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Abstrakt

V laboratornich manualech Ize najit mnoho metognikaz myelinu v histologickych
fezech. Ne vzdy jsou tyto metody zcela vyhovujiodig bylo nutné je a¥tit a vybrat takove,
které sphuji tato kritéria:¢asova a pracovni nenérmst, robustnost metody daehledny
vysledek.

Pro o¢teni jsme nili k dispozici parafinov&ezy z michy laboratorniho potkana,
fixované formolem. Testované metody jsme nalezli wech fKznych laboratornich
manualech. Jedna se o metody zaloZzené na pouhitatbrylinu a luxolové maid Obe
metody vyuZivaji regresivni barveni, tzn. prepadirebarvi a poté se v kroku diferenciace
piebyt&né barvivo odstrani. U hematoxylinovych metod se® pwySeni intenzity a
specifenosti barveni pouziva meni tkar. Fi barveni luxolovou maid je vhodné preparat
dobarvit kontrastnim barvivem.

Prokézalo se, Ze¢které metody, tak jak jsou popisovany v manualegulehliv
funguiji, u jinych nastaly problémy s diferencigmpripac byly ¢asow narané.



Abstract

There are many methods for demonstration of myalithe histological sections in
laboratory manuals . Not always these methods laselately satisfactory, that is why we
decided to test them and select such they are sjmgpick and demonstrative enough.

We had the paraffine sections from rat, fixed imnfalin solution to testing. We found
the methods in three various manuals. They are adsthwhich use hematoxylin or luxol
blue. In both of them sections are regressivelynsth and differentiation is used. The
hematoxylin techniques use mordant sections, goed for intensity and particularity of
staining. If we stain with luxol blue, it is good tise counterstain.

It was demonstrated, that some of methods work, wed other have problem with
differentiation or they take much time.



1. Cil prace

Znazorrni myelinu pati mezi &Zné pozadavky na histologické laboratoExistuje
velké mnozstvi iznych procedur, slouzicich kiazu myelinu, avSak je nutné mit tyto
metody dikladné vyzkouSené, protoZze receptury uvdd v literatie nejsou vzdy zcela
spolehlivé. V této praci jsme se z&ih na metody, které jsou vhodné proukaz na
materidlu fixovaném formolem a zalitém do parafiReceptury vhodné pro tento material,
jak jsou uvedeny viznych laboratornich manualech, jsou zaloZzené ndippdiematoxylinu
nebo luxolové maidl. Cilem této prace bylo provéstipaz myelinu &mito metodami na
vzorcich michy laboratorniho potkana, a vysledkyopoat z hlediska kvality fikazu a
¢asové a pracovni nanoosti.

Tato prace je uvodni metodickou studii pro idekaifi projewi demyelinizace b
experimentalnim por&ni michy, které je igdmétem vyzkumu v ramci vyzkumného zér
MSMT ¢. 0021620816.



2. Uvod

Z&kladni stavebni jednotkou nervové tkge nervova bikka (neuron). Sklada se
z ®la (perikaryon) a vykrki. Velikost €la se pohybuje mezi 5 um az 150 uméla nheuronu
odstupuji vylzky dvojiho druhu, jejichz ukolem je vést vzruchxolh neboli neurit vede
vzruch odstedivé neboli snérem od &la burg¢ného, dendrit vede vzruch diosdive, tj. k
buice. Dendrit miZze mit nervova hika vice, neurit pouze jeden. Podle¢povybszka
roz&klujeme nervoveé hiky na unipolarni, bipolarni a multipolarni.

RozliSujeme nervova vlakna nemyelinizovana a myawaena. Zatimco v centralnim
nervovém systému nemaji nemyelinizované vlakna aadichranu, v perifernim nervovém
systému jsou nemyelinizované axony zavzaty do jeéddoych Zfrbin ve Schwannovych
bunkach. Myelinovou pochvu vlaken v centralnim nervavé systému vytvigji
oligodendrocyty, v perifernim nervovém systému yivéreji Schwannovy hiky. Nativni
myelinizovand vlakna maji vzhled bilych homogenrnédklych valé.

Myelinova pochva je v fibéhu vlakna tvééena segmenty, ty jsou v pravidelnych
intervalech peruSovany tzv. Ranvierovymuieay. V centralnim nervovém systému je jeden
segment tvien jednim vybzkem oligodendrocytu. V perifernim nervovém systgejeden
segment tvien jednou Schwannovou fkou a Ranvieiv z&ez je rozhrani mezi dma
sousednimi bitkami. Vzdalenost mezi jednotlivymi &y se oznalje jako internodium a
jeho délka se pohybuje mezi 200 — 1000 um v zéstisloa ptiméru konkrétniho axonu.
Pritomnost myelinové pochvy chrani vlakno po celeéégého pitbéhu, elektricky je izoluje
od okoli. Ri Siteni poditu se mezi jednotlivymi Ranvierovymi igzy uzaviraji lokalni
proudové obvody a vzruch seisizv. skokem, coz podstatmrychluje vedeni vzruchu po
tomto vldknu.

