparaty pod mikroskopem viibec prohlizet. Je to dilezité i pro
budouci uchovani vzorku (Jirkovskd, 2006). Na histologickych oddélenich se preparaty
archivuji jesté 5 let po jejich vytvoreni. Vzorek po celou tuto dobu nesmi vyschnout jinak by
byl znehodnocen a nedal by se v budoucnu pouzit. Pro tento piipad se proto na histologickych

oddélenich skladuji i tkdnové blocky a to po dobu deseti let.

3.7.1 Postup pfi montovani preparat

Po obarveni je preparat ponechan v posledni lazni nejcastéji xylenu, dokud preparat neni
zamontovan.

Preparat se vynda z lazn¢ a doprostied fezu se nanese trochu montovaciho ¢inidla, po té se
ptilozi kryci sklicko odpovidajici velikosti, tak aby nevznikly bubliny. PouZzivaji se zakladni
dva druhy montovacich médii a to bud’ nemisitelna s vodou nebo misitelnd s vodou, podle
toho jaké pouzivame barveni. Kazda laboratot pouziva jind media. V této praci bylo pouzito
jako médium nemisici se s vodou Biomount, ktery je do laboratotfe doddvan komerc¢ni firmou.
A jako médium misici se s vodou Glycerin, ktery si nechava laboratot michat v nemocni¢ni

1ékarné. (Manadkova a Seichertova, 2002)
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4 Vysledky

Na zékladé vySe popsané metodiky vznikly prepardty, které budou nyni popsany jak
z hlediska jejich histologické stavby tak i z hlediska jejich vztahu k rliznym barvenim.

Celkem bylo zpracovéano 30 preparatt, které jsou rozdéleny do 12 skupin podle druhu tkané.
4.1 Popis jednotlivych preparatu

4.1.1 Jatra

Na preparatu z jater je pii pozorovani nejvyrazngjs$i centralni zila jak je vidét na obr. 14
(ptiloha str. 1) a portobiliarni prostor, ktery je Iépe viditelny na obr.15 (ptiloha str. 1), protoze
bylo pouZito barveni které zvyraziuje predevsim kolagenni vazivo. Kolagenni vazivo je také
dobte viditelné v cévni sténé, kde se fyziologicky vyskytuje (Martinek a Vacek, 2008). Na
obr.16 (pfiloha str. 2) je pouzito barveni pro prikaz Zeleza, a jak je viditelné tato jatra zelezo
obsahuji. Zelezo se v jatrech fyziologicky nevyskytuje, miiZze znadit napiiklad to Ze jatra
pochazi od kutdka nebo alkoholika. Na obr.16 (ptiloha str. 2) jsou také jasné viditelné cerné
teCky, ty se jsou zpiisobeny kyselym formolem ve kterém byla jatra fixovana. Toto je Casty

jev u nekroptického materialu. (Brychtova a Hlobilova, 2008)

4.1.2 Tenké stirevo

Tenké stievo na rozdil od tlustétho ma klky a az na nich krypty, které ovSem nejsou tak
hluboké jako u tlustého stfeva. Pod kryptami se nachazi vrstva zvana submukoza obr. 17
(ptiloha str.2), kterd spojuje sliznici stfeva se svalovou sténou. Je tvofena pievazné
kolagennim vazivem. Svalova vrstva je tvofena hladkou svalovinou a je zodpovédna za
peristaltiku (Vacek, 1996). Jak je vidét na obr.17 (pfiloha str. 2) tenké stievo velice rychle
podléhéd autolytickym zménam, protoze obsahuje mnoho travicich enzymii. Tento vzorek

pochazi z nekropsie a proto je jeho struktura jiz zna¢né poSkozena.

