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Pristroje pro pripravu zakladnich typu preparatu
pro svetelnou mikroskopii

Ke zhotoveni histologickych preparatd pro svételnou mikroskopii, je potfeba nékolik zékladnich postupt. Abychom
ziskali vzorek, je nutné provést biopsii nebo nekropsii [[1] (https://www.wikiskripta.eu/w/Odb%C4%9Br_materi%C3
%Allu_pro_histologick%C3%A9 vy%C5%Al1et%C5%99en%C3%AD)].

Poté se vzorek fixuje, zaléva, kraji, napind, barvi a nakonec montuje. Vznikne histologicky preparat, ktery mizeme
sledovat pomoci svételného mikroskopu. Je dllezité brat na védomi, ze pro svételnou mikroskopii je odliSna Gprava
vzorku nez pro elektronovou mikroskopii.

Oproti drivéjsim postupl@m, je velkd vyhoda automatizace nékterych Gkon0. Jednotlivé pristroje usnadnuji praci
laboranta, a zaroven urychluji cely proces pripravy vzorku.

Fixace

Fixace vzorku se provadi z d@vodu zamezeni autolyzy. Tkdnové enzymy zpUsobuji samovolny rozklad tkani. Musi se
provést denaturace bilkovin bunék a tkdni, co nejrychleji a nejSetrnéji. K tomu se vyuziva chemickych a fyzikdlnich
fixa¢nich prostredkd. Chemické fixaéni prostredky jsou roztoky jedné nebo nékolika organickych i anorganickych
slou¢enin (pf. formol, roztoky s kys. pikrovou, atd.) [!!

FyzikdIni fixace vyuziva teplo, var, vysuseni za nizké teploty nebo stabilizace pomoci mikrovin.

Stabilizace pomoci mikrovin

Na zakladé rléznych vyzkum{ se zjistilo, Ze az 40% bilkovin se mlze ztratit po fixaci formaldehydem. U stabilizace
pomoci mikrovin dochdzi ke smrsténi tkdné nebo rozpadu Cervenych krvinek. Dva védci Kok a Boon pfisli s tzv.
hybridni metodou, kdy se nejdfive pred chemickou fixaci provede mikrovinna stabilizace. Mikroviny v tkani vytvori
kandlky, které umoznuji lepsi prostup chemické fixa¢ni nebo jiné tekutiny. Toho se vyuziva nejen pro fixaci, ale také
pro zalévani do parafinu nebo barveni vzorku.

Dr. Anthony S.-Y. Leong publikoval préaci, kterd se zaméruje na metodu stabilizace pomoci mikrovin. Bloc¢ky s
tkédnémi se umisti do kadinky s fyziologickym roztokem a necha se na né plsobit mikrovinné zareni po dobu 5
minut pri 68°C. Poté se bloky dehydruji a zalévaji do parafinu. Diky této metodé se zlepsila kvalita uchovani
antigenu v tkanovych rezech.!?!

Metoda stabilizace pomoci mikrovin se provadi pomoci odvétrdvané mikrovinné trouby pro svételnou i
elektronovou mikroskopii.

Mikrovinné zareni ma vliv na ¢astice v tkani, které rozkmitd (zejména molekuly vody) stejné jako pfi Sireni tepla.
Mikroviny pronikaji dovnitr tkdné, a tim dochazi k relativné velmi rychlému zahrati celku. Je nutné tedy korigovat
teplotu.

Zalévani a odvodnovani
Zalévani

K zaliti vzorku se nej¢astéji pouziva nerozpustné médiu ve vodé- parafin. Diky plsobeni mikrovinného zareni se v
tkani vytvori mikroskopické Stérbiny, které parafin vyplni a umozni tak krajet vzorek v tenkych fezech. Je to metoda
rychld a snadnda. OvSem parafin nemUzeme pouzit u tkani tuzsi konzistence jako je chrupavka nebo kost. K tomu se
pouziva, napf celoidin. Parafin je nevhodny i pro prikaz lipidd (pouziti organickych rozpustidel)t,

U zalévaciho automatu se parafin udrzuje v tekutém stavu, proto zarizeni obsahuje ohfivaci box a zalévaci
komrky, kde je udrzovéna stéla teplota. Soucasti je také chladici deska, kterd zajistuje rychlé ztuhnuti vzorku.