V prvni fazi tvorby myelinu se axon zamge v centralnim nervovém systému do
z&ezu ve vykZzku oligodendrocytu, v perifernim nervovéem systéouzlabku Schwannovy
buiky. Okraje ZIdbku se uzaviraji a sousedici membsény sob priloZi a vytvai mezaxon.
Nasledov mezaxon roste do délky a vytvonekolik otocek kolem axonu, jejich pet
urcuje tloug’ku myelinové pochvy.

Myelinova pochva ma lamel6zni strukturu, skladazsestidajicich se vrsteek
proteimi a lipidia. Lipidova slozka byva ip standardnim histologickém zpracovardasti
odstragna. Myelin v centralnim nervovém systému obsahuje dhlavni bilkoviny:

myelinovy bazicky protein a proteolipidovy protein.
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Prikaz myelinu se uplatje @i diagnostice demyelinizaich proces vzniklych na
zaklad infekénich, toxickych nebo alergickychtipin, pfi diagnostice vyvojovych poruch
myelinizace a v experimentech. Metodikazu myelinu existuje velkéda, my jsme hledali
takove, které Ize pouZzit na vzorky fixované forrmola zalité do parafinu. Jako prvni séata
pouzivat hematoxylin, poZf luxolova mod a dalSi barviva. Z historickychidoda (ne¢které
metody byly publikovany jiz ke konci 19. stoletRigtuje mnohotiznych receptur, my jsme
zpracovali metody, pouzivajici hematoxylin a lwsau mod, jejichZ receptury jsme nasli
ve frech fiznych zdrojich John D. Bancroft, Marilyn Gamble: Theory and Piaet of
Histological Techniques, Fifth Edition, 2002dalSim textu bude pouzita zkratka TBhn D.
Bancroft, Harry C. Cook, R. W. Stirling, David Ruriier, Manual of Histological Techniques
and their Diagnostic Application, 1994lalSim textu bude pouZita zkratka MHGgorge
Clark, Staining Procedure, Fourth Edition 1981dalSim textu bude pouzita zkratka SP)

Prvni z moznosti neurohistologického barveni nmgetych pochev nervovych vidken
je pouziti speciédlnich modifikaci barveni hematmem. Hematoxylin je frodni barvivo,
které se extrahuje zeala stromuHaematoxylon campechianurematoxylin sam o séb
nebarvi, je nutna jeho oxidace na hemateifi. Barveni se vyuziva niimlo, negast;i
kamenec (podvojny siran) Zelezitoamonny, ipoghlorid Zelezity. Mdédlo vytvari
s molekulami barviva chelaty (cyklické skmniny), jejich gitomnost zvySuje specifiost a
intenzitu barveni.

Tyto metody vyuzivaji regresivni postup barveaizhamend, Ze preparaeparvime
a pebyt&né barvivo odstranime v procesu diferenciace zacasmé kontroly pod
mikroskopem.

V praxi se pouzivaji dva mozné postupy barveni.

V prvnim postupu se niidlo pridava gimo do barviciho roztoku, tim je alkoholovy
roztok hematoxylinu. Mieni tkag a tvorba chelatovych sléenin probiha tedy dnem
samotného procesu barvedimz se metoda podst&trzkracuje. Nasledujicim krokem je
diferenciace febyte&ného barviva.

Konkrétni rozdily mezi metodami, ndklad rozdilna doba a teplotaigobeni

barviciho roztoku jsou uvedeny v tabulcel.
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Procedura Weilova metods, Weilova metods, Zelezity
zdroj: TP zdroj:SP hematoxylin,
zdroj:SP
Barvici roztok 10 % alkoholovy roztok| hematoxylin 10 % alkoholovy roztok
hematoxylinu 95/100 % ethylalkohol | hematoxylinu
4 9% roztok kamence 4 % roztok kamence FeCL.6 HO-10% v 3
Zelezitoamonného Zelezitoamonného % roztoku HCI
destilovana voda destilovana voda destilovana voda
Piasobenicas/ 10 — 45 min / 50 — 60 °| 20 min / pokojova 10 min / pokojova
stupné C teplota teplota
Diferenciace 1.4 % roztok kamence | 1.4 % roztok kamence| 1. Weigerfiv
Zelezitoamonného Zelezitoamonného diferenci&ni roztok
2. Weigerfiv 2. Weigerfiv
diferenci&ni roztok diferenci&ni roztok

Tabulka¢. 1: Metody pouzivajici hematoxylin I.

Druhy typ piikazu spéiva v tom, Ze mieni v roztoku kamence je samostatny krok a
predchazi barvicimu procesu. Barvici roztok je&tagkoholovy roztok hematoxylinu, navic
obsahuje uhditan lithny. | v €chto metodach néasleduje poreparveni odstrami
piebyte&ného barviva v proceswkolikastupiové diferenciace.

Rozdily mezi metodami Ize porovnat v tabuic@.

