Histochemie

Jednd se o histologickou metodu, pri které prokazujeme ve vzorku pomoci chemické reakce pritomnost latek (napfr.
enzymatickd aktivita). Zabyva se morfologii bunék, ale navic popisuje chemické latky v bunkach a prokazuje
bunééné inkluze. V histochemii prokazujeme pritomnost napf. polysacharidd, lipid{, enzyma.

Konvencni histochemie

Prakazy anorganickych iontu a slouéenin

Diagnosticky vyznamné je prokazovani urcitych latek v téle at uz v pripadé soudniho lékarstvi (zde napr. kvli
otravdm - As, Pb, Hg, Ag) nebo v patologii kvlli odchylkdm od norem vyskytu latek (Ca, Fe, Zn, Al).

= Ca2* se v téle vyskytuje v rozpustné, nerozpustné, ionizované i neionizované formé. Prokazuje se napf.
ionizovany diky barveni HE modre v alkalické reakci (pH > 9).

= Fe3* se prokazuje pomoci Perlsovy reakce (viz nize).

= Zn jako soucast inzulinu, ¢&i jako kofaktor mnohych enzymi se prokazuje pomoci zinconu s modrym
vysledkem, dithizonem s ¢ervenym vysledkem

Perlsova reakce

Siderofagy (makrofagy) pohlcuji staré nebo poskozené erytrocyty.
Degradaci hemu v nich pak vznikaji Zelezité ionty (najdeme je jesté ve
ferritinu), které se ukladaji do zasobni formy Zeleza - hemosiderinu. Po
pridani zluté krevni soli (hexokyanoZeleznatan draselny) a HCI (pro
vytvoreni kyselého prostredi) vznika reakci s hemosiderinem modra
srazenina oznacovana jako tzv. Berlinskd modr (~ Prussian blue).

Perlsova reakce se tedy pouziva k prikazu hemosiderinu, ktery se ve
velkém mnozZstvi fyziologicky nachdzi pouze v siderofazich. Slouzi také k
odliSeni lipofuscinu, hematoidinu a hematinu, které jsou Perls negativni.

Metodika barveni

SloZeni barviciho roztoku Sideroblasty obarvené Perlsovou reakci

1. ferrokyanid draselny
2. destilované voda
3. kyselina chlorovodikova (2%)

Rezy se umisti na 30 minut do barviciho roztoku pfi teploté 60 °C. Poté jsou Fezy vyjmuty z barviciho roztoku a
dobarveny jadrovou ¢erveni nebo hematoxylinem.

PAS reakce

PAS (Periodic Acid Schiff) reakce je zaloZzena na oxidaci volnych
hydroxylovych vazeb, napf. 1,2-glykolova vazba mezi dvéma sousednimi
uhliky v hexoséach, pomoci kyseliny jodisté (HIOy4). Vznikaji aldehydové
skupiny, které reaguji s Schiffovym reagens ( bazicky fuchsin +
pyrosific¢itan sodny Na,;S,05) za vzniku nové komplexni slouceniny, ktera
ma purpurovou barvu.

Struktury které Ize touto metodou detekovat, oznacujeme jako PAS
pozitivni (pr. glykogen v jatrech).

Metodika barveni

SloZeni Schiffova reagens: a 5 I obh.

Kandid6za zvyraznéna PAS reakci
1. bazicky fuchsin (=pararosanilin)

2. destilované voda

3. pyrosifi¢itan sodny

4. koncentrovana kyselina chlorovodikova

Tkanovy rez se oxiduje v 1% kyseliné jodisté po dobu 10 minut. Poté je vyjmut, oplachnut ve vodé a nasleduje
barveni Schiffovym reagens po dobu 10 minut. Nakonec se rez oplachne v destilované vodé a dobarvi
hematoxylinem (10 minut).

Bestliv karmin se pouzivd jako metoda prikazu glykogenu v misté s pfili vysokou koncentraci, kde PAS metoda
neni prehledna.
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Feulgenova reakce

Jedna se o reakci, ktera prokazuje pritomnost DNA. Spociva v hydrolyze DNA pomoci kyseliny chlorovodikové,
pri¢emz se odstépi purinové baze od sacharid a odhali se tak aldehydové skupiny na deoxyribdze. Poté, podobné
jako u prlikazu polysacharidl, reaguji aldehydové skupiny s Schiffovym ¢inidlem za vzniku nerozpustné purpurové
srazeniny.

Metoda se pouziva napriklad v patologii v nddorové diagnostice k urceni polyploidie bunék.
Prakaz lipidu

Lipidy se prokazuji na zmrazenych rfezech diky tomu, Ze barvivo mé vétsi afinitu k tukdim ve tkani, nez k latce ve
které je rozpusténo. Barviva se tedy rozpoustéji v organickych rozpoustédlech (isopropanolol, propylen glykol atd),
kterd ale musi byt dostate¢né naredéna. K barvivlim, kterd jsou uzivana ke znazornéni tukl, patfi Sudan Ill a IV
(Cervené) a Sudanova cern (¢erné), dale olejovéa Cerven nebo nilskd modr (rozliSeni kyselych a neutrainich lipidd).
Tuky se z tkani nesmi béhem zpracovani vyplavit. Jako fixa¢ni prostfedek pouzivame Bakerovu tekutinu (voda,
formol,chlorid vapenaty) - redukuje solubilitu nepolarnich lipidd.

