CESKE VYSOKE UCENIi TECHNICKE V PRAZE
FAKULTA BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVi

Katedra zdravotnickych obort a ochrany
obyvatelstva

BAKALARSKA PRACE

Kvéten 2016 Veronika Maurerova



CESKE VYSOKE UCENi TECHNICKE V PRAZE

Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
Katedra zdravotnickych obor( a ochrany obyvatelstva

Centralni nervova soustava a neurohistologické barvici metody

The central nervous system and staining methods in neurohistology

Bakalarska prace
Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi
Studijni obor: Zdravotni laborant
Vedouci prace: MUDr. Richard Becke

Veronika Maurerova

Kladno, kvéten 2016



Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi |

Katedra zdravotnickych oborti a ochrany obyvatelstva Akademicky rok: 2015/2016

Zadani bakalarskeée prace

Student: Veronika Maurerova

Obor: Zdravotni laborant

Téma: Centralni nervova soustava a neurohistologické barvici metody
Téma anglicky: The central nervous system and staining methods in neurohistology

Zadsady pro vypracovani:

Cilem préce je porovnani nejbéznéjsi histologické barvici metody, jakou je hematoxylin-eosin, se
specialnimi histologickymi barvicimi metodami véetné impregnacnich metod, pro pozorovani
jednotlivych bunék v centrdlni nervové soustavé a jejich vybézkl vCetné myelinové pochvy.
Strucny popis historie a autorstvi jednotlivych vybranych neurohistologickych barvicich metod.
Predmétem praktické prace bude popis vyroby preparatu: odbér materialu (zprostredkovano
odborné povérenou osobou), fixace, odvodnéni, zalévani do parafinu, krajeni rezt, odparafinovani,
barveni ezl podle vybranych histologickych barvicich metod, projasnéni fezu, montovani fezu.

V ramci praktické ¢asti budou zhotoveny vlastni preparaty pomoci vSech uvedenych barvicich metod
a stru¢ny popis jejich mikroskopického obrazu podle zjisténych poznatkd z odborné literatury.

Seznam odborné literatury:

[1] Cihék Radomir, Anatomie 2, ed. 3., Praha: Grada, 2013, 459 s., ISBN 978-80-247-4788-0

[2] Renate Lullman- Rauch, Histologie, ed. 3., Praha: Grada, 2011, 556 s., ISBN 978-80-247-3729-4

[3] John D. Bancroft, Theory and practice of histological techniques, ed. 1., New York: distributed in the U.S. of
America by Longman, 1977, 436, ISBN 978-0443015342

zadani platné do:  30.09.2017
Vedouci: MUDr. Richard Becke A

...................................................

vedouci katedyy / pracovisté

V Kladné dne 18.12.2015



PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci s nazvem ,,Centrdlni nervovd soustava
a neurohistologické barvici metody* vypracovala samostatné a pouzila k tomu uplny vycet
citaci pouzitych prament, které uvadim v seznamu piiloZzeném k bakalaiské praci.

Nemdm zavazny divod proti uzZiti tohoto Skolniho dila ve smyslu §60 Zakona
¢.121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné
nékterych zakoni (autorsky zédkon).

V Kladné 20. kvetna 2016 e e



PODEKOVANI

Rada bych zde podékovala vedoucimu bakalaiské prace MUDr. Richardu Beckemu
za jeho odborné vedeni prace a cenné rady, které mi pomohli tuto praci zkompletovat.
V dalsi fadé bych chtéla podékovat pani EliSce Bouckové, kterd mi ochotné vénovala sviij
¢as a nemalo se podilela na realizaci praktické ¢asti bakalaifské prace. V neposledni fadé
bych rada pod¢kovala celému Histologickému a embryologickému ustavu 1. LF UK
Vv Praze, jez mi propujcili prostory a vybaveni ke zhotoveni jednotlivych histologickych
preparata.



ABSTRAKT

Bakalarska prace ,,Centralni nervova soustava a neurohistologické barvici metody*
se vénuje popisu jednotlivych ¢asti centralni nervové soustavy, jako je koncovy mozek,
mozecek a hibetni micha. V teoretické ¢asti 1ze také nalézt charakteristiku a misto vyskytu
riznych typli neuronti a dalSich bunck vyskytujici se v centralni nervové soustaveé. Dale
Vramci teoretické Casti je zahrnuto struéné autorstvi vybranych neurohistologickych
barvicich metod. Praktickd ¢ast obsahuje popis vyroby preparatu, od odbéru tkané, fixace,
odvodnéni, zalévani do parafinu, pies krajeni fezl, jejich odparafinovani, az po vlastni
barveni, nasledné projasnéni a montovani. Popis vlastniho barveni ezl kiry koncového
mozku, mozecku a pfi¢nych ezt hibetni michou zahrnuje tyto metody: hematoxylin-eosin,
Nisslova metoda, Bielschowského impregnace, barveni luxolovou modii. Cilem bakalaiské
prace je porovnani mikroskopického obrazu ftezli tkdni obarvenych nejbézné;si
a nejpouzivanéjsi histologickou barvici metodou (hematoxylin-eosin) se specialnimi
barvicimi metodami a popis mikroskopického obrazu.

KLICOVA SLOVA

Centralni nervova soustava, vyroba preparatu, metoda hematoxylin-eosin, Nisslova

metoda, Bielschowského impregnace, barveni luxolovou modfi



ABSTRACT

Master‘s Thesis "The central nervous system and neurohistological staining
methods” is describing individual parts of the central nervous system, such as
the cerebrum, cerebellum and spinal cord. The theoretical part include the characteristics
and location of different types of neurons and other cells in the central nervous system.
Next, the theoretical part is describing a short authorship choice of staining methods
in neurohistology. The practical part is describing the manufacture of the slides, taking
of tissue, fixation, dehydration, embedding into paraffin wax, cutting slices, their
deparifination, staining, clearing and mounting. Staining of cortex of the brain, cerebellum
and spinal cord includes these methods: hematoxylin-eosin, Nissl’s method,
Bielschowsky‘s impregnation, staining by Luxol fast blue. The purpose of the Master‘s
Thesis is to compare microscopic image of tissues, which were stained by common
histological methods: hematoxylin-eosin method to special methods and description of
the microscopic image.

KEY WORDS

Central nervous system, making of sections, Hematoxylin-eosin method,

Nissl’s method, Bielschowsky‘s impregnation, Luxol fast blue stain
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a svoji strukturou a stavbou i k nejslozitéjsim organtiim naseho lidského téla. Centralni
nervova soustava vcetné perifernich nervi, patfi K nejméné probadanym utvarim
lidského téla a nékteré myslenkové pochody, vnimani, ¢i vyznam nékterych nervovych
drah jsou dodnes zahadou.

Lidé, jak je ziejmé, maji vzdy strach z kazdého onemocnéni, a tudiz se boji
nezndma z toho, co kazda nemoc skryva. Ve dvacatém stoleti se spole¢nost obavala
prevazné kardiovaskularnich a onkologickych onemocnéni, dnes, v 21. stoleti, lidé maji
strach z onemocnéni postihujici nervovou soustavu, predevsim z demence. Je to pro né
néco neznamého, néco nepochopitelného a nevysvétlitelného, lidé netusi, co se déje
kolem nich a nemaji ponéti jak takové nemoci, jako napiiklad demence, pfedchazet.
Dodnes se nevi, CO je piesnou pii¢inou Casto se vyskytujicich onemocnéni, jako jsou
Huntingtonova nemoc, Creutzfeldt-Jakobova nemoc, Parkinsonova choroba a mnoho
dalSich, ¢i v poslednich letech vice a vice se vyskytujici Alzheimerovy nemoci, jejiz
hlavnim projevem je pravé demence. Proto jakékoliv nové poznatky tykajici se nervové
soustavy, at’ uz centralniho nebo periferniho nervstva, jsou pfinosem pro lidstvo do
budoucnosti.

Aby bylo mozné zjistit patologické struktury v centralni nervové soustavé a jiné
odchylky od fyziologického stavu, je dulezité dokonale znat morfologickou a funkéni
stavbu mozku a hibetni michy. Proto cilem této prace je seznameni s vlastni strukturou
jednotlivych cCasti centralni nervové soustavy a jejich moznostmi zobrazeni
v mikroskopickém obrazu pomoci specialniho barveni.

Tato prace také seznamuje Scelym postupem vyroby vlastniho preparatu
od krajeni, pfes zalévani tkané do parafinu, aZ po samotné barveni a pozorovani
preparatu vytvoieného autorem v mikroskopu.



2 Soucasny stav

Zakladnim stavebnim kamenem celého lidského organismu je buiika. Podle
tvaru a typu bunék a mnoZstvi mezibunécné hmoty rozliSujeme 4 tkané:

e epitelova tkan,
e pojivova tkan,
e svalova tkan,
e nervova tkan.

Nervova tkan je velmi specializovana tkan, ktera pfijima informace, zpracovava
informace a zajistuje odpoveéd’ na tyto podméty. Zakladni funkce nervové soustavy jsou
drazdivost (ptijem podmétu a jeho pfeména na elektrochemicky akéni potencidl),
vodivost (ptfesné, rychlé Sifeni signalu), koordinace télesnych funkci a sekrece
neurohormont (Cech, 2011, str. 69).

Nervova tkan vznikla zektodermu, kromé bunék mikroglie, které jsou
mezenchymového plivodu. Zakladnimi stavebnimi kameny jsou nervové bunky
(neurony) a bunky gliové (neuroglie; z feckého neuron-nerv, glia-lep), které tvoii malé
mnozstvi mezibuné¢né hmoty (Junqueira, 1997, str. 153). V centralni nervové soustaveé
se vyskytuje asi 85 miliard neuroni a asi 10 krat vice gliovych bunék
(Slipka, 2014, str. 95).

., Z anatomického hlediska vytvari centralni nervovy systém, ktery zahrnuje
koncovy mozek, hrbetni michu a mozecek, a periferni nervovy system, ktery predstavuji
nervy a ganglia. “ (Lichnovsky, 2002, str. 58)

., Nervy jsou svazky nervovych vidken, které spojuji CNS s receptory a efektory
obsazenymi v periferii. “ (Liilllmann-Rauch, 2012, str. 148)

Skupina perikaryi vyskytujicich se mimo centrdlni nervovou soustavu
ozna¢ujeme jako ganglia (nervové uzliny), (Cihak, 2004, str. 213).
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2.1 Neuron, nervova bunka (neurocyt)

Neuron je zakladni morfologickou, funkéni a trofickou jednotkou nervové tkané.
Jednd se o drazdivé a vodivé bunky, které maji tfi zdkladni casti: télo neuronu
(perikaryon), aferentni vybézek (dendrit) a eferentni vybéZzek (axon, neurit),
(Vajner, 2010, str. 71-72).

t&lo neuronu

dendrit

axon

Obrazek 1 - Zakladni ¢asti neuronu. Vlastni pteklad, (Phillips, 2014).

Hlavnim zdrojem energie je glukdza, kterd je k neuronu transportovana pomoci
astrocyt a do nervové bunky pronikd pomoci ptenaSece GLUT-3. Veskera zdsoba
glukozy vystaci pro funkci a pteziti neuront pfiblizné na 2 az 3 minuty. Jedna se
0 aerobni gluk6zovy metabolismus (Vajner, 2010, str. 73). O velké spotiebé energie
neurony sveédci Cetnost mitochondrii rizného tvaru i velikosti. Mitochondrie se
vyskytuji ve vSech ¢astech neuronu (v perikaryu, v dendritech, presynaptickych tsecich
neuritu) a mohou se premistovat (Cihak, 2004, str. 214).

2.1.1 Perikaryon

(z teckého peri-kolem, karyon-jadro) Jedna se o trofické centrum neuronu. Je to
¢ast neuronu, kterd obsahuje cytoplasmu a jadro. Té€lo neuronu mize byt rtzného
tvaru: ovoidni, hvézdicovité, sférické, pyramidové, a 0 rizné velikosti 4 az 150 um.
V lehce bazofilni cytoplasmé je centricky ulozeno velké svétlé (jemné rozptyleny
chromatin) méchytkovité jadro kulovitého tvaru, nachazejici se predevsim v interfazi,
nebot’ neurony se v postnatalnim obdobi jiz ned€li. Pod svételnym mikroskopem lze
vjadie vidét alespon jedno napadné¢ tmaveé zbarvené jadérko kulatého
tvaru (Cech, 2011, str. 69-70).  Perikaryon obsahuje hustou sit  granuldrniho
endoplasmatického retikula a spolu s polysomy obsahuji bazofilni granula. Tyto ttvary,
které se po obarveni vhodnym bazickym barvivem (toluidinovd modf, metylenova
modf, krezylovd violet' a thionin) ve svételném mikroskopu jevi jako shluk hrudek,
nazyvame Nisslova substance nebo tigroid (Liillmann-Rauch, 2012, str. 152). Cetnost
granularniho endoplazmatického retikula a ribozom ukazuje na aktivni produkci
velkého mnozstvi proteint, které¢ jsou ureny nejenom pro potieby vlastni bunky, ale
I pro export. Nisslova substance se vyskytuje v perikaryu, v odstupech dendritt, nikdy
se nevyskytuje v misté odstupu axonu (odstupovy konus). Podle mnozstvi Nisslovy

11



substance se d4 urcit typ nebo funkéni stav neuronu. U vyCerpanych neuronti dochéazi
ke zna¢nému poklesu mnozstvi Nisslovy substance. Tento jev nazyvame tigrolyza
(chromatolyza). Hladké endoplazmatické retikulum se nenachazi jenom v perikaryu, ale
také vdendritech a axonech. Vyskytuje sevmalém mnozstvi a Snejvetsi
pravdépodobnosti ma vztah K transportnim déjim v neuronu. Dalsi dobfe vyvinutou
organelou nervové builky je Golgiho aparat, jejz rozdélujeme na nékolik oddilt
(Golgiho pole). Cisterny Golgiho aparatu lezi v tésné blizkosti s granularnim
endoplasmatickym retikulem a ozna¢ujeme tuto soustavu jako ,,systém GERL* (Cihék,
2004, str. 213-214). V blizkosti syst¢tmu GERL mizZeme nalez lysosomy. Lysosomy
fadime mezi vesikularni utvary stejné jako lipofuscinové granula a melaninova granula.
Vesikularni Otvary jsou od cytoplazmy odd€leny jednou vrstvou cytoplazmatické
membrany. Mnozstvi lipofuscinovych granul, ktera obsahuji hnédy pigment lipofuscin,
s vékem vyrazné piibyva. Obdobné je v bunkach ulozen ¢erny pigment melanin, ktery
je soucasti melaninovych granul (Slipka, 2014, str. 97).