Procedura Loyezova metod;, Pal — Weigertova metodk,
zdroj:MHT zdroj:SP
Moridlo kamenec Zelezitoamonny kamenec Zelezitoamonny
Doba pisobeni pies noc 2 — 24 hod
Barvici roztok 10 % hematoxylin 10 % hematoxylin
roztok uhlgitanu lithného roztok uhlgitanu lithného
Piasobenicas / stupré 2-4hod/ 56 °C 1 — 2 hod / pokojova teplota
pies noc / pokojova teplota
Diferenciace 1. kamenec zelezitoamonny | 1. kamenec Zelezitoamonny
2. borax - ferrikyanid 2.0,4 % roztok manganistanu
draselného
3.1 % kys. Stavelovd + 1 %
sifi¢itan sodny
4. nasyceny roztok ulditanu
lithného

Tabulkac. 2: Metody pouzivajici hematoxylin Il.
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DalSim barvivem pouzivanym k gkazu myelinovych pochev je luxolova niod
(Luxol fast blue). Chemicky se jedna odimatou slodeninu ftalocyaninu (podokinjako
alcianova motl a methasolovad rychld mf)d a ma silnou afinitu k fosfolipidovym a
cholinovym bazim, proto barvi myelin.

Na rozdil od metod zaloZzenych na hematoxylinu gdezivame barveniiimeé, bez
moieni. Okyselenym alkoholovym barvicim roztokem rtkdprebarvime a nasledn
diferencujeme, jedna se tedy épo regresivni barveni. Dobarveni jader kontrastnim
barevnym tonem je u této metody vhodné a poskyiigkledrjSi vysledek.

V tabulce¢. 3 mizeme porovnat konkrétni rozdily mezi procedurarogh@zejicimi

z raznych zdroj. Ty jsou markantnifiedevsim Wase fisobeni barviciho roztoku.

Procedura

Modifikovana Luxol fast
blue, zdroj:MHT

Luxol fast blue
barveni, zdroj: TP

Luxol Fast blue
MBS, zdroj:SP

Barvici roztok

Luxol fast blue MBS
metanol
kyselina chlorovodikova

Luxol fast blue MBS
metanol
kyselina octova

Luxol fast blue
MBS

metanol
kyselina octova

Piasobeni
¢as / stupré

1 hod / pokojova teplota

2hod /60 °C
pies noc /37 °C

16-24 hod /56 °C

Diferenciace

1. uhli¢itan lithny

1. uhli¢itan lithny
2. 95 % alkohol

1. uhli¢itan lithny
2.70 % alkohol

Doporu¢eneé
dobarveni

neutralnicervai

kresylova viol&

Darrowcervai

Tabulka¢. 3: Metody pouzivajici luxolovou méd
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3. Metodika

Hlavnim Ukolem histologické laborda® je zpracovani odebraného materialu a
zhotoveni histologickych prepatatrcenych k mikroskopickému vy&eni. Obecny postup je
pro vSechny nami testované barvici procedury shobakezité je dbat hem celého procesu

nafadné ozn&ni materialu.

3.1. Odbér a zpracovani vzork ¢ michy

Material, na kterém jsme testovali jednotlivé bervitechniky, byl ziskan
z laboratornich potkdin na kterych byly provaghy experimenty. Zvata byla po anestezii
perfundovana 10 % formolem (= 4 % roztok formaldil)y Poté byla z pateiho kanalu
vynata micha. Nasledovala imerzni fixace v 10 % foumpa dobu 3 tydin

Aby bylo mozné material nakrajet na histologiékgy, byly vzorky zality do parafinu.
Zalévani do parafinu se skladacg zakladnich krok: odvodréni, prosyceni intermédiem,
prosyceni parafinem, vlastni zaliti.

Samotnému zalévani do parafintegichazi nejprve odvodni. i odvodreni je ve
vzorku nahrazena voda odumyacim médiem. PouZivaji se ktomu I&zatanolu o
vzestupné koncentraci, ¢meni koncentrace zavisi na mnozstvi vody ve vzorkaSeN

vzorky byly odvodgny podle nasledujiciho schématu.

Postup deparafinace:

50 % alkohol| 24 hod.

70 % alkohol| 72 hod.

80 % alkohol| 24 hod.

90 % alkohol| 24 hod.

96 % alkoholl 24 hod.

aceton 5 hod.

Tento odvodovaci postup byl vyrazndelSi nez je &né odvodovaci schéma
uvadcné v iruckach, ale material (nervova tRavyzaduje dkladné odvodeni, aby bylo

mozné nakrajet kvalitriezy.
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Po odvodsini nasledovalo prosyceni intermédiem, latkou, seokt se misi alkohol i
parafin. Intermédium nahradi ve vzorku alkohol aodm pronikani parafinu do tk&n
k tomuto @&elu slouzi BZn& organicka rozpoustla. V naSem fipact jsme pouzili ki 1dzre
benzenu po 10 minutach.

Prosyceni vzotktekutym parafinem praéhlo pii teplo€ 58 °C ve dvou nasledujicich
parafinovych laznich. Prvni l&zérvala 24 hodin, druha 8 hodin.

Vzorky byly zality parafinem v zalévaci kdnce. Po okrojeni iigbyte&ného parafinu
a pritmeleni na nosibyly na mikrotomu typu HM 304 E (MIKROM LaborgeeatWalldorf,
Germany) krajenyezy o tlougce 7 pum.