4.1.3 Tlusté strevo

Tlusté stievo je mikroskopicky velmi podobné ostatnim ¢astem zaZivaci trubice. Od tenkého
stieva se vSak li§i tim, Ze nema klky, jen hluboké Lieberkiihnovy krypty coz je patrné na
obrazcich 18, 19 (ptiloha str. 3), 20, 21 (pfiloha str. 4). Na povrchu Lieberkiithnovych krypt

jsou Cetné poharkové buiky nejlépe viditelné na obr.18 (pfiloha str. 3). Pro tlusté stfevo je
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charakteristicka tvorba hlenu, kterd je dobfe rozpoznatelna zejména na obrazcich 19 (ptiloha
str. 3) a 20 (ptiloha str. 4), kdy na obr. 19 je hlen obarven modrofialové a na obr. 20 tyrkysoveé
modie. Méné rozpoznatelny hlen je na obr. 21 (pfiloha str. 4), ktery je obarven
mucikarminem, toto barveni, jak je vidét na obrazku, neni pfili§ specifické a proto se jiz

v histologickych laboratotich nevyuziva. (Vacek, 1996; Martinek a Vacek, 2008)

4.1.4 Ledvina

Zékladni funk¢éni jednotkou ledvin je nefron, ktery je tvofen glomerulem obalenym
Bowmanovym vackem, proximalnim tubulem, Henleovou klickou a distalnim tubulem. Pro
preparaty z kiry ledvin jsou hlavnim znakem glomeruly, ty jsou dobfe patné jak na obr. 22
(ptiloha str. 5) tak i na obr. 23 (pfiloha str. 5). Na obr. 23 (ptiloha str. 5)je také dobie
viditelné ze kiira ledviny je tvofena pfevazné kolagennim vazivem, to se modrym trichromem
barvi modie. Obal Glomerulu je tvofen Bowmanovym vackem, ktery je vyhradné

z kolagenniho vaziva. (Vacek, 1996)

4.1.5 Plice

Plice jsou v mikroskopu rozeznatelné od ostatni tkané¢ celkem snadno. Diky pfitomnosti
plicnich sklipkli vypada tkan jako dérava. Na Obr. 25 (ptiloha str. 6) , ktery je obarven na
elastiku, jsou Cerné obarvena elastickéd vlakna, kterd vytvari podptirnou sit’ pro vlastni plicni
tkan. Na obr. 26 (pfiloha str. 7) je pak patrné Zelezo sou€asné s antrakotickym pigmentem,
coz muze znalit ze zemiely byl kufdk, nebo zil ve velmi znecisténém ovzdusi (Brychtova a
Hilobilova, 2008). Vzhledem k tomu, ze vzorek plic pochazi z nekropsie je preparat mirné
zdeformovany a lisi se od fyziologicky vypadajicich plic.

Na obr. 27 (pfiloha str. 7) jsou vidét acidorezistentni tycky, v tomto ptipadé¢ mycobacterium
tuberculosis, které se barvi rizové. Materidl pochédzi z pozitivni kontroly pro barveni
acidorezistentnich bakterii. Plicni tkan napadena TBC je charakteristickd ptitomnosti

miliarnich uzliki obr. 28 (ptiloha str. 8). (Martinek a Vacek, 2008)

4.1.6 Srdce

Srdecni sténa je sloZend ze srde¢ni svaloviny neboli Myokardu, Epikardu a Endokardu.
Srdecni svalovina v sob€ spojuje vlastnosti svaloviny hladké a kosterni. Zakladni funkéni
jednotkou myokardu je jednojaderna svalova bunka kardiomyocyt, které jsou vidét na obr. 29

(ptiloha str. 8). Kardiomyocyty ve své cytoplazmé obsahuji aktin-myosinové myofibrily které
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jsou schopné stahu. Tyto bunky tvoii trojrozmérnou sit, navzajem pospojovanou tzv.

interkalarnimi disky. (Eroschenko a Di Fiore, 2005)