Velky vyznam pro udrzeni konkrétniho tvaru nervové builkky maji elementy
cytoskeletu, ktery je tvofen neurotubuly a neurofilamenty. Neurotubuly (v neuronu takto
oznac¢ované mikrotubuly), 0 priméru asi 24 nm, jsou utvary dlouhého trubicovitého
tvaru nachazejici se Vv perikaryu, dendritech i axonu. Skladaji se ztubulinu a a J,
a podileji se na pohybu latek v cytoplasmé. Neurofilamenta maji priiez kolem 1 nm.
Opét se nachazeji v perikaryu i ve vybé&Zcich neuronu. Centrosom Vv perikaryu chybi,
proto nervové buiika neni schopna reprodukce (Cihdk, 2004, str. 214).

»AZ 25 % povrchu perikarya je pokryto synaptickymi kontakty, ale vétsina
synaptickych kontaktii je na dendritech. “(Liilllmann-Rauch, 2012, str. 152)

" o S
s ~n -~
10 == 1 1
2 —_— ' -____,.-’" 7
‘——-_‘_ Ny 4 LT
ﬁ.“ _____ -----q ———— 8

Obrazek 2 - Struktura téla neuronu. Vlastni pieklad, (Barinov, 2011, str. 94); 1-perikaryon, 2-jadro,
3-jadérko, 4-axon, 5-dendrit, 6-Nisslova substance, 7-Golgiho aparat, 8-mikrotubuly, 9-mitochondrie,
10-lysosomy, 11-synapse.
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2.1.2 Vybézky nervové bunky

Kazda nervova buitka mé dva typy vybé&zkl: dendrity a axon.

Dendrity

Nervova buiikka mize mit jeden az nékolik desitek dendrit. Dendrity jsou
vétSinou kratké bohaté se vetvici vybezky vybihajici z perikarya, ktera vedou nervovy
impuls celulipetalné. Vétveni dendritli pfipomina vétveni stromu, kdy vybézky Siroce
odstupuji z perikarya, mohutné se vétvi a distaln¢ se ztencuji. Tomuto vétveni se fika
abortizace (Mescher, 2013, str. 165). Vyjimku tvofi pouze Purkynovy burky, jejichz
dendritické vybézky piipominaji spise ,,v&jir*, nebot’ se vétvi v jedné roviné (Slipka,
2014, str. 97). Dendrity jsou zakonéeny tzv. dendritickymi trny (dendritic spines), které
jsou soucasti synapsi a podili se na predavani nervového impulsu. Dendritické trny
zvétSuji kontaktni plochu neuronu o 40 % nékdy az o 90 %. V centralni nervové
soustavé se dendrity vyskytuji vzdy bez myelinové pochvy (Vajner, 2014, str. 74).

V dendritech se nachazeji vSechny organely, které jsou v perikaryu, pouze jejich
mnozstvi s rostoucim vétvenim klesa. To ale neplati pro mitochondrie, hladké
endoplazmatické retikulum a Nisslovu substanci, ktera se nevyskytuje pouze
v nejtenich vétévkach dendritu (Cihak, 2004, str. 216).

Axon (neurit)

Kazda nervova bunkka ma pravé jeden vybézek, ktery vede nervovy impuls
celulifugalné, a nazyvame ho axon. Vyjimku tvoifi pouze amakrinni buiiky sitnice, jez
nemaji zadny axon. Tento typ vybéZzku neuronu dosahuje rtzné délky (az 100 cm)
a oproti dendritu je jeho primér v celé své délce témei konstantni (v centralni nervoveé
soustaveé je primér axonu 0,2 az 0,6 um). Axon je ohrani¢en bunéénou membranou
axolemmou (plasmalema), (Cech, 2011, str. 70-71). Cytoplasma axonu, neboli
axoplasma, neobsahuje na rozdil od perikarya Nisslovu substanci, volné ribosomy
a Golgiho aparat. V axoplasmé lze nalézt mitochondrie, hladké endoplazmatické
retikulum, neurotransmitery, lysosomy ¢i podélné uspofadané neurotubuly
a neurofilamenta, ktera se podileji na transportu potfebnych latek do konecné casti
axonu, nebo zajistuji pevnost a tvar vyb&zku (Cihak, 2004, str. 216-217). Stabilizace
mikrotubull a udrzovani konstantni vzdéalenosti mezi nimi je zajiSténa pomoci MAP
proteint (s Mikrotubuly Asociované Proteiny), (Slipka, 2014, str. 99).

Axon rozdélujeme na tyto Casti: odstupovy konus, inicialni segment, vlastni
axon a koncovy axon.

e Odstupovy konus (axonovy hrbol), je misto axonu, kdy vybézek vystupuje
z perikarya. Zde uz se nevyskytuje témét Zadna Nisslova substance.

e Pokud je axon obalen myelinovou pochvou, potom muzeme na axonu rozlisit
¢ast zvanou inicidlni segment, ktery lezi pravé mezi zacatkem myelinové
pochvy a odstupovym konusem. V této ¢asti axonu je lokalizovano mnoho
iontovych kandli, nebot’ se jedna o dilezité misto vzniku akéniho potencialu,
tedy vznik nervového impulsu $ifici se dal.
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e Vlastni axon mize, ale také nemusi byt obaleny segmentovanou myelinovou
pochvou (viz 3.1.2. Myelinova pochva).

e Koncova ¢ast axonu se mohutné vétvi na tenké vétévky telodendrie, které jsou
na svych koncich rozsifeny v terminalni butony (boutons terminaux), pomoci
kterych je zajistén kontakt axonu s membranou dalSich bunék. V telodendriich
se nevyskytuji neurofilamenta ani neurotubuly, ale miZzeme zde nalézt velké
mnozstvi mitochondrii a synaptickych vesikul obsahujici chemické mediatory,

jako jsou acetylcholin, noradrenalin, dopamin, serotonin, histamin a dalsi
(Paulsen, 2004, str. 128).

Myelinova pochva

Myelinova pochva V centralni nervové soustavé je vytvorena prostfednictvim
oligodenrocyti. BEéhem vyvoje nervové buriky se oligodendrocyt obtaci kolem axonu
a pomoci rotace kolem vybézku se na axonu vytvaii tenké vrstvy vytahované membrany
oligodendrocyti. Vznika segmentovana myelinova pochva, ktera se sklada ptiblizné
z 60 lipoproteinovych otacek axolemmy (Slipka, 2014, str. 98-100). Jedna burka
oligodendroglie pomoci svych vybézkl vytvaii myelinové pochvy na vice axonech
ajeden segment myelinové pochvy vznikl prostfednictvim jedné oligodendroglie.
Segmenty myelinové pochvy se pravideln¢ stiidaji s nemyelizovanymi tseky
(Ranvierovymi zaifezy), (Lichnovsky, 2002, str. 61-62). V periferni nervové soustavé
tuto funkci piebiraji Schwannovy buriky, kde vzdy jedna Schwannova buika vytvaii
myelinovou pochvu pouze jednoho axonu.

V centralni nervové soustaveé, se vyskytuji také axony, které nejsou obaleny
myelinovou pochvou, fikame jim nemyelinizovana vlakna ¢i Sedd vidkna Remakova.
Sed4 vlakna patii mezi nejtenéi axony vyskytujici se v centralni nervové soustavé.
Jedna se o hola vlakna, ktera spole¢né s vybézky neuroglii tvoti neuropil (,,hmota“ mezi
myelizovanymi vybézky a buiikami nervové soustavy), (Cihak, 2004, str. 217-218).

2.1.3 Klasifikace neuronu

Vsechny nervové buniky centralni nervové soustavy lze klasifikovat podle délky
a poctu vybezki (axon a dendrity), jejich velikosti a funkce.

Podle poctu vybézki

Vsechny druhy nervovych bunék maji pravé jeden axon, tedy mohou se lisit
pouze riiznym poctem dendritil.

e Unipolarni neurony tyto nervové builky, maji pouze jeden vybézek — axon.
Vyskytuji se pfevazné béhem vyvoje nervové soustavy, nebot’ axon vznika
diive nez dendrity. U dospélych jedinci se k unipolarnim neurontim ftadi
smyslové bunky (¢ichové buiiky nosni, fotoreceptory — tyCinky a ¢ipky).

e Bipolarni neurony jsou nervové buiky, které maji jeden axon a jeden dendrit
(Lillmann-Rauch, 2012, str. 151). Dendrit vétSinou odstupuje z nervové bunky
Z opac¢ného polu, nez odstupuje axon. Vyskytuji se v malém poctu predev§im
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jako spojovaci neurony V sitnici oka, ve spiralnich a vestibularnich gangliich
vnitiniho ucha.

e Multipolarni neurony jsou nervové buiiky, které maji jeden axon a vice nez
jeden dendrit. V centralni nervové soustavé se vyskytuji nejcastéji. Muizou mit
typicky hvézdicovity tvar (napi. motorické neurony pifednich rohii misnich)
nebo pyramidovy tvar (napt. pyramidové bunky kiry mozku). Mezi
multipolarni neurony se fadi Purkyiovy burnky.

e Pseudounipolirni neurony se fadi mezi specidlni typ nervovych bunék, kdy
behem vyvoje nervovych bunék (vétSinou z bipolarnich neuroni) doslo v urcité
vzdalenosti od téla neuronu ke splynuti axonu s dendritem a vznikl tak jeden
vybézek obaleny myelinovou pochvou ve tvaru ,,T*, ktery vykonavéa funkci
axonu i dendritu (Vacek, a1995, str. 111). Tento vybézek nazyvame dendraxon
(Slipka, 2014, str. 96). Nervovy vzruch je pomoci tohoto vybézku veden
rychleji, nebot’ nervové impulsy obchazeji vlastni télo nervové bunky (Vajner,
2010, str. 72). Perikarya téchto bun¢k maji pouze trofickou funkci (Slipka,
2014, str. 96).
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Obrazek 3 - Klasifikace neuronti podle poétu vybézku, (Barinov, 2011, str. 95); zleva: bipolarni,
multipolarni, pseudounipolarni.
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Podle délky axonu a velikosti téla

Podle délky axonu a velikosti tél nervovych bunc€k rozliSujeme dva typy
neuronti:

e Golgi typ | (Velké nervové bunky s dlouhym axonem) jsou nervové burky
s velkym perykariem a axonem dlouhym az 1 m. Ke Golgiho typu I fadime
motorické neurony piednich rohti misnich a pyramidové bunky isocortexu
(Paulsen, 2004, str. 129).

e Golgi typ Il (Malé nervové buiky s kratkym axonem) je typ nervovych bunék,
které maji mala perikarya a kratké axony (jen nékolik pum), (Paulsen, 2004,
str. 129). Tyto axony se Vv tésné blizkosti téla nervové buiiky rozsahle vétvi
(Cech, 2011, str. 74).

Podle tvaru téla

Podle charakteristick¢ho tvaru téla nervové bunky rozliSujeme tyto typy
nervovych bunék:

e Hvézdicovité neurony fadime mezi multipolarni neurony S hvézdicovitym
tvarem téla. Vyskytuji se v pfednich rozich miSnich.

e Pyramidové neurony jsou multipolarni neurony, jejichz t€lo ma pyramidovity
tvar. Nachazeji se v kiife mozku.

e Purkyiiovy neurony (hruskovity tvar téla) patii mezi multipolarni neurony
vyskytujici se v isocortexu mozecku (Z pfednasky MUDr. Richarda Beckeho,
prednaseno 7. 10. 2014, Histologicky a embryologicky ustav 1. LF UK).

Podle funkce
Podle funkce rozdélujeme nervové buiiky do tii skupin:

e Senzitivni neurony jsou neurony, které vedou nervovy vzruch z receptorti do
michy a mozku (Cech, 2011, str. 74).

e Motorické neurony patii k nervovym bunkam vedouci nervovy vzruch
Z centralni nervové soustavy k efektorovym organtim, jakou jsou svalové tkané
a endokrinni a exokrinni zlazy (Vajner, 2010, str. 72).

e Asociaéni neurony (interneurony) patii mezi nervové bunky, které zajiStuji
spojeni mezi jednotlivymi neurony. Lezi mezi senzitivnimi a motorickymi typy
neurond (Vajner, 2010, str. 73). Asi 97 % vSech neuront jsou pravé podle
funkce asociaéni (Cech, 2011, str. 75).
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2.2 Neuroglie (gliové buiky)

(z feckého glia-lep, tmel) Vedle nervovych bun€k v centralni nervové soustaveé
se zde vyskytuji jesté bunky neuroglie, které maji podplrnou, vyZzivovaci, obranou
a fagocytarni funkci a téz se podileji na tvorbé myelinové pochvy (Junquiera, 1997,
str. 162-164). Oproti nervovym bunikam jsou buniky neuroglie mensi, neschopny vést
vzruch, ale neztraceji schopnost déleni. Na jeden neuron pfipada ptiblizn¢ 10 bunék
neuroglie. Bunky neuroglie v centralni nervové soustavé jsou makroglie (astrocyty,
oligodenrocyty), mikroglie a ependymové buiiky (Slipka, 2014, str. 109).