Ukrojené parafinovéezy byly geneseny na podlozni skla o standardni velikosti,
potrena snisi bilku s glycerinem. Na kapce destilované vody bgzy na vyliivané ploténce

napnuty. Ped dalSim zpracovanim byigzy suseny 24 hodirtiB7 °C.

3.2. Barveni

K barveni bylyfezy gipraveny v procesu deparafinace.

Postup deparafinace:

xylen 1. 5 minut
xylen Il. 5 minut
alkohol I. | 5 minut

alkohol Il. | 5 minut

Jelikoz jsou vSechny barvici roztoky alkoholovéhyle nutné pevéstiezy do vody.

3.2.1. Metody pouzivajici hematoxylin I.

Prvni ti uvedené postupy pétmezi metody pouZivajici k barveni hematoxylin

smichany v barvicim roztoku s tfidiem.
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Pati k nim:

1. Weilova metoda pro barveni myelinovych pochev (VI628), zdroj: TP

2. Weilovo barveni k zndzatni myelinovych pochev, modifikace: Berube, PoweriSlark
(1965), mvodre: Weil (1928), zdroj: SP

3. Zelezity hematoxylin, jvodns: Heidenhain (1892), modifikace: Mayer (1899), W\etg
(1904), Verhoeff (1908), Weil (1928), zdokonaleBpooner, Read a Clark (1979), zdroj: SP

1. Weilova metoda pro barveni myelinovych pochev (Weill928) Zdroj: Theory and

Practice of Histological Techniques

Fixace:

slany formol nebo Bakerova tekutina

Barvici roztok:

4% vodny roztok kamence Zelezitoamonného 50 ml

50 ml 1% hematoxylinuifpraveného z 10% alkoholového hematoxylinu (5mileatilované
vody ( 45ml)

Smichat dohromady bezpriedre pred pouzitim.

Diferenciani roztoky:
1. 4% roztoku kamence zelezitoamonného

2. Weigertiv diferenci&ni roztok

ferrikyanid draselny 12,5 mg

borax 2,5 mg

destilovana voda | 100 ml

Pracovni postup:

1. Oplachnoutezy v destilované vad

2. Barveni v barvicim roztoku 10-45 miti p0-60° C.
3. Vypréani pod tekouci vodou.
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4. Diferenciace v4 % roztoku kamence Zzelezitoardbon pouze tak dlouho dokud
rozliSujeme Sedou hmotu nebo degenerovana mista.

5. Vyprani v gkolika laznich destilované vody.

6. Dokorteni diferenciace ve Weigertddiferencig&nim roztoku.

7. Vyprani v gkolika laznich destilované vody, naslédgod tekouci vodou.

8. Odvodrini v alkoholu, projasmi v xylenu, zamontovani do Entelanu.

Vysledek:

myelin cerny

pozadi Zluté

2. Weilovo barveni k znazorgni myelinovych pochev, modifikace: Berube, Powers a
Clark (1965) piavodné: Weil (1928),Zdroj: Staining Procedures

Fixace:

10% formol

Barvici roztok:

A: Hematoxylin 1 g, etylalkohol (k1 95 % nebo 100 %) 100 ml, tento roztoKiza byt
pouZzit okamzi& nebo uchovavan po delSi dobu)

B: kamenec Zelezitoamonny 4 mg, destilovana vo@anilo

Diferenciani roztoky:
1. B: kamenec Zelezitoamonny

2. C: Weigentv diferenci&ni roztok:

Pracovni postup:

1. Oplach v destilované ved

3. Do kyvety s nakrdjenymiezy se naliji 2 dily vody, 1dil roztoku A, 1 dilztoku B a
dikladre se promicha (vytu@na sraZzenina neni na zavadu). Barveni 20 minut.

4. Vyprani ve vod.

5. Diferenciace v roztoku B dokud se neda roziiéda a bila hmota.
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6. Dikladné vyprani pod tekouci vodou a poté v destitéveod je dilezité, protoze Zelezité
ionty F€*pienesené do druhého difererititho roztoku mohou vyttt permanentni modrou
srazeninu a znehodnotézy.

7. Dokortit diferenciaci v roztoku C.

8. Dikladne vyprat v reékolika laznich vody. Je mozné dobarveni Dart@mweni.

9. Odvodrni v alkoholu, projasmi v xylenu, zamontovani do Entelanu.

Vysledek:

myelinové pochvy tmavmodré azerné

Seda hmota nazloutla az bezbarnva

3. Zelezity hematoxylin: pivodné Heidenhain (1892), modifikace: Mayer (1899), Weige
(1904), Verhoeff (1908), Weil (1928), zdokonalen8pooner, Read a Clark
(1979),Zdroj: Staining Procedures

Barvici roztok:

Hematoxylin -10 % v alkoholu (kii95 % nebo 100 %) 4ml
10 % hexahydrat chloridu zelezitého v 3 % vodnémtaku HCI 4ml
Destilovan& voda kifpraw 50 mi

Diferenci&ni roztok:

1. Weigeriiv diferenci&ni roztok

Pracovni postup:
. Barvici roztok smichat bezpréestiré pred pouzitim, barveni 10 minut.
. Dikladné vyprani ve vag posledni d¥ lazre v destilované vod

. Diferenciace ve Weigertéwdiferenci&nim roztoku.