4.1.7 Slezina

Slezina je sloZena z bilé a Cervené pulpy a na povrchu ji chrani vazivové pouzdro. Bila pulpa
tvofi obal pro drobné artérie jak je vidét na obr. 30 (pfiloha str. 9). V bilé pulpé jsou také
uloZeny primarni folikuly, ve kterych vznikaji lymfocyty. Cervena pulpa je tvofena tramci
z retikularni tkané obr. 32 (ptiloha str. 10), které se oznacuji jako Billrothovy provazce, a je
husté vyplnéna ¢ervenymi 1 bilymi krvinkami. Slezina je také organem kde zanikaji ¢ervené
krvinky, proto jak je vidét na obr. 31 (pfiloha str. 9), obsahuje slezina hodné Zeleza (modra
barva). Tyto piestarlé erytrocyty jsou pak po rozpadu fagocytovany bunkami retikula. (Vacek,
1996, Young et. al., 2006)

4.1.8 Lymfaticka uzlina

Lymfatické uzliny jsou uloZené v pribchu lymfatickych cév. Jsou sloZzené zvaziva,
lymfatické tkan€ a lymfatickych cest viz obr. 33 (pfiloha str. 10). Klra se sklada z cetnych
lymfatickych folikull, které maji obvykle svétlejsi stied a tmavsi okraj jak je dobte zietelné
na obr. 34 (pfiloha str. 11). Ve stfedu folikulu se nachazeji hlavné lymfoblasty a plazmocyty,
na okraji jsou pak husté¢ nakupeny dozrévajici a zralé¢ lymfocyty. Lymfoblasty jsou bunky
s velkym mnoZstvim cytoplazmy a velkym svétlym jadrem a vyvijeji se z nich lymfocyty.
Lymfa je tekutina, kterd volné protéka lymfatickou uzlinou, odnési sebou zral¢ lymfocyty a
prinasi rizné cizorodé casteCky napft. bakterie, které se v uzling zachyti a fagocytuji.

(Dvorak, 1978, Eroschenko a Di Fiore, 2005)

4.1.9 Mozek

V lidském mozku je uloZena bild hmota uvnitf a Sedd hmota na povrchu jako tzv. kira jak je
znazornéno na obr. 35 (ptiloha str. 11) a obr. 36 (ptiloha str. 12). Histologicka stavba kiiry
mozku je velmi slozita a odpovida jeji dilezité funkci. BéZnym histologickymi barvenimi se
da v mozku sledovat hlavné tvar, velikost a hustota bun¢k v riiznych vrstvach (Martinek a
Vacek, 2008). Jak jiz bylo feceno stavba mozkové kiliry je nejen slozita ale také velmi odliSna

v ruznych ¢astech, a proto jeji spravné piecteni vyzaduje roky praxe.
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4.1.10 Mozecek

U fezu mozecku jsou snadno rozpoznatelné jeji tii vrstvy — molekularni, granularni a bila
hmota viz obr. 37 (ptiloha str. 12), v hloubce bil¢é hmoty jsou pak jesté ulozena jadra, kterad
jsou tvofena z hmoty Sedé, ty vSak na obrazku vidét nejsou. Dfeft mozeCku se smérem
k povrchu stromeckovité vétvi. Jak je vidét na obr. 37 (ptiloha str. 12), vrstva molekuléarni je
na rozdil od granuldrni velice chuda na bunky, je slozena hlavné z nervovych vlaken. Mezi
vrstvou molekularni a granuldrni je pak uloZena jedna fada Purkynovych buné€k viz obr. 38
(ptiloha str. 13), které se slozit€¢ vétvi do molekularni vrstvy. Od jejich zékladny pak
vystupuje neurit, ktery vede bilou hmotou az k hluboko uloZzenym jadrim (Young et. al.,

2006). Funkci mozecku je koordinace pohybt a udrzovani rovnovahy. (Dvordk, 1978)

4.1.11 Nadledvina

Nadledviny jsou zZlazy s vnitini sekreci ulozené na hornich poélech ledvin.

Jak je vidét na obr. 39 (pfiloha str. 13), nadledvina nema s ledvinou z histologického hlediska
mnoho spole¢ného. Nadledvina je sloZena ze dvou ¢asti , které se lisi histologickou stavbou i
funkei, a to z kiiry a diené.