2.2.1 Astrocyty

(z feckého astron-hvézda) Hvézdicovité gliové bunky ektodermdlniho ptivodu
fadici se mezi makroglie. Astrocyty jsou nejvétsi a nejcastéji se vyskytujici gliové
bunikky v centralni nervové soustavé a maji pievazné podptrnou funkci. Dale zajistuji
iontovou rovnovahu v okoli nervovych bun¢k, ¢i pomoci specidlniho faktoru dokazi
stimulovat T-lymfocyty (ochranna funkce), (Cihak, 2004, str. 226). V centru malych tél
astrocytll se nachazi kulovité az ovalné jadro (Vajner, 2010, str. 78). V cytoplazmé
pievazuji predevsim gliova filamenta, kterd vytvareji fibrily o priméru 10 um, jez tvori
cytoskelet astrocyta (Vajner, 2010, str. 78). Z cytoplazmy vybihaji ¢etné a dlouhé
vybézky, které jsou na svém konci plosné rozsifeny v tzv. pedikly. Astrocyty pomoci
pedikli obaluji kapilary v centralni nervové soustavé a vytvareji vrstvu membrana
limitans gliae perivascularis, ktera odd€luje nervové buiky od endotelu kapilar
a reguluje tak latkovou vyménu mezi krvi a neurony. Astrocyty vytvareji i dalsi vrstvu
membrana limitans gliae superficialis lezici pod pia mater. Tato vrstva izoluje nervovou
tkan od fidkého vaziva pia mater (Junqueira, 1997, str. 162). Dobra regeneracni
schopnost astrocytll se uplatituje pfi opravach poskozené nervové tkané, kde v misté
poskozeni vznika gliova vrstva (Cech, 2011, str. 76).

Podle délky vybézku a mnozstvi fibril rozliSujeme dva typy astrocyti:
plazmaticke a fibrilarni.
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Plazmatické astrocyty

Vybézky plazmatickych astrocytii jsou siln€jsi a kratsi a bohaté se vétvici
V porovnani s vlaknitymi astrocyty (Vajner, 2010, str. 78). Také obsahuji mén¢ gliovych
filament a maji bohaté granularni cytoplasmu (Paulsen, 2004, str. 130). Nachazeji se
piedevsim v Sedé hmoté v centralni nervové soustave.

Obrazek 4 - Plazmaticky astrocyt. Upraveno, (Cechovi¢, 2010).
Fibrilarni (vlaknité) astrocyty

Pomoci dlouhych, stihlych a malo vétvicich se vybeézkli odliSujeme vldknité
astrocyty od plazmatickych astrocytiu (Junquiera, 1997, str. 164). Fibrilarni astrocyty
obsahuji velké mnozstvi gliovych filament a nachdzeji se v bilé hmoté v centralni
nervove soustave (Slipka, 2014, str. 109).

.:/ k .
——

Obréazek 5 - Fibrilarni astrocyt. Upraveno, (Cechovig, 2010).
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2.2.2 Oligodendrocyty

(z fteckého oligo-malo, déndros-strom) Jedna se o buiky neuroglie
ektodermalniho ptivodu, které jsou oproti astrocytim mensi a méné se vétvi. Vybézky
jsou kratké, tenké a hladké. Cytoplasma oligodendrocyti je bohatd na organely.
Obsahuje velké mnozstvi mitochondrii, mohutny Golgiho komplex a mnoho cisteren
granuldrniho endoplasmatického retikula. Pocet bunék oligodendrocytii se zvySuje
s rostouci slozitosti centralni nervové soustavy (Vajner, 2010, str. 78). Oligodendrocyty
se nachdzeji vbilé ivSedé hmoté, kde sedi v tésné blizkosti t&l nervovych bunck
(Cihak, 2002, str. 226). V bilé hmot& lezi oligodendrocyty v fadich kolem axonu
a vytvaieji myelinové pochvy (viz 3.1.2. Myelinova pochva), (Paulsen, 2004, str. 130).

Obrazek 6 - Oligodendrocyty. Upraveno, (Cechovig, 2010).
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2.2.3 Mikroglie (Hortegova glie)

Mikroglie jsou malé buiiky vietenovitého tvaru s tyCkovitym jadrem. Maji tenké,
ale dlouhé bohaté se vétvici trnité vybézky. Tvofi asi 10 % bunék vSech typt
neuroglie (Lillmann-Rauch, 2012, str. 162). V Sedé¢ hmot¢ se se mikroglie vyskytuji
ve vétsim mnozstvi neZ v bilé hmoté. Oproti ostatnim gliovym buiikdm jsou mikroglie
mezenchymového plvodu. Vznikaji zfejmé€ v kostni dfeni a pomoci kapilér, které
vstupuji do organdl centralni nervové soustavy, se dostavaji do nervové tkané (Cihak,
2004, str. 227). V cytoplasm¢é mikroglii se nachazi velké mnozstvi lysozomu, coz
vypovida o jejich hlavni funkci, jenz je fagocytoza. Buiky mikroglie se aktivuji pfi
chorobnych procesech nervové tkané€, kdy pohlcuji zbytky rozpadlych nervovych nebo
krevnich bun¢k. Pfi tomto procesu bunky mikroglie ztraceji vybézky, postupné se

zaobluji a pfeméiuji se v tzv.
zrnéCkovité bunky (Vacek, 1997, str.
W 4 ‘.,-".:
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Obrazek 7 - Mikroglie. Upraveno, (Cechovig, 2010).

2.2.4 Ependymové buiiky

(z fteckého epi-na, endyein-obléknout) Jedna se o epiteloidni bunky
cylindrického az plochého tvaru usporadanych v jedné vrstvé, na jejichz povrchu se
nachézeji fasinky, které zajiStuji cirkulaci miSniho moku. Tyto builky se vyskytuji
Vv centralnim kanalku v miSe a v mozkovych komorach (dutinach). Base ependymovych
bun¢k je plocha, nebo miize vytvaret dlouhé vyb&zky tanycyty, které se nejvice
vyskytuji v tfeti mozkové komote (Lichnovsky, 2002, str. 61). Chybi basalni
membrana.
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2.3 Oddily centralni nervové soustavy

Zakladnimi oddily centralni nervové soustavy jsou: koncovy mozek
(histologicky nejvice vyznamna je mozkova kura), mozecek a hibetni micha. Koncovy
mozek, mozecek i hibetni micha jsou tvofeny dvéma zakladnimi druhy hmoty — bilou
a Sedou (Cech, 2011, str. 101).

e Seda hmota (Substantia grisea) je za ziva vlivem prokrveni Sedortizova. Své
pojmenovani ziskala podle fixovanych preparatti mozku, pro které je Seda barva
typickd. Substantia grisea, Sedd hmota, se sklada pievazné ztél neuront,
plazmatickych astrocytli a bunék mikroglie. Termindlni iseky axoni a dendriti,
nemyelinizované axony, vybézky bunék neuroglie ozna¢ujeme nazvem neuropil.

e Bild hmota (Substantia alba) ma Zlutobilou barvu a je tvofena prevazné
mnozstvim axond s myelinovymi pochvami. Axony probihaji v patrnych
svazcich, které oznacujeme jako nervové drahy. Mezi svazky axonl jsou
prevazné oligodendrocyty, fibrilarni astrocyty a Kapilary (Cihdk, 2004, str. 228).

2.3.1 Koncovy mozek (Telencephalon)

Mozek je tvofen Sedou a bilou hmotou. Na povrchu mozku se nachazi Seda
hmota, ktera tvoii mozkovou kuru (Cortex cerebri). Mozkova kira je histologicky
nejvice vyznamna a ma charakteristické usporadani neuront do typickych vrstev, které
popisuje cytoarchitektonika mozkové kury (Liilllmann-Rauch, 2012, str. 169). Zaujima
plochu 20 az 25 cm? a tloustka této vrstvy &inni 1,5 a? 5 mm. Mensi ast Sedé hmoty
muzeme také nalézt uvniti mozku ve formé jader. Pod Sedou hmotou se nachézi bila
hmota (Cech, 2011, str. 105).

Mozkova kiira (Cortex cerebri) — Isocortex

Mladsi fylogenetickou ¢ast mozku, ktera zaujima asi 11/12 povrchu, nazyvame
isocortex. Sitka isocortexu &inni 1,5 aZ 5 mm a obsahuje pfiblizné 8 az 9 miliard
neurond (Cech, 2011, str. 105). Podle cytoarchitektoniky mozkové kuiry, ktera popisuje
velikost, tvar a hustotu neurond, rozliSujeme 6 horizontaln¢ uspofadanych vrstev:

I.  Molekularni vrstva (Lamina molecularis) je nejsvrchn&jsi vrstva isocortexu,
ktera obsahuje malé Cajalovy neurony. Je to vrstva tvoiena piedevsim vlakny
a plazmatickymi astrocyty. Vybézky plazmatickych astrocytl tvoii na povrchu
tenkou ochrannou vrstvu (membrane limitans glie superficialis).

Il.  Zevni granuldrni vrstva (Lamina granularis externa) je slozena z hvézdicovitych
a multipolarnich neuronti, kterd maji mala téla a vtéto vrstvé se vyskytuji
V hojné hustoté.

Ill.  Zevni pyramidova vrstva (Lamina pyramidalis externa) je tvofena
pyramidovymi neurony o malé az stfedni velikosti. Dale se zde vyskytuji
hvézdicovité bunky a Martinottiho neurony.

IV.  Vnitrni granularni vrstva (Lamina granularis interna) obsahuje husté uspotadané
hvézdicovité neurony. Tato vrstva je nejvice vyvinuta v oblasti tylniho laloku,
kde tvofti zrakové centrum.
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V.  Vnitrni pyramidova vrstva (Lamina pyramidalis interna) obsahuje fidce
rozlozené velké pyramidové buiky (Betzovy neurony, neboli Betzovy
»pyramidy*) a malé mnozstvi multipolarnich nervovych bunék.

VI.  Multiformni vrstva (Lamina multiformis) obsahuje vietenovité neurony, malé
multipolarni buniky (neurony s malymi perykaryi), hvézdicovité bunky
a Martinottiho nervové bunky. Hranice mezi $edou a bilou hmotou neni ostra
(Lullmann-Rauch, 2012, str. 169).

molekularni vrstva I

zevni Il
granuldrni vrstva

zevni N
pyramidova vrstva

vnitrni I\
granularni vrstva

vnitini v
pyramidova vrstva

multiformni vrstva VI

Obrazek 8 - Vrstvy isocortexu (Liillmann-Rauch, 2012, str. 170).

Cytoarchitektonika isocortexu je téméf ve vSech mistech stejna, ale existuji jisté
vyznamné lokalni rozdily, které se 1isi tloustkou nékterych vrstev, poctem jednotlivych
bunck, uspofddanim vlaken v jednotlivych vrstvach ¢i v cévnim zasobeni (Cihék, 2004,
str. 381).

,,Pro tyto rozdily a pro nutnost lokalizovat funkce jakoz i patologické zmeny byly
vypracovany cytoarchitektonické korové mapy, =z nichz nejvice pouZivana je
cytoarchitektonickda mapa podle Korbiniana Brodmanna. Brodmann rozclenil kuru na

11 krajin, které se dale deli na 52 arei. (Cihék, 2004, str. 381)
V isocortexu rozliSujeme dva zakladni druhy neuronti:

e Pyramidové buiiky jsou multipolarni neurony typu Golgi I patiici mezi
eferentni neurony. Vyskytuji se ptevazné v Il vrstvé (Zevni pyramidova vrstva)
a V. vrstvé (Vnitini pyramidova vrstva). Perikarya maji na fezu trojuhelnikovity
tvar s vrcholem orientovanym k povrchu mozku, z kterého vystupuje delsi
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apikalni dendrit, jenZz vystupuje az do L. vrstvy (Molekularni vrstva). Ze stfedu
bazi perikaryi vystupuji axony, které maji myelinovou pochvu. Betzovy
pyramidové neurony maji velikost téla az 100 um.

e Hvézdicovité (multipolarni) neurony se fadi mezi neurony typu Golgi II.
Hvézdicovité bunky se kromé |. vrstvy (Molekularni vrstva), kde se nevyskytuji
vibec, nachézeji ve vSech vrstvach. Nejvice vSak v Il. vrstvé (Zevni granuldrni
vrstva) a IV. vrstvé (Vnitini granularni vrstva), (Cihak, 2004, str. 379).

Vedle zakladnich druhi neuronii se v isocortexu vyskytuji méné Casté typy
bunék:

e Vretenovité neurony patii mezi neurony, jejichz télo ma vietenovity tvar a lezi
kolmo k povrchu. Dendrity neopoustéji kiru na rozdil od axonti, které prechazeji
do bilé hmoty.

e Martinottiho neurony jsou mensi multipolarni neurony s paprscité
rozvétvenymi dendrity. Nachézeji se predevSim ve spodnéjSich vrstvach kury.
Axony vystupuji kolmo az do L. vrstvy (Molekularni vrstva).

e Horizontilni buiiky Cajalovy jsou vietenovité protazené buiky, které
V isocortexu lezi rovnobézné s povrchem cortex cerebri. Vyskytuji se predev§im
v L. vrstvé (Molekularni vrstva), (Cihak, 2004, str. 379).