1
2
3
4. Prani v destilované védpoté v tekouci vad
5. Mozné dobarveni.

6

. Odvodeni v alkoholu, projasini v xylenu, zamontovani do Entelanu.
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Vysledek:

myelin cerny

Seda hmota zlatahnéda

3.2.2. Metody pouzivajici hematoxylin II.

Nasledujici dva postupy popisuji barveni hemaiogyh, kterému fedchazi meni

tkarg moridlem.

Pati k nim:

1. Loyezova metoda ( Loyez 1910), zdroj: MHT

2. Pal — Weigertova metoda (Clark a Ward 1934jv@pre: Pal 1886, modifikovano:
Weigert 1884, 1885), zdroj: SP

1. Loyezova metoda ( Loyez 1910)droj: Manual of Histological Techniques and their

Diagnostic Application

Motidlo:

4% vodny roztok kamence Zelezitoamonného

Barvici roztok:

10% alkoholovy hematoxylin

(oxidace stanim pockolik tydni) 10 ml
destilovana voda 90 ml

nasyceny vodny roztok uliitanu litného 4 ml
Diferenci&ni roztoky:

1. 4% vodny roztok kamence Zelezitoamonného

2. roztok 2g boraxu a 2,5 g ferrikyanidu draselned@00 ml destilované vody
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Pracovni postup:

. Odparafinovani.

. Moreni v roztoku kamence Zelezitoamonnékesmoc fi pokojové teplot.

. Prani ve vogpo dobu gkolika minut.

. Barveni v hematoxylinu du2-4 hodiny pi 56°C nebo fes noc fi pokojové teplat.
. Prani ve vod

. Diferencovéni febyt&ného barviva v roztoku kamence Zelezitoamonného.

. Prani ve vod

. Pokr&ovani diferenciace v roztoku borax-ferrikyanidukdd neni pozadi stlé.

© 00 N o 0o b~ W N P

. Je mozné dobarveni v 1 % roztoku eosinu po daminuty.
10. Prani ve vod

11. Odvodgni v alkoholu, projasini v xylenu, zamontovani do Entelanu.

Vysledek:
¢ervené krvinky, normalni myelin, jadra modeyna
pozadi bezbarvé, pokud nebylo dobarvovan

tuZzové, pokud bylo dobarvovano

2. Pal — Weigertova metoda (Clark a Ward 1934), (pvodné Pal 1886, modifikovano:
Weigert 1884, 1885)Zdroj: Staining Procedures

Fixace:
10 % formol, eventueths 2 % NHBr

Motidlo:

4% roztok siranu zelezitoamonného

Barvici roztok:

A. nasyceny vodny roztok uliitanu lithného 7 ml, voda 93 ml

B. hematoxylin 1 g, absolutni etylalkohol 10 ml5%® alkohol také vyhovuje). Roztok

nevyzaduje zrani.
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Diferenciani roztoky:

=

4% roztok siranu Zelezitoamonného

2. 4% vodny roztok manganistanu draselného

3. vodny roztok 1% kyselinytavelové a 1% siranu sodného
4

nasyceny vodny roztok ublitanu lithného

Pracovni postup:

1. Morenitezi 2-24 hodin ve 4 % roztoku siranu zelezitoamonného.

2. Prani pod tekouci vodou

3. Barveni v barvicim roztoku (1 dil roztoku A ai®i roztoku B) 1-2 hodiny.

4. Prani 2-3 minuty pod tekouci vodou

5. Casténé odbarveni v roztoku siranu Zelezitoamonnéhoudaiejsou Seda a bila hmota
rozeznateln&as seidi intenzitou zbarveni).

6. Prani 2-3 minuty pod tekouci vodou

7. Diferenciace v 0,4% vodném roztoku manganistdraselného, dokud neni Seda a bila
hmota jash rozliSitelna, kdyZ se podivame proti¢du. Rezy jsou po této lazni zbarveny
hnedg.

8. Rychle oplachnout ve véd

9. Dokortit odbarveni ve vodném roztoku 1% kyselinjaelové a 1% siranu sodného
(draselného) smichat bezpiesire pred pouzitim v porru 1:1, Seda hmota by da byt
uplr¢ jasna a bezbarva (kr@émist, kde obsahuje myelinizovana viakna)

10. Prani 2-3 minuty pod tekouci vodou

11. Prat 5 a vice minut vroztoku A, aby se obrowhodré zbarveni, ztracendip
odbarvovani.

12. Dikladné vyprani pod tekouci vodou

13. Mozno dobarvit.

14. Odvodgni v alkoholu, projasini v xylenu, zamontovani do Entelanu.

Vysledek:

myelinové pochvy tmamodré

ostatni struktury neobarvené, pokud nebgloatvovano
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3.2.3. Metody pouZzivajici luxolovou mod F

Nasledujici i laboratorni postupy popisuji metody, které poagik barveni myelinu

luxolovou mod (Luxol fast blue MBS).