V ktife dfen¢ Ize jesté rozlisit ti1 dalsi zony viz obr. 39 (ptiloha str. 13). Zéna glomerulosa je
sloZena z trdmeck, které se staceji tak, Ze pfipominaji klubicko. Zéna fasciculata je slozena
z vice ¢i méné rovnych trameckid. Zona reticularis se sklada z trameckd, které jsou navzijem
sitovité propojené¢ coze je znazornéno na obr. 40 (pfiloha str. 14), kde je vidét jak jsou
retikularni vlakna rozvétvena a obkruzuji buiky (Martinek a Vacek, 2008).

Drten je slozend ze sitovité usporadanych epitelovych tramci. Buiiky diené¢ obsahuji mnohem
vice granul, nez bunky kiiry viz obr. 41 (pfiloha str. 14). Tyto granula obsahuji hlavng
adrenalin. (Eroschenko a Di Fiore, 2005)

4.1.12 Kuze

Pokozka je tvotfena vrstevnatym dlazdicovym epitelem, jehoz vrchni vrstva je zrohovatéla.
Pod ni je vrstva zarodecna, ktera obsahuje velké mnozstvi bun€k, které slouzi k tmu aby se
kize mohla neustdle obnovovat. Nejhlubsi vrstvou je Skara, ktera je tvofena kolagennim
vazivem a vybiha proti kizi v podobé kuzelovitych vybézku tzv. papil (Vacek, 1996). Tyto tii
vrstvy jsou vyobrazené na obr. 42 (ptiloha str. 15). Na obr. 43 (pfiloha str. 15) je pak vlasovy
folikul se zarodkem vlasu a u néj mazova zlazka. Mazové Zlazky se nachazeji ve Skafe po

celém tele, kromé dlani a chodidel a vétSinou jsou vazany na vlasové folikuly. KoZzni maz
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slouzi k ochrané¢ kaze pted pisobenim potu a vody a zabranuje vysychani kiize. (Young et. al.,

2005; Vacek, 1996)

4.2 Mozné chyby pfFi zpracovani preparatu

Pro pochopeni procesu tvorby histologickych preparati je nezbytné popsat mozné chyby,
které mohou vzniknout pii vyrobé preparati a tim mohou mit fatalni vliv na celkovy vysledek
prace. Proces vyroby jednotlivych preparatii je natolik dlouhy a specificky, ze témét pfii
kazdém jednotlivém kroku miize byt do procesu zanesena chyba, pficemz jeji nasledek je
Casto patrny az pti koncovém vyhodnoceni kvality preparatu v mikroskopu.

Chyby mohou byt obecné¢ bud’ nahodné nebo systematické, coz predstavuje napiiklad
nedodrzeni pfedepsanych ¢astu provadénych tkont. Dalsi zvlastni skupinou chyb jsou chyby
hrubé, které by se nemély vibec vyskytnou a jsou zpisobené nejcastéji selhanim lidského
faktoru. Mezi tyto chyby mulzeme napiiklad zafadit zdménu preparatl, ztratu nebo

znehodnoceni vychozi tkang, kterou Casto nelze znovu ziskat.

4.2.1 Chyby pfi fixaci

Pokud je odebrana tkan vlozena do fixac¢niho roztoku pfili§ pozd¢€, naptiklad az po nékolika
hodinach, dojde k autolytickym zménam a tkéan je znehodnocena pro jakékoli vySetfeni.
Tkéanovy blo¢ek vklddany do fixacniho roztoku také nesmi byt pfili§ velky, pokud by byl,
tekutina by nemohla proniknout do stfedu bloc¢ku a opét by doslo k autolytickym zménam,
které vzorek znehodnocuji. Dalsi chybou pii fixaci byva ponechat tkanova blo¢ek na dné
nadobky s roztokem. ProtoZe fixa¢ni tekutina se pak nedostane do mist, kde se tkan dotyka

dna nadoby. Proto je tkai podkladana vatou nebo slozenym filtra¢nim papirem.