2.3.2 Mozecek (cerebellum)

,Mozecek jako celek je duleZitym regulacnim centrem motoriky. Dochazi zde
K pritbeznému porovndavani signalii z mozkové kiry o zamyslenych pohybech se signaly
Z receptorit pohybového apardtu a z kuze o skutecném prubéhu pohybu. Na zdkladeé
tohoto porovnadni mozecek zajistuje optimdlni provedeni pohybii koncetin a udrzovani
rovnovahy. “ (Cihak, 2004, str. 367)

Rozd€luje se na tii hlavni ¢asti: mozeckovy Cerv (vermis cerebelli) a dvé
moze&kové hemisféry (hemispheria cerebelli), (Cech, 2011, str. 103).

Sedda hmota se rozprostird na povrchu moze¢ku ve formé asi 1 mm tlusté
mozeckové kiry (cortex cerebelli) a ve formé jader (nuclei cerebelli) v blizkosti stropu
IV. mozkové komory. Bila hmota vypliuje prostor kolem jader a nachazi se pod
mozeckovou kirou (Cech, 2011, str. 103).

Kiura mozecku (Cortex cerebelli)

Na celém rozsahu kliry mozecku se neméni trojvrstvé usporadani. Kiira mozecku
je Clenéna na tyto tfi vrstvy:

e  Molekularni vrstva (Stratum moleculare) je nejsvrchngjsi vrstva kiry mozecku.
Nachazeji se zde malé multipolarni neurony, véetn¢ hvézdicovitych bunék, a veétsi
tzv. kosickovité bunky. Kolateraly z axont kosickovitych neuronii jsou v synapsi
stély Purkynovych bunck. V této vrstvé je typicky malo nervovych bunék,
prevladaji nervova vlakna.
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Vrstva tél Purkynovych bunék (Stratum gangliosum) je prostiedni vrstva kiry
mozecku, ktera je tvotfena tély Purkynovych bunék. Purkyiovy buiiky jsou nervové
buiiky s télem hruskovitého tvaru o priméru asi 50 az 70 pm. Axony Purkynovych
bunék jsou jedina vladkna, kterd vychézeji z kiiry mozecku, prostupuji bilou hmotu
ajsou vsynapsi sneurony v mozeckovych jadrech. Vedle Purkynovych bunék
muzeme v kafe nalézt Bergmannovu glii. Bergmannova glie jsou dlouhé
cylindrické bunky v kife mozecku s podpirnou funkeci.

Granularni vrstva (Stratum granulosum) je tfeti a nejhlubsi vrstva mozeckové
kury. Je tvofena velkym mnozstvim malych multipolarnich neuronti o priméru tél
3az4 um. Axony téchto malych bunc¢k (multipolarni neurony) prochdzeji do
povrchové vrstvy (Stratum moleculare), rozvétvuji se do pismene ,,T“ a jsou
v synapsi s dendrity Purkynovych bun¢k (Liillmann-Rauch, 2012, str. 172).

Bila hmota mozecku

Bila hmota mozecku se sklada ze tfi typd myelizovanych nervovych vlaken

(Cech, 2011, str. 104).

Paralelni vlakna jsou tvofeny axony granularnich bunc¢k nejspodnéjsi vrstvy
mozeckové kury. Pisobi aktivaéné na Purkyiovy buiky, hvézdicovité buiky
a kosickovité bunky.

Splhava vlakna (axony) prochazeji bilou hmotou do prvni vrstvy (Stratum
moleculare) a jsou v synapsi s dendrity Purkynovych bunék.

Mechova vlakna jsou axony, které vstupuji do teti vrstvy (Stratum granulosum),
kde ztraceji myelinovou pochvu a jsou v synapsi s dendrity malych multipolarnich
neuronti (Cihak, 2004, str. 363).

Hvézdicovita buiika
2 >+ Kira mozecku

1 + Molekulédrni vrstva

1 Vrstva t€l Purkynovych

| | bungk

| - Granularni vrstva

___- Bila hmota mozecku

Kosickovita |7

vita a5 X T | Splhavé vldkno
butika SN2 % N Y R 4 Mechové vlakno
Jadra mozecku
f‘(:\'\\i
Axon Purkyﬁd;zy bunky A

Obrazek 9 - Vrstvy moze€ku. Vlastni pieklad, (Snell, 1984).
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2.3.3 Hrbetni micha (Medulla spinalis)

Hibetni micha je 40 az 50 cm dlouhy provazec ovalného (kréni a hrudni tsek)
nebo kruhovitého (ostatni ¢asti michy) tvaru. Primér michy se pohybuje v rozmezi
10 az 13 mm a vazi kolem 33 g. Hibetni micha je ulozena v patefnim kanalu (Saccus
durae matris) a je chranéna mi$nimi obaly (Cihak, 2004, str. 234).

Na pficném fezu hibetni michou se uprostied nalézd centralni kanal miSni
(Canalis centralis), ktery prostupuje celou délkou michy, je vyplnén mozkomi$nim
mokem avystlan ependymem. Ependymové bunky fadime k neuroglii. Kolem
centrdlniho kanalu se rozprostird Seda hmota misni ve tvaru pismene ,H*. Useky
pismene ,,H* rozdélujeme podle polohy na pii¢ném fezu michou na mi$ni rohy zadni
(Cornua posteriora), misni rohy pfedni (Cornua anteriora) a misni rohy postranni
(Cornua lateralia). V prostoru jsou tyto useky nazyvany miSnimi sloupci a rozdéluji
michu na tfi ¢asti: zadni sloupce misni (Columnae posteriores), predni sloupce misni
(Columnae anteriores) a postranni sloupce misni (Columnae laterales). Bila hmota
obklopuje Sedou hmotu misni a je rozdélena na tii Casti (provazce): zadni provazec
misni (Funiculus posterior), predni provazec misni (Funiculus anterior) a postranni
provazec misni (Funiculus lateralis), (Cihak, 2004, str. 236-238).

Zadni provazec misni

Postranni provazec

Centrélni kanal
Zadni sloupec

misni

Postranni sloupec misni

Piedni provazec misni
Ptedni sloupec misni

Obrazek 10 - Hibetni micha. Vlastni pfeklad, (Gaskins, 2012).
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Sed4 hmota misni
Sed4 hmota misni se sklada z téchto hlavnich typi nervovych bundk:

e Korenové bunky (Cellulae radiculares) se nachdzeji v pfednim a postrannim
sloupci misSnim. Jedna se o velké multipolarni neurony, Snejvice vyvinutym
granularnim endoplasmatickym retikulem, oznacované jako motoneurony (RoSS,
2006, str. 320).

a) Motoneurony o jsou multipolarni neurony o velikosti 60 az 100 pum lezici
v pfednich rozich miSnich. Axony opoustéji Sedou hmotu Vv podobé piednich
kofend misnich a pokracuji jako motorickd vlakna ke kosternim svalam, kde
jsou zakonceny jako motorické ploténky.

b) Motoneurony y patii mezi neurony, které jsou podobné motoneurontim a, ale lisi
se svoji velikosti. Oproti motoneuroniim o jsou motoneurony y mensi. Primér
jejich perikaryi je 30 az 40 pum. Vldkna téchto neuront inervuji svalové vldkno
nervosvalovych vietének.

c) Motoneurony viscerdlni jSOU neurony nachazejici se v postrannim sloupci
misnim. Jsou podobné motoneuronim 7y. Axony viscerdlnich motoneuront
vystupuji z michy spolecn€ s vlakny ptfednich kofenli a vedou vzruch pro
spravnou funkci hladkého svalstva.

e Spojovaci buiiky (Interneurony) jsou nervové bunky vyskytujici se ve vSech
¢astech Sedé hmoty miSni, nejvice vSak v zadnim sloupci miSnim. Jedna se 0 malé
bunky, které navzdjem pomoci axonl propojuji neurony michy nebo je spojuji
s axony vzestupnych drah.

e Buiiky provazci (Cellulae funiculares) patii mezi multipolarni neurony, které se
nachézeji v zadnim sloupci misnim. Neurity téchto bunck vystupuji ze Sedé hmoty
mis$ni do bilé hmoty a vedou vzruch do vysSich center centralni nervové soustavy
(mozkova jadra). Také mohou pomoci axoni propojovat jednotlivé misni
segmenty.

Bunky Sedé hmoty misni Se v Sedé hmoté shlukuji a vytvareji oblasti zvané
jadra, ktera maji sviij konkrétni nazev. Ohraniceni téchto jader v Sedé hmoté misni neni
piesné, proto byla Seda hmota rozdélena na 10 segmentii, které oznaCujeme jako
Rexedovy zony.
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2.4 Princip vyroby histologického preparatu

Moznosti jak zhotovit histologicky preparat je cela fada. Jednotlivé postupy se
lisi pouzitymi chemikaliemi, dobou pusobeni chemikalii, tloustkou fezd, a dalSimi
aspekty. Rlznorodost je zdvisld nejenom na typu tkané¢, ale také na velikosti tkané
a typu bunécnych struktur, které chceme v daném preparatu pozorovat. I piese vSechny
tyto odliSnosti maji veSkeré histologické barvici metody spolecné kroky vyrobniho
postupu, které davaji moznost vzniku histologického preparatu: odbér histologického
materialu a jeho fixace, zalévani tkdn¢ do parafinu, krdjeni fezli, deparafinace, barveni
parafinovych fezli, odvodnéni, projasnéni a montovani (Mescher, 2013, str. 2).

2.4.1 Odbér histologického materidlu a fixace

Nejcastéjsi zpusoby odbéru histologického materidlu jsou biopsie a nekropsie.
V ptipadé biopsie se jedna o odbér kousku tkané z zivého cloveéka, ziskany vétSinou
operativné. Zpusob odbéru materidlu, ktery se odebere pii pitvé jiz ze zemielého
¢loveka, oznac¢ujeme nekropsii (Vacek, b1995, str. 25-26).

Jednotlivé buiiky tkané€, obsahuji spoustu enzymu, které zplsobuji rozklad
vlastni buniky (autolyzu). Autolyzu je nutné co nejdiive zastavit pomoci fixace, aby
nedoslo k masivnimu poskozeni celé¢ tkané a tim i1 znehodnoceni budouciho
histologického preparatu (Vacek, b1995, str. 26). Princip fixace spociva v rychlé
denaturaci autolytickych enzymi. Fixace muze byt provedena pomoci fyzikéalnich
fixacnich prostfedkt (fixace tkané nizkou nebo vysokou teplotou) nebo chemickymi
fixaénimi prostiedky, z nich nejvice uzivanou chemikalii je 10% formol (Jirkovska,
c2006, str. 16-18).

POZN: 10% formol je 4% roztok aldehydu kyseliny mraven¢i neboli
formaldehydu. Aby nedochézelo ke vzniku kyseliny mravenci, je roztok stabilizovan
pomoci hydroxidu vapenatého, ktery vzniklou kyselinu mravenc¢i neutralizuje (Horvath,
1988, str. 24).

2.4.2 Zalévani do parafinu

Aby se odebrana tkan mohla nakrajet na tenké fezy (jinak nelze pozorovat
bunééné struktury tkan€), je potieba ji zalit do parafinu, kde tkan ziska potiebnou
pevnost na krajeni a tim nedochazi k mechanickému poskozeni tkan¢ vlivem krajeni
(Vacek, b1995, str. 34). JelikoZz voda je nemisitelna s parafinem, do kterého tkan
zalévame, je nutné provést nejdiive odvodnéni tkané pomoci vzestupné fady alkoholu.
Vzestupna tfada alkoholt se sklada z 50%, 70%, 80%, 90%, 96% a 100% etanolu
(Lallmann-Rauch, 2012, str. 516). Tkan tedy postupné pirendavame z jedné lazné
alkoholu do druhé lazné alkoholu s vyssi koncentraci etanolu. Kdybychom tkan ihned
vlozili do 100% etanolu, doslo by ke smr$téni tkané a tim k jejimu poruseni. Doba
ponechani tkané€ v jednotlivych laznich alkoholu zavisi na velikosti a typu odvodnované
tkané (Vacek, b1995, str. 34-35).
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Jelikoz se parafin nerozpousti v etanolu, je potieba tkan prosytit takovou latkou,
kterd se dobfe misi s etanolem a zaroven se v ni rozpousti parafin. Nejcastéji takovou
pouzivanou latkou (intermediem) je benzen. Prosyceni tkané benzenem probiha
postupng, nejcastéji ve tiech laznich benzenu (Vacek, b1995, str. 37).

Tkan prosycena benzenem se pirenese do lazné s parafinem. Parafin ma teplotu
56-58 °C. Prosyceni parafinem se provadi ve tfech stejnych krocich. Je dilezité
dodrzovat teplotu parafinu, nebot’ teplota 58 °C se nesmi piekrocit, aby tkan neztvrdla
(Jirkovska, c2006, str. 20-21).

K vlastnimu zalévani tkdn¢ do parafinu, se pouziva kvalitni je$t¢ nepouzity
parafin (nelze pouzit parafin z prosycovani). Zalévani tkané se provadi v zalévaci
komurce. Nejcastéji se jedna o papirovou krabicku a dievény Spalicek, ktery slouzi jako
nosi¢ zalité tkané, nebo o kovovou komurku, kde nosi¢em zalité tkané je specialni
zalévaci kazeta z ABS. Po zaliti tkané parafinem je dilezité rychlé a rovnomeérné
ochlazeni parafinu a jeho nasledné dotuhnuti (Vacek, b1995, str. 39).