Priikaz fosfolipid® - barvime luxolovou modfi. Metoda vhodnd pro znazornéni myelinové pochvy nervovych
vidken

Katalyticka histochemie

Tato metoda je pomérné narocnd, pricemz vyuziva zakladniho principu, Zze enzym reaguje se substratem, ktery je
premeén na konecny produkt histochemické reakce. Teprve tento produkt je poté preménén na barevnou slouceninu
(vizualiza¢ni reakce). Tento princip se vyuziva v mnoha aplikacich, tj. od marker{ protilatek nebo hybridiza¢nich
sond (viz nize), pres detekce metabolickych procesd v bunce, po patologie a soudniho Iékarstvi. Pfi viech téchto
postupech se musi zachovat 4 zakladni pravidla pro uskute¢néni katalytické histochemie:

= Pfesnost - pri zachovani morfologie sledovanych bunék ¢i tkdni nesmi produkt difundovat a musi zlstat v
mistech s predpoklddanym vyskytem enzymu.

= Specifita - konecny produkt je vysledkem reakce pouze jednoho o¢ekdvaného enzymu. Toto se ovéruje na
kontrolnich rezech.

= Reprodukovatelnost - pokus se mlze zopakovat bez vyznamnych odchylek.

= Validita - pri manipulaci s tkani nesmi byt enzym ztracen, jeho distribuce a aktivita je zachovana.

Pro zachovéni funkce enzymu nelze tkadn obvykle fixova

Afinitni histochemie

Jeden z mladsich obor(, ktery je stale vice vyuzivan jak ve vyzkumu, tak v diagnostice. Umoznuje prokazat v cilové
tkani velmi nepatrnd mnozstvi latek.

Imunohistochemie

Vyuziva se zdkladniho principu interakce antigen-protilatka, kdy se protildtky specificky vdZzou na cilovy antigen,
proti kterému byly , vypéstovany”. Monoklondlni protildtky jsou produkovény hybridomy. Polyklonalni protilatky
vznikaji po imunizaci v organismu ¢lovéka nebo zvifete. V imunohistochemii se vyuzivaji oba druhy protilatek.
Pritom byvaji néjakym zplsoben znacené, a tim dochazi k vizualizaci mista interakce a prlkazu antigeng.

Vyuziva se bud prfimého znaceni protilatky nebo se neznacena protildtka
vizualizuje pomoci jiné znacené protilatky:

Fluarescent'staining

= PFima reakce - v tomto pripadé nasedaji primarni protilatky, které tag .
jsou znacené, na antigen. Oznaéi tak misto interakce, aviak AN
nevyhodou je nizka citlivost a nutnost pouzit zvySené mnozstvi o D
protilatek. (B ()

= NepfFima reakce, ABC reakce, PAP reakce atd. - zamezuje o

nevyhodam primé reakce a zvysuje senzitivitu reakce. Primarni
protilatka priseda na svij antigen a sekundarni protiladtky se vdzou na
primarni protilatky. Antigen je tak oznacen mnohem vysSim poctem
molekul marker(, ¢imz se zvySuje citlivost reakce.

Prfima imunohistochemie

Mezi markery (znacky), které se pouzivaji k vizualizaci reakce, patfi:

fluorochromy - pro zviditelnéni reakce ve fluorescenc¢nim mikroskopu

avidin-biotinovy komplex - komplex ¢asto uzivany k amplifikaci signdlu (ABC metoda)

autoradiografie - protilatky nesou radioaktivni latky, které vysilaji zareni na fotografickou emulzi
enzymy - vyuziva se katalytické histochemie; protildtka nesouci enzym priseda na antigen a po dodani
substratu jej enzym preméni na barevny produkt napr. PAP(peroxidasa- antiperoxidasa) reakce

Pouziti imunohistochemie umoznuje napriklad zviditelnéni filament cytoskeletu, hormond, receptord apod.

Lektinova histochemie
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Lektiny jsou proteiny (nebo glykoproteiny), kterych se vyuzivé napriklad k uréovani krevnich skupin, mitogennich
stimulaci lymfocytl ¢i normalnich bunék. Vazi se vysoce specificky na sacharidové ¢asti makromolekul.

In situ hybridizace

Pokud je zndma urcitd sekvence nukleotidd v DNA ¢i mRNA, je mozné
pripravit oznaceny kus sekvence (tzv. sondu/probu) komplementarni k
originalni sekvenci nukleotidl. Na zakladé parovani bazi pak priseda
oznacena proba na komplementarni Usek DNA/mRNA a zviditelfuje ji. Uziva
se pro i pro identifikaci chromosom{ v interfazi, velmi ¢asto jako FISH
(fluorescencni in situ hybridizace).

£ Podrobnéjsi informace naleznete na stréankdch Hybridizace in situ,
Vysetreni chromozomd.

Odkazy

FISH metoda

Souvisejici ¢clanky

= Principy konvencni histochemie ve svételné mikroskopii
= Barveni ve svételné mikroskopii
= Barveni hematoxylin-eosin
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