4.2.2 Chyby pfi zalévani

VSechny k roky mezi fixaci a vlastnim zalitim blocku jsou provadény v autotechnikonu,
pricemz v podstaté¢ nelze udé€lat néjakou zavaznou chybu. Pfistroj je naprogramovan
vyrobcem podle potieb laboratofe a pokud je potieba néjakych zmén vSichni laboranti
obvykle prochéazi Skolenim. Jedinou moZnou chybou je opomenuti vymény nékteré z lazni
v autotechnikonu, ale to je pfistroj sdm schopen ohlésit a bez vymény 14zné ho nelze spustit.

Vlastni zalévani tkanového blocku se dnes provadi pomoci zkvalitnéného parafinu, diky

kterému v podstaté nedochazi k moznosti vzniku dal$ich chyb.
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4.2.3 Chyby pfi krajeni

Pti krajeni hraje velkou roli i teplota v mistnosti, pokud je pfilis teplo, fezy se lepi na niiz a
trhaji, v takovém pfipad¢ pomtize jen kostka ledu, kterd se na chvili polozi na blocek. Dalsim
dialezitym faktorem je 1 ostfi noze, pokud je tupy fezy se stlacuji ve varhanky a je nemozné je
natdhnout, pokud ma ntiz byt’ mikroskopické zuby na fezech se objevuji rovnobézné ryhy se
smérem fezu. V takovém piipadé¢ je nutné niiz nabrousit a nebo v ptipad¢ ziletky ji vymenit za
novou. Pokud se fezy pti krajeni krouti pravdépodobné je Spatné nastavena sila fezu, staci
tedy nastavit mikrotom na obvyklych 5u. Po nakrdjeni a natazeni fezl je pak nesmime
zapomenout dat na 45 min do termostatu pii 60°C, pfi tomto procesu dojde k pevnému

prilnuti feza ke sklicku a odkapani ptebytecného parafinu.

4.2.4 Chyby pfi barveni

Ptfed samotnym barvenim je nejprve nutné fezy odparafinovat pomoci xylenu, do kterého
vlozime fezy na 10-20 min. Odparafinovany fez je pak nutné zavodnit, aby mohlo dojit
k samotnému barveni, k tomu slouzi fada ctyi alkoholii se sestupnou koncentraci a posledni
lazen s vodou. To proto, ze k barveni preparatd se pouzivaji vétSinou vodné roztoky barviv,
které by se kvtili parafinu nedostaly do fezu. U téchto krokl je opravdu dulezité dodrzet Casy,
protoze pokud by doSlo k nedostateénému odparafinovani nebo zavodnéni fez by neSel

obarvit a byl by tak naprosto znehodnocen.

vvvvvv

wvr

nutné mit naprosto Cisté laboratorni sklo i roztoky a striktné dodrzovat Casy, kdy se Casto
jednd 1 o vtefiny. Impregnacni metody byvaji obvykle ¢asové narocné a pokud jiz na zacatku
dojde k drobné odchylce, zjistime chybu ¢astokrat az na konci a celd zdlouhava prace tak byla
zbytecna.

Po obarveni preparatu nesmime zapomenout ho odvodnit, jinak by neslo preparat zamontovat,

pro montovani se totiz obvykle pouziva médii nemisicich se s vodou.

4.2.5 Chyby pfi montovani

Zakladni chybou pfi montovani mtize byt hlavné pouziti nespravného montovaciho média, to
se vSak da poznat na prvni pohled. Sklicko na preparatu nedrzi a vytvaii se pod nim jakoby
mastné skvrny. V takovém pfipad¢ preparat znovu ponofime do xylenu a pouzijeme spravné

médium. Dal$i chybou je vznik bublinek pod krycim sklickem. Tato chyba se vSak také necha
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pomérné snadno odstranit a to mirnym zatlatenim na okraj kryciho sklicka a rozehnanim
bublinek ven. K vétsi tvorbé bublinek miize dochéazet zejména kdyz je pfilis husté montovaci

médium, v takovém piipade do n¢j staci nakapat par kapek xylenu.
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5 Diskuze a zaver

Vzhledem k tomu, Ze na pocatku prace nebyly stanoveny zadné hypotézy, je tato prace
zamétend spiSe reSerSné. Z toho diivodu povazuji za vhodné, spojit body diskuse a zavér
dohromady.