2.4.3 Krajeni Fezii

Krajeni parafinovych blockii na tenké fezy (n€kolik pm) se provadi pomoci
zatizeni zvané mikrotom. Existuji dva zakladni typy: sankovy a rota¢ni. U sankového
mikrotomu je pevné ukotveny parafinovy bloc¢ek a pohybuje se mikrotomovy niz, ktery
ukrajuje tenké parafinové tezy (Vacek, b1995, str. 51-53). Naopak u rota¢niho
mikrotomu je upevnén niiZ a pohybujeme parafinovym blokem, tak Ze otd€ime klickou
na pristroji (Vacek, b1995, str. 53-54). Specialnim typem mikrotomu je mikrotom
zmrazovaci neboli Cryocut. Vyhodou tohoto mikrotonu je, Zze tkan nemusi byt zalitd,
pouze se zmrazi oxidem uhli¢itym a nésledné se nakraji pomoci mikrotomového noze,
ktery je pfipevnény na pohyblivém rameni. Velkou vyhodou zmrazovaciho mikrotomu
je, ze tento zpusob zhotoveni tenkého fezu je rychly, tedy lze vyuzit naptiklad
v prub&hu operace, kdy je dilezité znat rychlou odpovéd’, o jakou ,,poruchu‘ tkané se
jedna (Jirkovska, c2006, str. 25).

Ukrojeny tez parafinového blocku roztdhneme a ptipevnime na podlozni skli¢ko
pomoci smési bilku s glycerinem a kapkou destilované vody (Vacek, b1995, str. 62).
Dalsi moznosti je, ze ukrojeny fez pfeneseme na hladinu teplé destilované vody a fez
podebereme pomoci podlozniho sklicka, ¢imz fez ke sklicku pfilne. Sklicko i s fezem
poloZime na teplou ploténku (teplota 45-50 °C) a nechame odpafit vodu, ¢im se fez
vypne a piipevni vice na sklicko (Jirkovska, c2006, str. 26).

2.4.4 Deparafinace

Pted kazdym barvenim fezu je nutné vlastni fez odparafinovat, nebot’ k barveni
se pouzivaji vodné roztoky barviv, které jsou nemisitelné a nerozpustné v parafinu.
Deparafinace se provadi pomoci dvou lazni xylenu, dvou ldzni alkoholu (100%
a 96% etanol) a poté pereme v destilované vodé, aby nedochazelo k fedéni barvicich
roztoku (Jirkovska, c2006, str. 32).
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2.4.5 Barveni parafinovych fezi

Bunécéné struktury miZou byt bazofilni nebo eosinofilni. Mezi bazofilni
struktury v bunce patii jadro, ribozomy a granularni endoplazmatické retikulum, které
se barvi bazickymi barvami, jako jsou hetomaxylin, thionin, toluidinova modf.
Eosinofilni bunééné struktury jsou lysozomy a mitochondrie, které lze obarvit pomoci
kyselych barev: eosin, anilinova modf, kysely fuchsin (Liillmann-Rauch, 2012,
str. 517).

Hematoxylin-Eosin

Hematoxylin je bazickd barva, kterd barvi jadra bun€k modie. Hematoxylin
barvi idal§i basofilni bunééné struktury. Tyto hematoxylinem obarvené struktury
odbarvime diferencovanim v kyselém etanolu (etanol s Kyselinou chlorovodikovou),
aby zistaly modfe obarvena pouze bunécna jadra a chrupavky (Liillmann-Rauch, 2012,
str. 517). Poté fezy barvime eosinem, ktery ¢ervené obarvuje svalové bunky a vazivo
(Jirkovska, c2006, str. 32).

Nisslova metoda

Obarveni tigroidu (granularni endoplasmatické retikulum a ribozomy) pomoci
0,1% roztoku thioninu, nebo 0,1% toluidinové modie. Vysledkem jsou modie obarvené
ribozomy, jak vazané na endoplazmatické retikulum, tak volné v cytoplazmé (Vacek,
b1995, str. 104).

Impregnace nervovych fibril podle Bielschowského

Zakladni impregnacni metoda, kterd znazorfiuje vybézky nervovych bunék.
Rezy impregnujeme v roztoku dusi¢nanu stifbrného a pozdéji v amoniakalnim roztoku
stiibra. Vysledkem jsou ¢erné zbarvené nervové vybézky (Bancroft, 2008, str. 369-370).

Barveni luxolovou mod¥ri

Nejvice pouZzivana barvici metoda pro zndzornéni myelinovych pochev nejenom
V centralni nervové soustaveé. Myelinové pochvy se vlivem roztoku luxolové modrie
barvi do modra. Jadra bunék se dobarvuji jadrovou Cerveni, a tedy je mizeme vidét
v mikroskopickém obrazu ¢ervené (John D. Bancroft, 2008, str. 351-352).

2.4.6 Odvodnéni, projasnéni a montovani

Barveni fezli se provadi pomoci vodnych roztokidl barviv, proto je nutné po
dokonCeni  barveni parafinovych fezli obarveny fez odvodnit pomoci
alkoholu (96% a 100% etanol). Dale nasleduje projasnén fezti karboxylenem a dvou
lazni xylenu (Vacek, b1995, str. 73). Rezy poté zamontujeme do montovaciho media,
které musi byt prihledné a mit stejny index lomu jako ma sklo, coz je 1,5. Mezi takova
montovaci media patii kanadsky balzam, Entanal nebo DePex (Liillmann-Rauch, 2012,
str. 516).
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2.5 Historie a autorstvi neurohistologickych barvicich metod

Vsechny metody poznali svétlo svéta v pribehu 19. stoleti a pocatku 20. stoleti.
V tomto obdobi nebyla véda (hlavné ptirodni védy) tolik podporovana, piedevsim
z diivodu politického déni v Evropé€. Proto nebyly védecké ¢lanky tak ¢asto publikovany
a prekladany do matetskych jazyka dalSich védct. Z téchto pficin se Casto stavalo, Ze na
stejném poznatku a objevu se podilelo vice autort a zalezi na literarnim zdroji, komu je
zasluha pfipséana.

2.5.1 Hematoxylin-eosin

Barvivo hematoxylin se ziskdvé ze stromu Haematoxylum campechianum, ktery
pochazi z Mexika a stfedni Ameriky. Do Evropy bylo toto barvivo pfivezeno za ti¢elem
barveni latek a tkanin. Némecky anatom Heinrich von Waldeyer-Hartz provedl n¢kolik
pokusti barveni touto latkou na svych histologickych preparatech a roku 1863 vydava
0 tom clanek. Ale hematoxylin sdm o sobé neni dobré barvivo a proto je potieba do
roztoku hematoxylinu ptidat n¢jaké motidlo, jednoduchou kovovou sil, ktera poméha
vazat barvu na pozadovanou tkan. O tento poznatek se zaslouzil Béhmer roku 1865.

Na objevu eosinu se podilelo nezavisle na sobé vice autorti. Polsky chemik
Heinrich Caro nasyntetizoval ¢erveno-zluté barvivo, které nazval po své divce, Eosin.
Roku 1875 publikoval némecky chemik Emil Fischer praci o latce zvané Eosin Y, kde
,» Y znamena ,,yellowish* (nazloutly). Tento typ eosinu se v histologickych laboratotich
pouzivéa bézn¢ do dnes.

Pomoci téchto dvou metod roku 1876 obarvil tkan chemik Wissowzky. Tato
metoda je dnes znama jako metoda Hematoxylin-eosin (Wilson, 2014).

2.5.2 Nisslova metoda

Objevitelem Nisslovy substance a Nisslovy metody je némecky psychiatr
a neuropatolog Franz Nissl. Nisll se narodil v Mnichové 9. zafi 1860 a zemiel
11. srpna 1919. Jako student Mnichovské univerzity objevil barvici u€inky anilinu, jez
modie barvi bunécna jadra a dalsi bunécné struktury (Nisslova substance), které byly
objeveny spolu s Nisslovou barvici metodou. Diky tomuto objevu ziskal roku 1884
Nissl cenu Mnichovské univerzity za neurologii. O rok pozdéji roku 1885 na stejné
téma napsal diserta¢ni doktorskou praci. Béhem svého Zivota velice tzce spolupracoval
s Alzheimerem a Brodmannem, s kterym také popsal cytoarchitekturu mozkové kury,
jenz bylo zalozeno ptedevsim na Nisslove barveni (Wade, 2012).

2.5.3 Bielschowského metoda

Tato impregnacni metoda je pojmenovana podle svého objevitele Maxe
Bielschowského. Max Bielschowsky se narodil roku 1869 ve Vratislavi a zemfel roku
1940. Studoval medicinu v Berlin¢, kterou roku 1893 uspésné dokoncil. Po ukonceni
studii se vénoval vé€decké Cinnosti spolecné s dalSim neurologem Paulem Schusterem,
s kterym vydali praci popisujici roztrousenou sklerézu a dal§i neurodegenerativni
onemocnéni. Aby mohli zkoumat poSkozené nervové tkan¢, zdokonalil impregnacni
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metodu pomoci stiibfeni, na které¢ jiz pracoval kolega Carl Weiger. Bielschowsky
publikoval svoji impregnaéni metodu ve stejny ¢as jako Spanél Santiago Ramoén
y Cajal, avSak jejich objevy byly nezavislé na sobé (Ashwal, 1990).

2.5.4 Barveni luxolovou modri

Zéakladni kameny k dnes znamym metodam barvici myelinové pochvy polozil
némecky patolog Karl Weigert roku 1885. Princip metody byl zaloZen na n¢kolika
tydenni fixaci nervové tkdné v roztoku dichromanu draselného, ktery zviditeliuje
proteiny a lipidy nerozpustné ve vodé¢ a organickych rozpoustédlech. Chrom se ukladal
do mist buiiky, kde se nachazeji fosfolipidy (myelinové pochvy). Rezy potom byly
nasledn¢ dobarveny hematoxylinem, ktery v mistech, kde byl chrom navazany, tvofil
modré zbarveni. Jelikoz nejbéznéjsi fixacni tekutinou je formaldehyd, ktery neobsahuje
ionty chromu, je tato metoda zastarald a jiz se nepouziva (Kiernan, 2010). Nejvice
pouzivanou metodou pro zndzornéni myelinovych pochev je metoda Kliiver-Barrera,
ktera kombinuje tyto barvici roztoky: luxolova modi MBS (myelin blue solution),
krysolova violet a diferenciani roztok uhli¢itanu lithného, a zbarvuje myelinové
pochvy do modra (Snodgress, 1961). Autory této metody, jak uz je patrné z nazvu, ktefi
vyuzivaji alkoholicky roztok aminové soli sulfonovaného ftalocyaninu médi zvany
luxolova modf, jsou Kliver a Barrera, jez popsali tuto metodu vroce 1953
(John D. Bancroft, 2008, str. 351).
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3 Cil prace

Jelikoz se mozek a dalsi ¢asti centralni soustavy skladaji z nékolika druht a typt
bunék, je potieba pouzit pii zhotoveni histologického preparatu specidlnich barvicich
metod, které¢ ,,zviditelni“ ndmi pozadované builkky. Pomoci impregnacnich metod
zvyraznime nervova vlakna, pomoci barveni luxolovou modii MBS zviditelnime
myelinové pochvy axonti a pomoci Nisslovy metody obarvime tigroidni substanci
vyskytujici se v téle neuronu. VSe bude porovnano s nejbézné€ji pouzivanou metodou,
jako je hematoxylin-eosin.

Nez dojde k samotnému barveni tkdné preparatu, je nutné provést né€kolik
predchazejicich krokl. Vse zacind odbérem tkané od pacienta. V piipadé centralni
nervove soustavy se ve vétsing piipadi jedna o nekropsii. Dale bude popsano odvodnéni
preparatu, zalévani tkané¢ do parafinu, aby bylo mozné v dalSim kroku tkan nakrajet na
slabé fezy v fadech mikrometrd, které nam umoznuji pozorovat jednotlivé vrstvicky
buné¢k tkdn€¢ v mikroskopu. Teprve po krajeni a odparafinovani vzniklych fezii je mozné
preparaty barvit ndmi zvolenou metodou. PO obarveni fezii dochazi k opétovnému
odvodnéni a okamzitému montovani fezii. V mikroskopu pak pozorujeme vysledky nasi
prace ajednotlivé builkky centrdlni nervové soustavy, jako je klira mozku, mozecek
a pti¢ny fez hibetni michy.

Preparaty byly zhotoveny autorem za pouziti jednoduchych pfistrojii a pomticek
jako jsou: podlozni skli¢ka, laboratorni jehly, zalévaci komirky, barvici kyvety, rota¢ni
mikrotom a termostat. VSechny preparaty byly vyrobeny v laboratotfich Histologického
a embryologického ustavu 1. 1€katské fakulty Univerzity Karlovy v Praze na Albertové.
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4 Metodika prace

4.1 Odbér histologického materialu a fixace

VSechny ndmi potiebné ¢asti centralni nervové soustavy (koncovy mozek, micha
a mozecek) byly odebrany povéfenou osobou v piislusném patologickém ustavu za
i¢elem vzdélavani studentd na 1. LF UK (Ustav histologie a embryologie). Ziskany
materidl nekropsii byl ihned ulozen do 10% roztoku formolu, aby se zabranilo autolyze
jednotlivych bunék tkané, po dobu 24 hodin. Timto zpiisobem jsme ziskali 3 tkanové
blocky: tkanovy blocek michy, tkanovy blocek koncového mozku (s kiirou) a tkanovy
blo¢ek mozecku.