Pati k nim:

1. Modifikovana metoda barveni luxolovou niod Kliver & Barrera 1953, Ainge et al
1969), zdroj: MHT

2. Metoda barveni luxolovou méd(Kluver a Barrera ,1953)droj: Staining Procedures,
zdroj: TP

3. Metoda barveni luxolovou mtid(Kluver a Barrera ,1953)/droj: Staining Procedures
zdroj: SP

1. Modifikovana metoda barveni luxolovou modi ( Kliver & Barrera 1953, Ainge et al

1969),Zdroj: Manual of Histological Techniques and thRiagnostic Application

Barvici roztok:

Luxol fast blue MBS 0,19
metanol a0
1,5 M kyselina chlorovodikova 0,5 ml

Diferenci&ni roztok:
1. 0,05 % vodny roztok ukiitanu lithného

Pracovni postup:

1. Barveni deparafinovanyébzi barvicim roztokem1 hodinutippokojoveé teplat.

2. Prani ve vodl

3. Diferenciace v roztoku ukitanu lithého po dobu 20 sekund, nebo dokud neaziagio
swtle.

4. Prani ve vodl

5. Dobarveni v 1 % vodném roztoku neutr&eriveni 5 minut.

5. Prani ve vod
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6. Odvodsni v alkoholu, projasini v xylenu, zamontovani do Entelanu.

Vysledek:

erytrocyty, myelin modré azmurové,zalezi na intenzitlobarveni

jadra a Nisslova substance  ¢ervené

pozadi zbarvé

2. Metoda barveni luxolovou modti (Kliver a Barrera,1953) Zdroj: Theory and Practice
of Histological Techniques

Fixace:

Formol

Barvici roztok:

Luxol fast blue MBS 1g
metanol 1000ml
10% kyselina octova 5 ml

Diferenciani roztoky:
1. 0,05% roztok uhtitanu lithného
2. 95% alkohol

Pracovni postup:

1. Odparafinovanéezy barvit v barvicim roztoku luxolové midcbud’ 2 hodiny @i 60°C
nebo pes noc p 37 °C.

3. Prani v 70 % alkoholu.

4. Prani pod tekouci vodou.

5. Diferenciace v nasyceném roztoku &itdinu lithného, dokud se neda rozliSit Sed4a a bila
hmota. Na misto toho i@eme pouzit 0,05% ukiltan lithny a po #&m 95% alkohol.
Diferenciace je takto snazsi.

6. Prani pod tekouci vodou.

7. Kontrola diferenciace pod mikroskopem. Opakdwvak 5, pokud je nutné.

8. Doporiené dobarveni v roztoku kresyloveé violeti.
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9. Odvodrini v alkoholu, projasimi v xylenu, zamontovani do Entelanu.

Vysledek:

myelin  modry/ zeleny

bunky fialové/ iizové, pokud bylo provedeno dabarveni

3. Metoda barveni luxolovou modi (Kliver a Barrera,1953) Zdroj: Staining Procedures

Fixace:

10% formol

Barvici roztok:
Luxol fast blue MBS (du Pont) 1g, 95 % alkohol 106D Po rozpu&ni piidat 10 % kyselinu

octovou 5 ml, Refiltrovat gred pouzitim. Tento roztok je stabilni rok a vice.

Diferenci&ni roztoky:
1. 0,05 % roztok uhtitanu lithného
2. 70 % alkohol

Pracovni postup:

1. Barveni odparafinovanyébzi v barvicim roztoku i 16 — 24 hodin $ 57°C.

2. Vyprat rebytek barviva v 95 % alkoholu a debvyprat ve vo&

3. Diferencovani porfenim jednotlivychiezi na rekolik sekund do 0,05 % roztoku
uhli¢itanu lithného. Poté vyprat &kolika 1&znich 70 % alkoholu afgmistit do destilované
vody. Kritick& diferenciace nastava v alkoholu amébyt filiSna. Proces se opakuje, pokud
je to poteba, za kontroly v mikroskopu, dokud neni bila harmelenomodra oproti bezbarvé
Sedé hmat

5. Dukladné vypréni destilovanou vodou.

6. Doporuiené dobarveni Darrogerveni.

7. Odvodeini v alkoholu, projasini v xylenu, zamontovani do Entelanu.
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Vysledek:

vldkna modra

Kazda z receptur pouziva k dobarveni jiné kontfabBrvivo. My jsme u vSech
procedur s luxolovou mdd pouZili k dobarveni roztok jadrovéerverg, pripraveny podle
nadvodu z gebnice pro zdravotnické Skolg. Vacek: Histologie a histologicka technika,
Avicenum, 1972

Rozpustili jsme za tepla 0,5 g jadrateyvere ve100 ml 5 % roztoku siranu hlinitého a

po vychladnuti fefiltrovali. Rezy jsme dobarvovali 3 — 5 min.