Vsechny laboratorni metody pouzité pro tvorbu histologickych preparati v ramci této prace se
bézné vyuzivaji v praxi. Za jedinou vyjimku bychom mohli oznacit metodu barveni hlenu
mucikarminem. Tato metoda neni pfili§ specificka, protoze se podle ni neda urcit druh hlenu a
proto se jiz v dnesni dobé& nepouziva. Jeji zafazeni v této praci ma vsak sviij smysl, aby bylo
mozné porovnat jeji vysledky s metodami novéjSimi a to metodou PAS reakce a barveni
alcidnovou modii..

VSechny ukazkové preparaty popsané v této praci byly, s vyjimkou zpracovani tkané
v autotechnikonu, vytvofeny ru¢né. To jsou postupy, které se jesté dnes stdle pouzivaji
zejména v mensich laboratornich provozech. Ve vétSich laboratofich a novych nemocnicich je
dnes jiz béZnou praxi pouzivani zalévacich a barvicich linek. Nicméné 1 v dneSni dob¢ a
v téchto velkych a modernich laboratofich je nenahraditelnda manuélni prace laboranta,
zejména pii tvorbé nékterych netypickych preparatu pro jejichz ziskani je nutné pouzivat
tak 1 nadale zGstava predevSim kréjeni tkanovych blocki na které dodnes neexistuje zZadny
plné automaticky pfistroj.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze poznatky, shrnuté v této praci jsou aktudlni a uzite¢né nejen
pro pracovniky malych laboratornich provozi, ale i pro laboranty, pracujici ve velkych a
modernich laboratofich.

Je nutné uvést, ze v ramci této prace nejsou, z nize uvedenych divodu, vSechny druhy tkani a
jim odpovidajici druhy barveni. N¢které typy vySetfeni se v histologickych laboratotich
provadéji pouze vyjimecné (jednou nebo dvakrat za rok) a nebylo proto mozné tyto preparaty
ziskat. Jedna se napiiklad o ne pfili§ Casté vySetieni pro prokazani tukli v tkani nebo
zpracovani tvrdych tkani. To jsou naptiklad kosti a zuby, které jsou zpracovavany metodou
vybrusi. Pokud by mély byt tyto specifické preparaty v této praci vSechny obsazeny, musela
by celd prace mit daleko véEtsi rozsah, ktery by velmi presahoval béznou délku bakalaiské

prace. Z tohoto divodu také tato prace neobsahuje histochemické a imunologické metody,
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které¢ se sice dnes v histologickych laboratofich jiz béZné vyuzivaji, ale jsou velmi drahé,

jejich tvorba vyzaduje dalsi specidlni postupy a do této prace by se jiz jejich popisy nevesly.

Soucasti prace je i seznam moznych chyb, kterych se mohou pracovnici laboratoii dopustit.
Tento seznam je podrobné rozepsan v kapitole 4.2 Mozné chyby pfi zpracovani preparatii a
m¢l by slouzit laborantiim jako névod pro v€asné odhaleni moznych chyb a jejich pfipadnou
kompenzaci.

Hlavnimi cili této prace bylo vytvoteni ucelené sbirky histologickych preparati pro studijni a
vyukové ucely a jejich naslednd digitalizace, dukladny popis a zhodnoceni. Jsem
piesvédCena, Ze oba zadané cile jsem splnila a vysledky této prdce mohou poslouzit
k dalsimu vzdélavani mych kolegh a zaSkolovdni novych laboratornich pracovnika

v histologickych laboratotich.
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Vysvétleni pojmu

Absolutni alkohol — je bezvody 100% alkohol. Ktery se pfipravuje tak, ze k 96% alkoholu
pridame modrou skalici, ktera z alkoholu pohlti pfebytecnou vodu. V ldhvi je usazena na dné,

takze nijak nekontaminuje alkohol.
Autotechnikon — pfistroj ve kterém dochazi k odvodnéni a prosyceni tkdné€ parafinem.