4.2 Zalévani do parafinu

Pfed samotnym =zalévanim je nutné¢ tkan nejdiive odvodnit a prosytit
intermediem, které je dobife misitelné s etanolem a dobie rozpousti parafin (v naSem
pripad¢ pouzivame benzen). Az pak tkan zalévame do parafinu.

4.2.1 Odvodnéni

Tkané vyjmeme z nadob s 10% formolem, propereme v destilované vodé, aby
nedochazelo k fedéni roztokl etanolu, a zaéneme tkan¢ odvodnovat vzestupnou fadou
alkoholt (Tabulka 1: Doba odvodniovani tkané v jednotlivych laznich alkoholu).

Tabulka 1 - Doba odvodfiovani tkané v jednotlivych laznich alkoholi, (Veronika Maurerova, 2016,

vlastni Setient).

Koncentrace etanolu

Doba odvodinovani

Den a ¢as provedeni

Lazef (objemovy zlomek) Vv jednotliveé lazni
1. lazen alkoholu 50% etanol | 2 hodiny a 10 minut PA: 8.40 —10.50
2. lazen alkoholu 50% etanol 11 1 hodina a 15 minut | PA: 10.50 — 12.05
3. lazen alkoholu 70% etanol 20 hodin 45 minut PA: 12.05 - PO: 8.50
4. lazen alkoholu 80% etanol | 40 minut PO: 8.50-9.30
5. lazen alkoholu 80% etanol 1l 5 hodin a 10 minut PO: 9.30 - 14.40
6. lazen alkoholu 90% etanol | 50 minut PO: 14.40 — 15.30
7. lazen alkoholu 90% etanol Il 17 hodin a 15 minut PO: 15.30 — UT: 8.45
8. lazen alkoholu 96% etanol | 6 hodin a 55 minut UT: 8.45-15.40
9. lazen alkoholu 96% etanol Il 16 hodin a 20 minut UT: 15.40 — ST: 8.00
10. lazen alkoholu 100% etanol | 1 hodina ST:8.00-9.00
11. lazen alkoholu 100% etanol I 1 hodina ST: 9.00 - 10.00
12. lazen alkoholu 100% etanol 111 1 hodina ST:10.00 - 11.00

Ve 100% etanolu nesmi tkan zistat déle nez 1 hodinu, jinak by doslo k jejimu ztvrdnuti.

33




Piiprava roztoku

V laboratofi se nachazi pouze 96% etanol, proto je nutné ostatni koncentrace
etanolu pfipravit fedénim 96% etanolu.

e 50% etanol pfipravime tak, Ze smichame 45 dilti destilované vody a 50 dilt 96%
etanolu (na vyrobu 11 50% etanolu je potieba 520 ml 96% etanolu a 480 ml
destilované vody).

e 70% etanol piipravime tak, ze smichame 26 dili destilované vody a 70 dilti 96%
etanolu (na vyrobu 11 70% etanolu je potfeba 730 ml 96% etanolu a 270 ml
destilované vody).

e 80% etanol piipravime tak, Ze smichame 16 dilti destilované vody a 80 dild 96%
etanolu (na vyrobu 11 80% etanolu je potieba 836 ml 96% etanolu a 164 ml
destilované vody).

e  90% etanol pfipravime tak, Ze smichdme 6 dili destilované vody a 90 dili 96%
etanolu (na vyrobu 11 90% etanolu je potfeba 940 ml 96% etanolu a 60 ml
destilované vody).

100% etanol — lze koupit ve specializovaném obchod¢ jako 99,90% etanol, ktery
musime stabilizovat pomoci vyzihané modré skalice. Jakmile bilé krystalky vyzihané
modré skalice zmodraji, alkohol jiZ neni bezvodny a je potieba piidat dalsi vyZihanou
modrou skalici.

4.2.2 Prosyceni tkané benzenem

Protoze parafin neni rozpustny v etanolu, je potfeba tkan prosytit latkou, v které
se parafin rozpousti. V nasem pftipadé pouzivame benzen. Jednotlivym laznim benzenu
ptedchézeji acetonové 1azné, aby doslo k lepSimu prosyceni tkan€ benzenem.

Tkanové blocky vlozime do prvni 1azné acetonu. Po uplynuti 1 hodiny pienddme
do dalsi nové piipravené lazn¢ acetonu, kde nechdme tkan prosytit opét 1 hodinu.
Nasleduji tii 1azné benzenu po dobu 10 minut. Vzdy je tieba pfipravit novou lazen
benzenu, aby doslo k dokonalému prosyceni tkani benzenem.

ACEtON | 1 hodina (ST: 11.00 — 12.00)
Aceton Tl 1 hodina (ST: 12.00 — 13.00)
BeNzZeN | 10 minut (ST: 13.00 — 13.10)
Benzen 1l 10 minut (ST: 13.10 — 13.20)
Benzen W 10 minut (ST: 13.20 — 13.30)

4.2.3 Prosyceni tkané parafinem

Abychom mohli tkan zalit do parafinu, je nutné, tkan dokonale prosytit
parafinem, jinak by dochazelo pfti krajeni fezl k jejich trhani.

Tkanové blocky vyjmeme zbenzenové lazné a vlozime do prvni lazné
s parafinem, ktery udrzujeme pii teplote¢ 56 °C. Tkanové blocky nechame v této prvni
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parafinové lazni pfes noc. Druhy den pfenddme tkanové blocky do druhé lazné€ parafinu
o teplot¢ 56 °C, kde nechame tkan prosycovat do dalSiho dne. Nasledujici den
piremistime blocky do tfeti parafinové lazné o teplové 56 °C, kde nechame blocky
6 hodin.

Parafinl 20 hodin  (ST:13.30 — CT: 9.30)
Parafintt 24 hodin  (CT:9.30 — PA: 9.30)
Parafint1, 6 hodin  (PA:9.30 - 15.30)

4.2.4 Vlastni zaliti do parafinu

Po 6 hodindch vyjmeme tkanové blocky prosycené parafinem z parafinové
lazné. Blocky umistime do papirové komirky odpovidajici velikosti tkdniového blocku
(musime dat pozor na orientaci tkdn¢) a zacneme zalévat rozpusSténym parafinem
0 teplote 60 °C. Pomalu zalévame tkain v komiirce az po jeji okraj. Po ztuhnuti parafinu,
vyjmeme z papirové komurky a parafinovy blocek ofizneme, aby okraje parafinu kolem
tkan¢ nebyli pfiliz velké a vSechny strany byly rovné. Ofiznuty parafinovy blocek
pritmelime k difevénému Spali¢ku, ktery ozna¢ime Ciselnym udajem, abychom mohli
spravné identifikovat, o jakou tkan se jedna. Jiz hotovy parafinovy blocek nechame
zcela vytvrdnout do druhého dne.

4.3 Krajeni fFezii

Parafinové blocky postupné upevnime do drzdku rotaéniho mikrotomu.
Nastavime tloustku fezu na 8 um. Pomalym, ale plynulym pohybem krajime fezy tenké
8 um, které pomoci StéteCku a laboratorni jehly pfeneseme na podlozni sklicko, které
jsme si piedem potieli malym mnozstvim vajecného bilku s glycerolem. Tésné vedle
fezu na sklicku kapneme kapicku destilované vody, kterd ndm fez vypne. Sklicko
S vypnutym fezem umistime na elektricky vyhfivanou ploténku a nechame vodu
odpafit. Sklicko s vysuSenim fezem popiSeme pomoci tuzky a umistime do termostatu
na 37 °C, kde fezy nechame odlezet do druhého dne.

Piiprava roztoku

Vajecny bilek s glycerolem — stejné mnozstvi rozSlehaného vaje¢ného bilku smichame
se stejnym mnozstvim glycerolu.
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4.4 Deparafinace

Parafin je latka, kterd je nerozpustna ve vod¢, proto pied samotnym barvenim
(barvy jsou vodnymi roztoky barviv) je nutné ptilepeny fez na sklicku odparafinovat,
aby vodny roztok barviv pottebnych k barveni mohl ptsobit na jednotlivé bunky tkang.

Sklicko s fezem vlozime na 5 minut do prvni 1azné xylenu, poté vyjmeme, lehce
osusime hadiikem a pfenddme do druhé ldzné¢ xylenu, kde opét nechame po dobu
5 minut. Opétovné osusime a piendame na 5 minut do lazné s 100% etanolem.
Nasleduje dalsi lazen s 96% etanolem, kde ptedem otfené sklicko nechame 5 minut.
Skli¢ka nasledné prendame do kyvety s vodou a nechame pod tekouci vodou ,,prat*
priblizn¢ 5 minut. (Proud vody nesmi dopadat piimo na sklicka s fezy, mohlo by dojit
k jejich odlepeni.) Po ,,vyprani fezii prendame sklicka do destilované vody, aby béhem
samotného barveni nedochazelo k fedéni vodnych roztokd.

XY N | 5 minut
XV N Ll 5 minut
100% etanol 5 minut
96% etanol 5 minut
prani v tekouci vodé 5 minut

RRE )cPRAFIN i W PPRARIN ey
sy | AL

Obrazek 11 — Deparafinace, (Veronika Maurerova, 2016, vlastni fotografie); zleva: Xylen I, Xylen II,
100% etanol, 96% etanol.

Piiprava roztoki

100% etanol (viz 4.2.1 Odvodnéni)
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4.5 Barveni

Samotné barveni ndsleduje ihned po deparafinaci. Dilezit¢ je, aby fez
nevyschnul, nebot’ by doslo k poSkozeni preparatu. Proto je nutné, mit fezy neustale
V lazni nebo alespoii v destilované vod¢, ¢imz zabranime jejich vysuseni.

4.5.1 Barveni hematoxylin-eosinem

Sklicka s fezy umistime do barvici kyvety s hematoxylinem (Harisstuv) na
5 minut. Poté fezy oplachneme v destilované vod¢, kam umistime vSechny barvené fezy
a po jednom ftezu postupné diferencujeme V kyselém alkoholu, za kontroly
vV mikroskopu. Pozorujeme, zda jadra zménila barvu na hnédou. VSe musi probihat
dostate¢nd rychle, aby nedoilo k vysuSeni preparatu. Rezy umistujeme do kyvety
s vodou a po ptidani posledniho sklicka 10 minut ,,pereme pod tekouci vodou. VIivem
,prani‘ fezli ve vod¢ jadra bun€k zc€ernaji. Aby jddra zmodrali, kazdy fez na par vtetin
ponoiime do 1azn¢ s 2% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného, oplachne v destilované
vod¢ a potom barvime 5 minut v 0,5% roztoku eosinu. Eosin je agresivni barva, ktera
obarvi i vlastni sklicko, proto je dilezité fezy potadné oplachnou v destilované vodé¢.
Nasleduje oplach ve 3 kyvetach s destilovanou vodou. V kazdé kyveté fez pereme
5 sekund, aby doslo k dokonalému odbarveni vlastniho sklicka.

Harristv hematoxylin_____ 5 minut
Destilovana voda____ 5 sekund

Kysely alkohol do zhnédnuti jader
Prani v tekouci vode€ 10 minut

2% hydrogenuhli¢itan sodny 5 sekund
Destilovanavoda___ 3 sekundy

0,5% €0SIN 5 minut
Destilovanavoda l 5 sekund
Destilovana voda Il 5 sekund
Destilovana voda I11 5 sekund
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Obrazek 12 - Barveni hematoxylin-eosinem véetné deparafinace, odvodnéni a projasnéni,, (Veronika
Maurerova, 2016, vlastni fotografie); zleva: Xylen I, Xylen II, 100% etanol, 96% etanol, Harrisiv
hematoxylin, kysely alkohol, 2% hydrogen uhli¢itan sodny, eosin, 96% etanol, 100% etanol, xylen I,
xylen I1.

Piiprava roztoka

Harrisiv hematoxylin — komer¢né vyrabény, neni potfeba v laboratofi pfipravovat,
pouze se prefiltrujeme.

Kysely alkohol — ke 100 ml 96% etanolu ptidame 5 kapek kyseliny chlorovodikové.

2% hydrogenuhli¢itan sodny — na vyrobu 11 roztoku je potieba 20 g hydrogenuhli¢itanu
sodného a 1000 ml destilované vody.

0,5% roztok eosinu — na vyrobu 11 roztoku je potieba 5 g eosinu a 1000 ml destilované
vody.
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4.5.2 Barveni — Nisslova metoda 1

Hadtikem osusené kyvety pfemistime do kyvety v termostatu s 0,1% roztokem
toluidinové modie, kde nechame fezy barvit 40 minut pfi teploté¢ 37 °C. Po 40 minutach
nasleduje oplach skli¢ek v destilované vodé a hned poté diferenciace v 96% etanolu.

0,1% toluidinova modi (37 °C) 40 minut
Destilovandvoda oplach
96% etanol 5 sekund

Priprava roztoki

0,1% toluidinova modi — 90 ml octanového pufru smichame s 10 ml 1% roztokem
toluidinové modie

1% roztok toluidinové modie — na vyrobu 11 roztoku je potieba 10 g toluidinové modie
a 1000 ml destilované vody.

octanovy pufr — K50 ml octanu sodného ptidame 40 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové

roztok kyseliny chlorovodikové — 100 ml 37,5% roztoku kyseliny chlorovodikové
(komeréné vyrabény roztok) smichdme se 100 ml destilované vody a doplnime
destilovanou vodou na objem 250 ml.