Odvodnovani

Odvodnovani se provadi z dlivodu, abychom predesli smrsténi tkané, ke kterému by doslo, kdybychom tkan vlozili
rovnou do koncentrovaného ethanolu. Cely proces zalévani a odvodnovani trva okolo 1-2 dnd u parafinu, zélezi na
velikosti blo¢ku a zaliti do celoidinu az 3 dny, podle koncentrace celoidinu.

Mame dva typy odvodnovacich automat(d: Karuselovy typ a linearni typ.

Karuselovy typ- zfixovany vzorek se umisti do kosi¢ku do dirkované nddoby. Pfipevni se na karusel a postupné se
ponofi do ldzni s vzestupnou alkoholovou Fadou (70%, 80%, 96%, 100% ethanol), intermedia a do lazni s
parafinem. Jakmile je dodrzen potrebny cas, je proces odvodriovani ukoncen.Tento pristroj je rizen elektronicky a
mdzZe se také vyskytovat se zabudovanym vakuovym systémem.

Linearni typ- na rozdil od karuselového typu, jsou nadobky razeny za sebe. Do jednotlivych nddobek se umisti
vzorek a pomoci ¢erpadla jsou naplfiovdny a odsavany pfislusnymi roztoky, podle postupu pro odvodriovani vzorku.
Vyhodou je, Ze se zkracuje doba ponechani vzorku v jednotlivych laznich, aniz by se znehodnotil. Toto zafizeni je
opét fizeno elektronicky a mdzeme dosahnout teplotniho maxima az 99°C.

Mikrotomy
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Jsou to pristroje, které slouzi ke krajeni histologického materialu a zhotoveni jejich preparatl. Prvni mikrotomy se
zacaly objevovat ve druhé poloviné 19. stoleti pojmenovany J.E. Purkyném. Byla to velmi dobre nabrousena britva.
V jedné ruce se drzel blo¢ek, pro bezpe&nost zanofeny napf. do korkové zatky, a v druhé ruce bfitva. Rez byl
nedokonaly. Nejdrive se zaCaly zdokonalovat noze, které byly na jedné strané zcela rovné (Prof. Toldt), poté doSlo k
upevnéni noze se sklonem k blo¢ku.!3!

Je nékolik typd mikrotom(: sankovy, rotaéni, diskovy, ultramikrotom, laserovy mikrotom, atd. (posledni
dva maiji vyuziti zejména pro elektronovou mikroskopii).

Pouzivaji se ocelové noze, které Ize opakované brousit, ocelové pasky s ziletkovym ostFim na jedno pouziti
nebo pro glykol-methakryldtové bloc¢ky sklenéné noze. Diamantové noze se pouzivaji pro krajeni tvrdych
material{, napf. kosti a zuby. Jednotlivé noze maji také své typické sefiznuti a podle toho je rozdélujeme na:ndz s
horni plochou vydutou a dolni rovnou, niz s obéma plochami vydutymi, klinovitého tvaru- obé plochy
rovné a s jednou plochou rovnou!l!. Histologické fezy se kraji o tloustce od 4 do 20 um. Jejich tloustka Ize
nastavit pomoci mikrometrického Sroubu nebo elektronicky u modernich mikrotoma.

Sankovy mikrotom

Slouzi ke krajeni rezd zalitych do parafinu, celoidinu, Zelatiny nebo glykol-methakrylatové pryskyfrice. Nosi¢ s
blockem se pripevni do tzv. neapolské svorky, kterd umoznuje ménit sklon noze ke sméru rezu a také sklon noze k
roviné fezu (Ghel dan Ghlovou stupnici na svorce). Uhel, ktery svird ndZ s rovinou Fezu, by mél byt mensi jak 10°[11,
U tohoto typu mikrotomu je n(iz upevnén na sanich, které se pohybuji po kluzké plose lithinového podstavce. N0z je
veden v roviné proti bloku a po kazdém fezu je posunovan Sroubem do vysky o nastaveny pocet mikrometrd proti
blocku.