Biomount — montovaci médium nemisici se s vodou, které je komercné¢ dodavané do
laboratofi. Je to ¢ird vazka hoflava tekutina, kterd drazdi kdzi a sliznici. Pfi manipulaci je

nutné pouzit ochranny odév a rukavice.

Celoidin — nitrat celulozy, ktery se pouziva k zalévani velmi hutnych tkani jako jsou

naptiklad kosti a zuby

Diferenciace — krok pii kterém se odbarvi pfebyte¢né nabarvena tkan. Pii barveni za pouziti
Weigertova zelezitého hematoxylinu se obarvi vice tkdn€ nez je zapotiebi, proto pouzijeme
kysely alkohol, ktery tuto ptebyte¢né nabarvenou tkan zase odbarvi a nechd nebarvend jen

jadra.

Formol — je 40% roztok formaldehydu ve vodé¢, je jednou z nejvice pouzivanych fixa¢nich

tekutin. Je to bezbarva kapalina draZzdivého zapachu, silné€ drazdici sliznice.

Kanadsky balzam — pfirodni pryskyfice z kanadské jedle, ktera slouzi jako montovaci

médium. Ma lehce nazloutlou barvu a specifické pryskyficové aroma.

Karbolxylen — pokud umistime krystalicky fenol do termostatu pii 56°C tak zkapalni. A po

smiseni s xylenem v poméru 1:7 vznikne karbolxylen.
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Kysely alkohol — kazda laboratot ho ptipravuje mirn¢ odlisn¢ podle pouzitého hematoxylinu.
Nejbéznéjsi je priprava, kdy se k 1000 ml 70% alkoholu ptida 25 ml koncentrované kyseliny

chlorovodikové.

Masonovy trichromy — nazev pro tfi barveni, kterd se od sebe lisi pouze pouzitou barvou —

zelena - svétla zelen , zluta - Safran, modra — anilinova modfr.

Mikrotom — pfistroj, ktery slouzi ke krdjeni velmi tenkych fezil, které se pak pouzivaji pro

histologicka vysetfeni
Peroperac¢ni biopsie — je rychla biopsie, kdy chirurg na sale odebere pacientovi kousek tkané
a posle ho na histologické vysetfeni zatim co je pacient v narkéze. Podle vysledku biopsie se

pak chirurg rozhodne o dal$im postupu operace. Toto vySetieni musi byt hotové do 20 min.

Stereologie — Véda zabyvajici se statistickym odvozovanim geometrickych vlastnosti

zkoumanych struktur pomoci testovacich sond, které se zavedou do vzorku.

Xylen — sm¢s tfi izomert dimethylbenzenu, pouziva se jako rozpoustédlo. Je siln€ hoflavy.
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Prilohy

Al |B

Obr. 14: Jatra (Hematoxylin-eosin 5x); A= centralni zila; B= portobiliarni prostor

(zdroj: autor)

Obr. 15: Jatra (Van Gieson 5x); A=centralni zila; B=portobiliarni prostor
(zdroj: autor)
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Obr. 16: Jatra (Barveni na zelezo 40x); A=modie obarvené Zelezo; B=formulovy pigment

(zdroj: autor)

Obr. 17: Tenké stfevo (Hematoxylin-eosin 10x); A=zbytky krypt; B=submukoza;
C=muskularis

(zdroj: autor)
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Obr. 18: Tlusté stfevo (Hematoxylin-eosin 10x); A=poharkové bunky; B=podslizni¢ni vazivo
C=Lieberkiihnova krypta

(zdroj: autor)