4.5.3 Barveni — Nisslova metoda 2

Pon¢vadz preparaty obarvené toluidinovou modii neposkytly kvalitni
histologické preparaty, obménili jsme Nisslovu metodu tak, Ze jsme misto toluidinové
modfe pouzili roztok thioninu.

Sklicka s preparaty vlozime do kyvety naplnéné roztokem 0,1% thioninu
ohiatym na 37 °C a odloZzime do termostatu (teplota 37 °C) na 30 minut. Vyjmuté fezy
oplachneme v destilované vodé. Rezy je mozno diferencovat v 96% etanolu, ale
z diivodu, aby nedoslo k opétovnému vyblednuti preparatu, nediferencujeme.

0,1% thionin (37 °C) 30 minut

Destilovana voda oplach
Piiprava roztoku
0,1% thionin — k 90 ml octanového pufru pfidame 10 ml 1% vodného roztoku thioninu

1% roztok thioninu — na vyrobu 11 roztoku je potfeba 10 g thioninu a 1000 ml
destilované vody.

octanovy pufr — k50 ml octanu sodného ptidame 40 ml roztoku Kkyseliny
chlorovodikové

roztok kyseliny chlorovodikové — 100 ml 37,5% roztoku kyseliny chlorovodikové
(komeréné vyrabény roztok) smichdme se 100 ml destilované vody a doplnime
destilovanou vodou na objem 250 ml.
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4.5.4 Barveni podle Bielschowského

Rezy preneseme do kyvety obsahujici 20% roztok dusi¢nanu stiibrného
a nechame roztok pusobit 2,5 hodiny ve tm¢. Na dal§i 3 minuty pfemistime fezy do
redukéniho roztoku. Nasleduje prani v 10% etanolu po dobu 2 minut. Mezi jednotlivymi
kroky nezapominame sklicka s fezy otirat hadiikem. Sklicka vloZime do amoniakalniho
roztoku stfibra a nechame roztok pusobit 2 minuty, naez pereme obarvené fezy po
jednom v péti kyvetach obsahujici redukéni roztok (v kazdé kyveté necham fez
3 sekundy, v posledni 7 sekund). Vyprané fezy shromazd’'ujeme v kyveté s destilovanou
vodou. Po ptidani posledniho fezu, prendame sklicka do 5% roztoku sirnatanu sodného,
kde nechdme sirnatan ptsobit 2 minuty. Nato fezy pereme 2 minuty v tekouci vode¢.

20% dusi¢nan stiibrny 2,5 hodiny
Redukeni 10ztoK 3 minuty
1000 etanol 2 minuty
Amoniakalni roztok stfibra_____ 2 minuty
Redukéni roztok I 3 sekundy
Redukéni roztok 11 3 sekundy
Redukéni roztok TIL 3 sekundy
Redukéni roztok IV 3 sekundy
Redukéni roztok V 7 sekund
Destilovand voda____ dle potfeby
5% sirnatan sodny 2 minuty
Prani v tekouci vodé¢ 2 minuty
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Obrazek 13 - Barveni podle Bielschowkého, (Veronika Maurerova, 2016, vlastni fotografie); zleva: 20%
roztok dusi¢nanu stfibrného, redukéni roztok, 10% etanol, amoniakalni roztok sttibra, chlorid zlatity,
sirnatan sodny, destilovana voda.

Piiprava roztoku

20% dusi¢nan stiibrny — na vyrobu 11 roztoku je potieba 200 g dusi¢nanu sttibrného
a 1000 ml destilované vody.

5% sirnatan sodny — na vyrobu 11 roztoku je potieba 50 g sirnatanu sodné¢ho a 1000 ml
destilované vody.

Amoniakalni roztok stfibra — (roztok na 8 tezi) ke 30 ml 20% dusi¢nanu stfibrného
pfiddme 30 ml 96% alkohol. Po kapkéach ptiddvame amoniak (ihned dojde po kazdé
kapce k zhnédnuti) az do té doby, dokud nebude roztok ¢iry. Je dulezité roztok poiad
michat, aby nedochazelo k falesnym vysledkiim. Nakonec pfidame k hotovému roztoku
jesté 15 kapek amoniaku. (Nutno piipravit na kazdé barveni Cerstvé).

Redukéni roztok — k25 ml formaldehydu pfidame 100ml 96% alkoholu a 375 ml
destilované vody.
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455 Barveni luxolovou modri

Rezy oplachneme v destilované vodé (asi 3 sekundy kazdé sklicko), abychom
nefedili roztoky pouzivané béhem barveni. Potom vSechny fezy prendame do kyvety
s obsahujici 0,1% roztok Luxolové modie MBS (Luxol Fast Blue) v 96% etanolu. Rezy
nechame v kyveté barvit 30 minut pii teploté 58 °C. Po 30 minutach sklicka s fezy
oplachneme nejdiive v 70% alkoholu a poté v destilované vodé. Nasleduje
diferencovani v 0,05% roztoku uhli¢itanu lithného po dobu 10 minut. Opét oplachneme
Vv destilované vodé¢ a pfendame do kyvety s jadrovou Cerveni, kde za dobu 10 minut se
nam jadra zbarvi cervené. Sklicka s fezy oplachneme ve tech laznich destilované vody.
V kazdé¢ kyveté sklicka oplachujeme 5 sekund.

Destilovandvoda 3 sekundy
0,1% Luxolova modtMBS 30 minut
0% etanol 15 sekund
Destilovanavoda 3 sekundy
0,05% uhli¢itan lithny 10 minut
Destilovana voda, 3 sekundy
Jadrova Cerven 10 minut
Destilovanavodal 5 sekund
Destilovanavoda 1 5 sekund
Destilovana voda I11 5 sekund

Piiprava roztoku

0,1% luxolovd modit MBS — ve 100 ml 96% etanolu rozpustime 0,1 g komer¢né
vyrabéné luxolové modii MBS

70% etanol - ptipravime tak, ze smichame 26 dili destilované vody a 70 dild 96%
etanolu (na vyrobu 11 70% etanolu je potteba 730 ml 96% etanolu a 270 ml destilované
vody).

0,05% uhlicitan lithny — ve 100 ml destilované vody rozpustime 0,05 g uhli¢itanu
lithného.

Jadrova cCervenn — ve 100 ml destilované vody nad kahanem za stilého michani
rozpustime 10 g siranu hlinittho a 0,1 g jadrové cervené. VSe po vychladnuti
prefiltrujeme, aby roztok neobsahoval hrudky.

4.6 Odvodnéni, projasnéni a montovani

VSechny barvici roztoky jsou roztoky vodné, proto je dulezit¢ preparaty
dokonale odvodnit pomoci alkoholi.

Preparaty prendame do kyvety obsahujici 96% roztok etanolu. Preparaty jen
smoc¢ime a rychle pfendame do ldzn¢ s 100% etanolem, odkud je rychle pfendame do
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lazné obsahujici karbol-xylen, kde je nechame 5 minut. Na dalSich 5 minut pfenddme
sklicka s preparaty do kyvety s xylenem. Sklicka lehce osuSime hadiikem a po té
pirendame do druhé 1azn¢ xylenu na dobu 5 minut.

Odvodnéné a projasnéné preparaty otfeme suchym hadfikem. Na kryci sklicko
polozené na stole kdpneme malé mnozstvi montovacitho media DePex. Ptilozime
sklicko s preparatem tak, aby cely preparat leZel pod krycim sklickem, a pomoci
laboratorni jehly vytésnime vSechny vzduchové bubliny. Zkontrolujeme preparaty pod
mikroskopem, zda se nevyskytuji mikroskopické vzduchové bubliny, které taky
vytésnime. Po odstranéni vSech bublinek nechame montovaci médium pofadné
zaschnout v termostatu pii 37 °C do druhého dne. Vysus$ené a hotové preparaty ocistime
ziletkou (pfebyte¢né montovaci medium) a vylestime kapkou ironu a jemného hadtiku,
co nepousti chloupky.

96% etanol smocit a ihned vyndat
100% etanol smocit a ihned vyndat
Karbo-XYlen 5 minut

XVIN 5 minut

XVIeN Wl 5 minut

DePex .. kapka, prilozit kryci sklicko

U Nisslovy metody neni lazen karbo-xylenu a misto 1azni etanolu jsme pouzili
dve 1azné acetonu. VSechny Casy a postup je stejny.
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Obrazek 14 - Odvodnéni a projasnéni obarveného fezu, (Veronika Maurerova, 2016, vlastni fotografie);
zleva: 96% etanol, 100% etanol, karbo-xylen, Xylen I, Xylen II.
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Piiprava roztoku
100% etanol (viz 4.2.1 Odvodnéni)

karbol-xylen - je pfipraven z 3 dild xylenu a 1 dilu fenolu (na piipravu 400ml roztoku
karboxylenu smichame 300 ml xylenu a 100 ml fenolu).

4.7 Pozorovani histologického preparatu v mikroskopu

Ocisténé a vylesténé preparaty vlozime do mikroskopu a pii zvétSeni 40X fotime
mikroskopicky obraz pomoci kamery Leica DMLB DC 300 a pocitacového programu
Imagine Manager 500, ktery ndm umoziuje nastavit si kontrast a jas ziskan¢ho obrazu
v mikroskopu.
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5 Vysledky

5.1 Kiira koncového mozku (Hematoxylin-eosin)

Obrazek 15 - Preparat kiry koncového mozku (Hematoxylin-eosin). Zvétseno 40x. (Veronika Maurerova,
2016, vlastni fotografie).

a — venulky
b — jadérko
¢ — Betzova pyramidova nervova buiika

d — jadro nervové bunky
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5.2 Kiira koncového mozku (Nisslova metoda)

Obrazek 16 - Preparat ktiry koncového mozku (Nisslova metoda). Zvétseno 40x. (Veronika Maurerova,
2016, vlastni fotografie).

a — jadra nervovych bunék
b — jadérko
¢ — Pyramidové nervova bunka

d — odstupujici dendrit Pyramidové nervové bunky
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5.3 Kiira koncového mozku (Bielschowského impregnace)

Obrazek 17 - Preparat kiry koncového mozku (Bielschowského impregnace). Zvétseno 40x. (Veronika
Maurerova, 2016, vlastni fotografie).

a — odstupujici dendrity Pyramidovych neuronti

b — Pyramidové neurony
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5.4 Koncovy mozek (barveni luxolovou mod¥i)

Obrazek 18 - Preparat koncového mozku (Barveni luxolovou modif). Zvétseno 40x. (Veronika
Maurerova, 2016, vlastni fotografie).

a — venulka s erytrocyty
b — jadro gliové bunky

€ — axon obaleny myelinovou pochvou
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5.5 Mozecek (Hematoxylin-eosin)

>

Obrazek 19 - Preparat mozecku (Hematoxylin-eosin). Zvétseno 40x. (Veronika Maurerova, 2016, vlastni
fotografie).

a — Molekularni vrstva (Stratum moleculare)

b — Vrstva tél Purkynovych bunék (Stratum neuronorum piriformium)
¢ — Granularni vrstva (Stratum granulosum)

d — vétvici se dendrity Purkynovych bun¢k

e — jadro s jadérkem

f — Purkynova buika
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5.6 Mozecek (Nisslova metoda)

Obrazek 20 - Preparat mozecku (Nisslova metoda). Zvétseno 40x. (Veronika Maurerova, 2016, vlastni
fotografie).

a — Molekularni vrstva (Stratum moleculare)

b — Vrstva tél Purkynovych bunék (Stratum neuronorum piriformium)
¢ — Granularni vrstva (Stratum granulosum)

d — vétvici se dendrit Purkyniovy bunky

e — Purkynovy bunky

f —jadro s jadérkem
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5.7 Mozecek (Bielschowského impregnace)

Obrazek 21 - Preparat mozecku (Bielschowského impregnace). Zvétseno 40%. (Veronika Maurerova,
2016, vlastni fotografie).

a — Molekularni vrstva (Stratum moleculare)

b — Vrstva tél Purkynovych bunék (Stratum neuronorum piriformium)
¢ — Granularni vrstva (Stratum granulosum)

d — vétvici se dendrity Purkynovy burnky

e — Purkynova buika

f —jadro s jadérkem
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5.8 Mozecek (Barveni luxolovou modri)

Obrazek 22 - Preparat mozecku (Barveni luxolovou modif). Zvétseno 40x. (Veronika Maurerova, 2016,
vlastni fotografie).

a — Molekularni vrstva (Stratum moleculare)

b — Vrstva tél Purkynovych bunék (Stratum neuronorum piriformium)
¢ — Granularni vrstva (Stratum granulosum)

d — Purkynova bunka

e —jadro s jadérkem Purkynovy buiky
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5.9 Mozecek (Barveni luxolovou modri)

Obrazek 23 - Preparat mozecku (Barveni luxolovou modfi). Zvétseno 40x. (Veronika Maurerova, 2016,
vlastni fotografie).

a — jadra gliovych bun¢k
b — axon obaleny myelinovou pochvou

¢ — venulka s erytrocyty
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5.10 Hi'betni micha (Hematoxylin-eosin)

Obréazek 24 - Preparat hibetni michy (Hematoxylin-eosin). Zvétseno 40x. (Veronika Maurerova, 2016,
vlastni fotografie).

a—venula s erytrocyty
b — a-motoneuron
C — jadro a-motoneuronu

d —jadérko

54



5.11 Hibetni micha (Nisslova metoda)

Obrazek 25 - Preparat hibetni michy (Nisslova metoda). Zvétseno 40%. (Veronika Maurerova, 2016,
vlastni fotografie).

a—venula s erytrocyty

b — odstupujici dendrit

¢ — a-motoneuron

d — jadro a-motoneuronu
e —jadérko

f — Nisslova substance

g - axon
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Obrazek 26 - Preparat hibetni michy (Bielschowského impregnace). Zvétseno 40x. (Veronika Maurerova,
2016, vlastni fotografie).

a — o-motoneurony
b — dendrit a-motoneuronu

C — jadro a-motoneuronu
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6 Diskuse

Zéakladni a nejcastéji pouzivanou metodou v histologii je hematoxylin-eosin.
Pomoci této metody |ze znazornit jadra a cytoplazmu jednotlivych bunék.