3.3. Dokon éeni pFipravy preparat & a dokumentace

Po obarveni prepaféisme pokrgovali u viech testovanych procedur siejRezy
jsme odvodnili ve dvou laznich 96 % alkoholu po iButéch a lazni karboxylenu.

Nasledovalo projasgmi ve dvou laznich xylenu po 5 minutach. Profagiezy jsme
zamontovali pod kryci sklko montovacim médiem Entelan.

Zhotovené histologické preparéaty jsme fotografopilobjektivnim z¥tSeni 40x
(NA objektivu = 0,65) mikroskopem Leica DMLB pomamiogramu IM500.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Metody vyuZzivajici hematoxylin I.

Metody, @i kterych se k barveni pouzivd &nhematoxylinu a nmialla (kamenec
Zelezitoamonny, chlorid Zelezity), byly pémé snadné a nikterakaso¥ narané. K mdeni

tkare zde dochazidhem barveni, tim se vyrazmkrati celycas potebny k barvici proceda.

1. Weilova metoda pro barveni myelinovych pochev (il 1928) Zdroj: Theory and
Practice of Histological Techniques

Pti testovani Weilovy metody, jak je uvedena v TiPngsse rozhodli pro barvigas
45 minut, kyvetu jsme umistili do termostatii 56 °C. Chtli jsme porovnat rozdil mezi delSi
dobou fisobeni B zvySené teplat oproti Weilow metod, jejiz receptura je uvedena v SP.
V tomto navodu je barvicias pouze 20 minut, a tdi pokojové teplot.

Barvici roztok, skladajici se z 1% alkoholovéhotoém hematoxylinu, destilované
vody a kamence je nutné opravdu tiopromichat, protoZe rozdilna hustota roatkamence
a hematoxylinu zfsobi rozdilnou sytost obarveni mezi hornim a dolkémcem podloZniho
skla, a tim i preparatu, které jsou v kyveastojato.
Dvoustupiova diferenciace nebyla n&rm@, neni zapoebi dlouhé praxe. Optimalniho stédpn
diferenciace bylo dosazeno az po pouziti Weigertbfeaenci&niho roztoku.

Dobarveni nebylo nutné, protoZenly a jejich jadra éstaly gibarveny.

Vysledek:
Myelin je obarven syt modraserrs. Zlutohrsdy nadech cytoplazmy spolehiwdlisi buiky
od vldken (obr.1a, 1b).

2. Weilovo barveni k znazorgni myelinovych pochev, modifikace: Berube, Powers a
Clark (1965) pavodné: Weil (1928),Zdroj: Staining Procedures

Tato receptura uvadi barvigas 20 minut p pokojové teplat. Na rozdil od Weilovy

metody ze zdroje TP je dop@ano nejprve viozit do kyvety podlozni skl#ezy a poté do ni

postupr nalit jednotlivé slozky barviciho roztoku. Tatotusice neumatuje dikladné
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promichani, a tak Spatmpromisené roztoky kamence a hematoxylinu vijityw kyveté dvé

razné vrstvy (dolni sitlejSi, horni tmavsi) a preparat byl nerovréong obarven. Je tedy lepsi

nejprve jednotlivé slozky barvici roztokukdadng promichat a az poté vlo#izy.
Dvoustupova diferenciace stejna jako wiepchozi metody poskytla dobry vysledek.

Stejre tak nebylo nutné dobarvit.

Vysledek:
Vysledek barveni myelinu byl ¢p modr@erny, ale nepatin swtlejSi nezli v pedchozi
modifikaci. Buiky se liSily svym Zlutohédym barevnym tonem od modasernych vidken
(obr. 2a, 2b).

Tyto dva postupy jsou,ckoliv barveni probiha u jednoho postupu déldgiazpysené
teplo€ nezli u druhého, ve svém vysledku zcela srovnatelnposkytuji dobré obarveni

myelinovych pochev.

3. Zelezity hematoxylin, givodné Heidenhain (1892), modifikace: Mayer (1899), Weige
(1904), Verhoeff (1908), Weil (1928), zdokonalen8pooner, Read a Clark
(1979),Zdroj: Staining Procedures

Tato procedura jgasow¥ nenar@na, barveni neprobihdizvysené teplat
Pripraveny barvici roztok G¥e byt pouzit okamzita samotné barveni trva pouhych 10
minut.

Diferenciace pebyt&ného barviva je jednoducha, probiha jednastup ve
Weigertow diferencignim roztoku. Barvivo se vymyva rychleji neZli ¥epdchozi metad je
treba tuto skutost vzit v tvahu.

Dobarveni jsme neprovald v receptie uva@no nebylo. Vysledek byl i bez

dobarveni dobry.
Vysledek:

Myelin je obarvercerrg, ¢erna jsou i bu&na jadra a Nisslova substance, cytoplazma je
Zlutohreda (obr. 3a, 3b).
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Vysvétlivky k obr.1 — 3:

Obr. 1: Prikaz myelinu podle Weilovy metody uvedené v TheatyPaactice of Histological
Techniques. Modirny vysledek barveni myelinu kontrastuje s lehid@mprenymi beikami
predniho rohu misniho (obr. 1a). Myelinova pochvaysih vlaken zadnich provazmisnich
je vyraz@ obarvena (obr. 1b). MFitka = 50 um.