Obr. 19: Tlusté stfevo (PAS reakce 10x); A=hlen; B=Lieberkiihnova krypta; C=poharkové
bunky s hlenem; D=povrchovy epitel s hlenem
(zdroj: autor)
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Obr. 20: Tlusté stfevo (Alcianova modi 10x); A=podslizni¢ni vazivo; B= Lieberkiithnova
krypta s poharkovymi buitkami; C=kyselé¢ mukopolysacharidy
(zdroj: autor)
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Obr. 21: Tlusté stfevo (barveni na hlen 10x); A=hlen; B=Lieberkiihnova krypta
s poharkovymi bunikami; C=podslizni¢ni vazivo
(zdroj: autor)

Ptiloha strana 4



Katedra laboratornich metod, Zdravotn&-socialni fakulta JCU Veronika Jani

Obr. 22: Kura ledviny (Hematoxili-eosin 10x); A=glomeruly; B= distalni tubulus;
C= proximalni tubulus

(zdroj: autor)

Obr. 23: Kura ledviny (Modry Massonuv trichrom 10x); A=glomerulus; B=proximalni
tubulus; C= distalni tubulus

(zdroj: autor)
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Obr. 25: Plice (Weigerttv resorcin fuchsin - elastika 20x)

(zdroj: autor)

Ptiloha strana 6



Katedra laboratornich metod, Zdravotn&-socialni fakulta JCU Veronika Jani

Al |B

Obr. 26: Plice (Barveni na zelezo 50x); A=makrofag pozirajici zelezo; B=antrakoticky
pigment

(zdroj: autor)

A

Obr. 27: Plice napadena tuberkul6zou (barveni pro prukaz acidorezistentnich bakterii 100x);
A= mycobacterium tuberculosis
(zdroj: autor)
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Obr. 28: Plice miliarni tuberkuléza (Hematoxylin-eosin 5x); A=miliarni uzliky

(zdroj: autor)

Obr. 29: Srde¢ni svalovina (Hematoxylin-eosin 20x)

(zdroj: autor)
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Obr. 30: Rez slezinou (Hematoxylin-eosin 20x); A=Cervena pulpa; B=arterioly; C=bila

pulpa
(zdroj: autor)

Obr. 31: Rez slezinou (barveni na Zelezo 20x)

(zdroj: autor)
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Obr. 32: Rez slezinou (Gémeri 20x); A=splav; B=tramce

(zdroj: autor)
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Veronika Jant

Obr. 33: Lymfaticka uzlina (Hematoxylin-eosin 10x); A=lymfaticky folikul v kufe uzliny;

B=sten uzliny; C=hilus s odvodnymi lymfatickymi cévami

(zdroj: autor)
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Obr. 35: Rez mozkem (Hematoxylin-eosin 10x); A=plexus choroideus; B=efendim; C=$eda
hmota

(zdroj: autor)
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Obr. 36: Rez mozkem (Hematoxylin-eosin 20x); A=bild hmota; B=8ed4 hmota

(zdroj: autor)

Obr. 37: Moze¢ek (Hematoxylin-eosin 5x); A=vrstva molekularni; B=vrstva turkynovych
buné¢k; C=vrstva granularni; D=bila hmota

(zdroj: autor)
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Obr. 38: Mozecek (Hematoxylin-eosin 50x); A=vrstva molekularni; B=vrstva granularni;
C=dendrit; D=purkynova buiika; E=neurit
(zdroj: autor)
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Obr. 39: Nadledvina (Hematoxylin-eosin 5x); A=z6na glomerulosa; B=z6na fasciculata;
C=zona reticularis; D=dien

(zdroj: autor)
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Obr. 40: Kura nadledviny (Gomeri 20x)

(zdroj: autor)
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Obr. 41: Dteni nadledviny (Gomeri 20x)

(zdroj: autor)
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Obr.42: Kuze (Hematoxylin-eosin 10x); A= vrstva rohova; B=vrstva zarode¢na; C=8kara

(zdroj: autor)
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Obr.43: Kize (Hematoxylin-eosin 10x); A=vlasovy folikul; B=mazova zlazka, C=8kara

(zdroj: autor)
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