Rotac¢ni mikrotom

Slouzi vyhradné ke krajeni parafinovych blokd, zejména pro zhotovovani sériovych rez(. Nz je nepohyblivy,
upevnény v drzaku a proti nému se pohybuje svorka s blockem uchycena na posuvné tyci ve svislé roviné. Pri
kazdé otacce setrvacnikového kola se blok vysune pomoci mikrometrického Sroubu o predem nastaveny pocet
umt4. Ke svorce mikrotomového noze je vétdinou také pfipojen transportér, ktery slouzi k zachyceni fez(l v sérii. Ty
se spojuji v dlouhy péas presné po sobé jdoucich fezll a nesmi dojit k vynechani néjakého rezu. Jakmile k tomu
dojde, musi se misto oznacit.

Diskovy mikrotom

Vzorek je upevnén na disku mikrotomu a je krajen Ziletkou, ktery se k nému pfriblizuje. Oproti safilkovému a
rota¢nimu mikrotomu, méa vyhodu v tom, Ze je kvalitn&jsi, vykonnéjsi a ma lepsi ergonomii (lepsi uzptsobeni
pfistroje ¢lovéku)l. Zpracovani kontroluje mikroprocesor.

Kryostat

Umoznuje krajeni fezG nativnich i fixovanych pfi teploté okolo-15 az -22 °C, zalezi na typu tkdné. Pouziva se pro
prikaz lipidd, enzym{ a jinych histochemickych vysetrenich nebo pro pfipravu rezl pro Gcely rychlé diagnostiky.
Je to mrazici box, ve kterém je umistén sankovy nebo rotac¢ni mikrotom. Obsahuje kovovou svorku, k niz je
primrazen neprosyceny blo¢ek se vzorkem. Pouziva se také chladici stolek, ktery je chlazen termocldankem nebo
CO,[!. Umistuje se misto mikrometrického sroubu. NGz i blo¢ek jsou samostatné chlazeny. Tloustka fezl je obvykle
7 um. Blocek se pfimrazi na svorku nebo na chladici stolek kapkou vody a poté se vypousti oxid uhlicity az blocek
zcela promrzne. Pomoci mikrotomu se nakraji na potrfebnou tloustku rez(. Novodobéjsi kryostaty jsou opatreny UV
desinfekci, Ag antibakteridlni ochrannou povrchovou vrstvou, automatickym odmrazovacim plynem, volbou
manualniho nebo motorického krajeni.

Barvici automat

Jestlize chceme dobre zhodnotit preparat ve svételném mikroskopu, je tfeba ho obarvit. U neobarveného preparatu
nerozezname jednotlivé slozky tkané, diky malé odliSnosti lomivosti svétla. Rézné druhy barviv pouzivdme podle
toho, co potfebujeme obarvit. Zakladni rozdéleni je na barviva zasadita (barvi jddra) a kysela (barvi cytoplazmu).
Dale pfirozend (pr. hematoxylin, Safran) a uméla (pr. anilin).[[2] (https://www.wikiskripta.eu/w/Barven%C3%AD _ve_
sv%C4%9Bteln%C3%A9_mikroskopii)]

Tyto automaty se skladaji z rliznych laznich pro odparafinovani, barveni, odvodnéni a projasfiovani preparatd. Kose
se skly jsou pfendseny z jedné 14zné do druhé podle pfedem nastaveného ¢asu barveni a odkapéavani. Cas barveni
se nastavuje do 12 minut a je stejny pro kazdou lazen. Obarveni preparatu zavisi na typu reagencii a na poctu
pouzitych identickych lazni. Vétsina automatd v dnesni dobé jsou vybaveny tak, ze dokadzou zpracovat nékolik
vzorkd najednou, podle réiznych barvicich protokold. Umoziuji zpracovani az 600 skel za hodinu a jsou vybaveny
odsavanim a filtraci nebezpecnych vypard.

Montovaci automat

K nékterym barvicim pristrojim jsou pripojeny rovnou i montovaci automaty, kdy jsou pomoci robotického systému
prikladany kryci sklicka na obarvené preparaty. Montovaci médium musi byt latka dokonale prihledna s vysokym
indexem lomu. Jsou dva druhy téchto ldtek: Nemisitelné s vodou- rozpoustéji se v xylenu (pr. kanadsky balzam,
cedrovy olej nebo syntetické pryskyfice) a je nutné preparaty odvodnit a prosytit. Misitelné s vodou- (pf. glycerin,
glycerinova Zelatina, sirup z arabské gumy).
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