U koncového mozku lze rozliSit bunécna téla sjadry pyramidovych bunék
neurond, ktery maji sviij typicky tvar, ale uz nelze rozli§it mala téla s jadry, zda patii
gliovym bunkdm, ¢i men$im neuronim. V mikroskopickém obrazu touto metodou
rozliSime Sedou hmotu (kiiru mozku), ktera obsahuje pyramidové neurony, od bilé
hmoty, kde se pyramidové nervové buiky nevyskytuji a celkovy pocet jader je maly, ale
nelze urcit pesnéjsi hranici mezi bilou a Sedou hmotou.

Oproti tomu u mozecku, pomoci barveni hematoxylinem-eosinem rozliSime
bilou hmotu od Sedé hmoty a navic Ize rozlisit i jednotlivé tfi vrstvy mozeCkové kury.
Na povrchu se nachazi molekuldrni vrstva, kterd obsahuje malé mnozstvi bunck, tedy
malé mnozstvi jader. Dalsi vrstva, vrstva tél Purkynovych bunék, obsahuje typické
Purkyiovy bunky. Pod touto vrstvou se nachdzi granularni vrstva charakteristicka
velkym poctem malych multipolarnich neurond, tedy velkym poctem jader. Bila hmota
lezi pod granuldrni vrstvou, kde se vyskytuji gliové buniky. Zde je vidét par jader.

U michy je naopak vétsi hustota jader uprostted preparatu, nebot’ nervové bunky
se prevazné vyskytuji v Sedé hmote, které lezi uvnitt michy. Nelze rozlisit jednotlivé
typy neuront, vyjimecné lze rozpoznat a-motoneurony, které maji charakteristickou
velikost. Neni zde patrné€ vidét tvar Sedé hmoty do pismene ,,H*.

Tato metoda je pouzivania ve viech akreditovanych laboratofich v Ceské
republice a je povazovana za zakladni histologickou barvici metodu. Uziti dalSich
specialnich metod zalezi na Sikovnosti a zkusenosti odcitajiciho patologa (histologa),
nebot’ zkuSeny patolog (histolog) vycéte z mikroskopického obrazu tkané¢ obarvené
hematoxylin-eosinem mnohem vice nez bézny laik na zaklad¢é znalosti ziskanych
z literatury.

Podobnou metodou, kterd zndzoriiuje také predevsim téla bunék, je Nisslova
metoda. Tato metoda barvi tzv. Nisslovu substanci, kterd se nachdzi nejenom v télech
nervovych bun¢k, ale také v odstupech dendriti. Vysledkem barveni je tedy tmavée
modie obarvend Nisslova substance v téle nervové bunky a odstupech dendritt.
Na zakladé tohoto faktu lze rozlisit nervové builky od ostatnich buné€k vyskytujici se
vV nervové tkdni, nebot’ ostatni buiikky nemaji dendrity. Nami vytvofené preparaty byly
nejdiive obarveny pomoci toluidinové modre.

Nez jsme stacili pofidit fotografie mikroskopického obrazu naSich
histologickych preparat, doslo k jejich vyblednuti. Proto dalS§i barveni Nisslovou
metodou bylo pomoci thioinu. Fotografie mikroskopickych obrazl jednotlivych feza
byly provedeny témét ihned po dokoncéeni vyroby histologického preparatu. Dnes 1ze na
sklickach preparatii pozorovat opétovné vyblednuti tkané.

Pomoci Nisslovy metody a zndzornéni Nisslovy substance je mozné rozlisit
jednotlivé vrstvy isocortexu mozkové klry. Nejvice viditelnd je V. vrstva (Vnitini
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pyramidova vrstva), kde se vyskytuji velké pyramidové nervové buiky (Betzovy
neurony). Na obrazku (Obrazek 16 - Preparat kiry koncového mozku (Nisslova metoda).
Zvétseno 40x. (Veronika Maurerova, 2016, vlastni fotografie).) 1ze pouze pozorovat V. vrstvu
isocortexu, nebot’ zvétSeni histologického prepardtu je pfiliS velké na pozorovani
jednotlivych vrstev. V mikroskopickém obrazu je mozno pozorovat bilou hmotu, ktera
se nachdzi pod jednotlivymi vrstvami isocortexu.

U tkan¢ mozecku, lze opét pozorovat jednotlivé tfi vrstvy kiry mozecku.
Nejlépe pozorovatelnou vrstvou je Vrstva tél Purkynovych buné€k, charakteristickd
velkymi Purkynovymi bunikami s typickym odstupem dvou dendritd. Pod Granularni
vrstvou se nachazi bila hmota, ktera je v mikroskopickém obrazu také patrna.

V mikroskopickém obrazu preparatu hibetni michy pozorujeme a-motoneurony,
které¢ se nachazeji v Sedé hmoté misni. Lze také rozliSit axon od dendritu u jiz
zminovanych a-motoneuronu, ve kterém se vyskytuje obarvena Nisslova substance.
Pfi mens$im zvétSeni je vidét typicky tvar Sedé hmoty do tvaru pismene ,,H*.

Nisslova metoda neposkytuje oproti barveni hematoxylin-eosinem podrobnéjsi
obraz histologického preparatu. Dnes se jiz v laboratofich histologie nepouziva. Pouziti
této metody v klinické oblasti je jen vyjimecné. Slouzi ptedev§im ke studijnim
a vzdélavacim ucelim prevazne budoucich 1¢kait.

Ze vsech nasich pouzitych barvicich metod nejlépe znazoriujici neurony véetné
jejich vybézki je Bielschowského metoda.

U preparatu koncového mozku rozliSime pii menSim zvétSeni Sedou hmotu
od bilé hmoty. U Sedé hmoty, tedy u kiry koncového mozku, je mozné rozliSit i pét
jednotlivych vrstev isocortexu, podle vyskytujicich se neurond charakteristickych jejich
velikosti a poc¢tem vybézka. Neurony jsou viditelné odlisné od gliovych bunék, které
nemaji dendrity a axon. Na obrazku (Obrazek 17 — Preparat kiry koncového mozku)
jsou vidét pyramidové Betzovy neurony vyskytujici se ptevazné v Ill. vrstvé (Zevni
pyramidova vrstva), jejichz axony prostupuji az do I. vrstvy (Molekularni vrstva).

U mozecku (Obrazek 21 - Preparat mozecku (Bielschowského impregnace). Zvétseno
40x. (Veronika Maurerov4, 2016, vlastni fotografie).) pozorujeme vétveni Purkynovych bun¢k
nachazejici se ve Vrstvé tél Purkynovych bunék v kiife mozecku. Rozlisitelné jsou
i dalsi dvé vrstvy kiry mozecku (Molekularni vrstva a Granularni vrstva) a bila hmota
mozecku.

V mikroskopickém obrazu preparatu michy (Obrazek 26 - Preparat hibetni
michy (Bielschowského impregnace). Zvétseno 40x. (Veronika Maurerovd, 2016, vlastni
fotografie).) mizeme rozlisit bilou hmotu od Sedé¢ hmoty, které lezi ve stfedu tkdn€¢ a ma
typicky tvar pismene ,,H*. V Sedé hmot¢ jsou patrné a-motoneurony a dal$i nervové
bunky, vcetné jejich dendritl a axond.

Tento typ stiibieni se v klinickych laboratofich do dnes stale pouziva. Sice nejde
o béznou barvici metodu, kterd by byla na dennim potadku, ale pofdd ma své uplatnéni
v mediciné. Tato metoda je provadéna pouze ve vétSich laboratofich specializovanych
se na onemocnéni nervove soustavy.
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Pro prikaz myelinovych pochev v parafinovych fezech se nejcastéji pouziva
barveni luxolovou modii MBS. Jelikoz jsme fezy nebarvily dal$i barvici metodou na
prikaz myelinové pochvy, tedy nemame mikroskopické obrazy michy s ¢im porovnat,
byla tato metoda barveni luxolovou modii MBS provedena pouze na preparatech
koncového mozku s kiirou a mozecku.

Modfe zbarvena mista v mikroskopickém obrazu mozku (Obrazek 18 - Preparat
koncového mozku (Barveni luxolovou modii). Zvétseno 40%. (Veronika Maurerova, 2016, vlastni
fotografie). zndzoriuji vyskyt myelinovych pochev. Nejvice patrna je tedy bila hmota,
kde se vyskytuje nejvice axonti obalenych myelinovou pochvou. Fialové ¢ervena jsou
zbarvend jadra vSech bunék, které jsme dobarvili jadrovou Cerveni.

V mikroskopickém obrazu tkdné mozecku (Obrazek 22 - Preparat mozecku
(Barveni luxolovou mod¥i). ZvétSeno 40x. (Veronika Maurerova, 2016, vlastni fotograﬁe).) jSOU
op¢t vidét charakteristické Purkynovy buiiky, jez maji Cervenofialové zbarveni a jejich
téla se vyskytuji mezi Molekularni vrstvou a Granuldrni vrstvou v Sedé hmot¢ mozecku.
Modie zbarvena mista opét odpovidaji vyskytu myelinovych pochev, které se hojné
vyskytuji v bilé hmoté mozecku.

Ze vsech specidlnich barvicich metod pro centralni nervou soustavu se barveni
luxolovou modfi pouziva nejcastéji.

V histologickych tstavech specializovanych na barveni tkani centralni nervové
soustavy se pouziva specializovana metoda NOR. Pomoci této metody se prokazuji
priony Creutzfeldt-Jakobovy nemoci. Jednotlivé fezy tkané se barvi pomoci vodného
roztoku dusi¢nanu stfibrného a roztoku zelatiny v 1% kyseliné mraven¢i. VSe v poméru
2 : 1 (Laboratorni piirucka nemocnice A, 2016).
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1 Zavér

Cilem mé bakalatské prace snazvem ,Centrdlni nervova soustava
a neurohistologické barvici metody* bylo seznamit se s jednotlivymi bunikami nervové
tkan¢ a strukturou jednotlivych orgdnt centralni nervové soustavy, jeZ jsou tvoreny
pravé zmiflovanou nervovou tkani. Jako zajimavost je v rdmci teoretické ¢asti popsana
stru¢na historie nami vybranych barvicich metod: hematoxylin-eosin, Nisslova metoda,
Bielschowského metoda, barveni luxolovou modii.

Cilem praktické casti bylo vytvorit vlastni histologické preparaty a porovnat
jejich mikroskopické obrazy. V priibéhu psani bakalafské prace jsem navstivila pét
histologickych tstavii patficich k nemocnicim, abych zjistila a porovnala metody
barvici tkané centralni nervové soustavy, které se jest€ pouzivaji v klinické laboratofi ke
klinickym ucelim. K témto ucelim se stale vyuziva metoda barveni luxolovou modii
MBS, obcas je vyuzivana Bielschowského metoda a Nisslova metoda se jiz viibec dnes
nevyuziva. Na pouziti jednotlivych metod zalezi na velikosti histologické laboratote
a jeji specializaci. Navstiveny byly tfi nemocnice v Praze, jedna ve stfedoceském kraji
a posledni v plzeiiském kraji.

Osobn¢ zhotovené preparaty budou slouzit ke studijnim ucelim studentim
1. LF UK v Praze. Doufam, ze ke studijnim ucelim bude slouzit i teoretickd cast,
v které jsem struén¢ popsala celou nervovou tkan vcetné oddilti centralni nervové
soustavy.

Vznik mé bakalarské prace dal impulz ke zlepSeni Nisslovy barvici metody,
nebot’ jak se stalo nam, preparaty po delsi dob¢ ,,vyblednou. Nyni se provadi pokusné
obmény této techniky v Histologickém a embryologickém ustavu 1. LF UK v Praze.
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8 Seznam pouzitych zkratek

% procenta

°C stupen Celsia (jednotka teploty)

1. LFUK 1. 1€ékarska fakulta Univerzity Karlovy

ABS Akrylobutadien-styren kopolymer

cm centimetr [10° m] (jednotka délky)

CNS centralni nervova soustava

g gram (jednotka hmotnosti) — zakladni jednotka soustavy SI

hodina [3 600 s] (jednotka ¢asu)

I litr (jednotka objemu) — zakladni jednotka soustavy SI

m metr (jednotka délky) — zakladni jednotka soustavy SI
MBS myelin blue solution

ml mililitr [107 I] (jednotka objemu)

mm milimetr [10° m] (jednotka délky)

mol-I™* moly na litr (jednotka latkového mnozstvi)

nm nanometr [10”° m] (jednotka délky)

S sekunda (jednotka ¢asu) — zakladni jednotka soustavy SI
o alfa

B beta

pum mikrometr [10° m)] (jednotka délky)

Pozn.: V seznamu nejsou uvedeny symboly a zkratky vSeobecné zndmé nebo pouZivané

jen ojedinéle s vysvétlenim v textu.
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