Uvod do histologické techniky

Svételna mikroskopie (SM) je zakladni metodou pozorovani ve vSech oborech, jejichz pfedmétem
studia je obecnd stavba bunék, tkani a mikroorganizmdi. V pfirozeném stavu jsou tkané a organy
obvykle pfilis hmotné na to, aby mohly byt prosviceny. Aby bylo mozné studovat rlizné tkané a vyuzit
soucasné rozliSovaci schopnosti svételnych mikroskop, byly vyvinuty takové histologické techniky,
které ndm umozni zhotovit tenké prusvitné preparaty. Jen ve vyjimecnych ptipadech, kdy tkan je
sama o sobé dostatecné tenka nebo transparentni, miZzeme bez predbéziné pfipravy podrobit dany
vzorek mikroskopickému studiu. SM umozZiiuje studium objektd vZivém stavu za rdznych
fyziologickych a experimentalnich podminek. Ovsem vétsina vzork( tkani uréenych pro histologické
vySetieni vyzaduje pripravu tzv. trvalého preparatu. Zde je podminkou tkan nejprve Setrné a rychle
usmrtit procesem tzv. fixace. Abychom predesli natraveni tkani vlastnimi enzymy (autolyze) a
zachovali jeji strukturu a barvitelnost, musi byt tkdn, co nejdfive po vyjmuti z téla, umisténa do
fixacniho cinidla (fixativa). K dispozici je cela fada fixacnich prostredk(, pricemzZ nékteré latky je
mozno pouzit samostatné, jiné se kombinuji do smési, v nichZz se navzdjem doplnuji rzné fixacni
vlastnosti nékolika latek. V praxi nejpouZivanéjsi latkou je aldehyd kyseliny mravenci — formaldehyd.
Optimalni délka fixace je 24 — 48 hodin. Aby bylo moZné zhotovit tenké fezy, je treba tkan po fixaci
prosytit a zalit do zalévaciho media, které ji doda pevnou konzistenci. Tim se vytvofi homogenni
tkanovy blocek vhodny ke krajeni. Nejcastéjsim zalévacim mediem pro SM je parafin. Nemisi se vsak
s vodou, proto je dllezZité tkan nejprve odvodit (vzestupnou fadou koncentraci etanolu 70 — 100%).
Poté alkohol ve tkani nahradime rozpoustédlem (xylenem), které se misi se zalévacim mediem. Tkan
se po prosyceni rozpoustédlem stava transparentni. Proto se tento krok oznacuje jako projasnéni.
Parafinové blocky krdjime ocelovymi noZzi mikrotom(. Mikrotomy jsou pfistroje, umoznujici
zhotoveni fezl rGzné tloustky rfadové v mikrometrech. Pro
studijni Ucely a ucely rutinni diagnostiky se pouzZivaji rezy
kolem 10 um. Po skrojeni se fez pfenese na podloini sklo.
Pro zvyraznéni a odliSeni struktur ve tkanich je dilezité rezy
obarvit. Vétsina barviv pro histologické studium se chova
jako slouceniny kyselé a zasadité povahy. Struktury, které se
barvi bazickymi barvivy (hematoxylin), nazyvame bazofilni
(bunééné jadro, ribozomy). Struktury, které vykazuji afinitu

ke kyselym slozkdm barvici smési (eozin), oznaCujeme

acidofilni, eosinofilni (cytoplazma, myofibrily). Nejcastéjsi



v praxi pouzivanou smési barviv je hematoxylin eosin (H+E). Obarveny preparat se nasledné uzavre.
Jedna se o tzv. montovani. U¢elem je zabranit znehodnoceni obarveného preparatu vyschnutim,
mechanickym poskozenim, vyblednutim. Rez se zakdpne montovacim mediem (o stejném indexu
lomu jako podloini a kryci sklo) a pfikryje krycim sklem. Tim je vytvoren trvaly prepardt, ktery
muizZeme opakované prohlédnout v mikroskopu. Pfiprava takovychto parafinovych obarvenych tezl
(vCetné fixace) trva i nékolik dnl. Pro Ucely rychlé diagnostiky (peroperacni biopsie), kdy béhem cca
10 minut je zhotoven prepardt a stanovena diagndéza, se pouZiva tzv. zmrazovaci technika. Zmrazeni
tkani umoini zjednodusit cely predesly postup, protoZe ze zmrzlého tkanového blocku je mozné

nakrajet a obarvit fezy bez predchoziho zaliti.
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Obr. 2: Pfiusni Zlaza, S - sekrecni Useky Zlazy (bazofilni), V - Zlazové vyvody ve vazivovém septu (Se), T

- tukové bunky, barveno hematoxylinem — eosinem (OlyVia).



Obr. 3: Vldkna pfi¢né pruhovaného svalu kosterniho (eosinofilni <»), jaddra svalovych vldken (bazofilni

—), barveno hematoxylinem — eosinem. (OlyVia)
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Obr. 1: Vlastni fotografie