Obr. 2: Prikaz myelinu podle Weilovy metody uvedené ve Sgaiiocedures. Modigerny
vysledek barveni myelinu vyiva@obry kontrast k lehcerbarvenym brkam pedniho rohu
misniho (obr. 2a). Myelin na povrchu vlaken zadmicvaza misSnich je doke znazoren
(obr. 2b). Mritka = 50 pm.

Obr. 3: Prikaz myelinu Zelezitym hematoxylinem podle receptunyanualu Staining
Procedures. Znazoeni myelinu v Sed@rném tonu je dote viditelné pi malém (obr. 3a) i
pri vetSim zétSeni (obr. 3b). MFitka = 50 um.
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4.2. Metody pouzivajici hematoxylin Il.

Z metod, kde mieni gedchazi barveni, jsme testovaly metodu Loyezovuak P

Weigertovu.

1. Loyezova metoda ( Loyez 1910)droj: Manual of Histological Techniques and their
Diagnostic Application

Nejprve jsmeaezy mdili v roztoku kamence 18 hodin.

Ze dvou moznosti dopatanych v receptie jsme zvolili kratSi postup barveni, 3
hodiny @i 56 © C. Druhd varianta, barveniep noc fi pokojové teplat, se nam jevila jako
piiliS caso¥ nara@na.

V receptite je uveden 10 % alkoholovy roztok hematoxylinuerktby nel zrat
nekolik tydni. Misto toho jsme pouZilifpraveny Harrifdv hematoxylin.

Dvoustumova diferenciace nevyzadoval&$i zkuSenosti s danou procedurou.

Dobarveni nebylo provedeno.

Vysledek:
Myelin byl obarven syt modraerrg, buiky ziskaly hidé zbarveni (obr. 4a, 4b).

2. Pal — Weigertova metoda (Clark a Ward 1934), (pvodné Pal 1886, modifikovano:
Weigert 1884, 1885)Zdroj: Staining Procedures

Také tato metoda vyZzaduje mnohahodinovérand tka, v naSem pokusu trvalo
zhruba 18 hodin.

Po obarveni v roztoku hematoxylinu a dténu lithného nasleduje diferenciace,
ktera je sloZzena ze 4 krbkJak ukazala naSe zkuSenost, jednéa se o velmiépnolboucast
metody, protoZze spra¥nodhadnout dobu, po kterou je nutné preparat odatvv tolika
diferenci&nich roztocich, vyZaduje z&raou zkuSenost s touto metodou. Z toliwatiu je nas

dosazeny vysledek nevyhovuijici.
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Vysledek:

Pouze erytrocyty a jadérka v jadrech 8umzistaly ¢errgé obarveny a nepaténpribarvena
byla €la burek. Myelin, na ktery je toto barveni koncipovanopkézan nebyl (obr. 5).
Vezmeme li v ivah@asovou narénost, komplikovanou diferenciaci a nejisty vysledpak

tuto metodu musime povazovat za nejieéyhovujici z metod, které jsme testovali.

Vyswvétlivky k obr. 4, 5:

Obr. 4: Znéazorani myelinu Loyezovou metodpodle receptury Wanual of Histological
Techniques and their Diagnostic Application. Myelié@ pochvy jsou modferne, coz
kontrastuje s hedym pibarvenim & bunécnych (obr. 4a). Myelinové pochvy vlaken zadnich
provaza@ jsou vyraza obarvené (obr. 4b). Bitka = 50 um.

Obr. 5: Znazorani myelinu Pal — Weigertovou metodou provedené epadteptury ze
Staining Procedures. dkolikastupiovy diferenci@ni proces razanthvymyl barvivo, takze

zistaly obarveny pouz&rvené krvinky a jadérka v jadrech lnMeritko = 50 pm.
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4.3. Metody pouzivajici luxolovou mod  F (Luxol fast blue)

1. Modifikovana metoda barveni luxolovou modi ( Kliver & Barrera 1953, Ainge et al
1969),Zdroj: Manual of Histological Techniques and thRiagnostic Application

Receptura z manualu MHT, sté&jjako ostatni pouzité obsahuje dva zakladni kroky,
barveni a diferencovani. Barvigas je kratky, 1 hodinatppokojové teplat.

Diferenciace probiha rychle praygbdobré proto, Ze vzhledem ke kratSimsasu
barveni se na struktury navaze méyarviva pevnou vazbou. Proto dosazeni optimalniho

vysledku barveni vyZzadujetsi zkuSenost.

Vysledek:
Myelin se obarvil sla¥ mode, navic dobarveni jadrovaierveni v podstétprekrylo slabé

obarveni luxolovou mdd a celkovy vysledek neni uspokojivy (obr. 6a, 6b).

2. Metoda barveni luxolovou modi (Kltver a Barrera, 1953), Zdroj: Theory and Practice

of Histological Techniques

Tato procedura vyZzaduje dvouhodinové barvetii g9 °C (nebo jako alternativu
barveni pes noc i 37 °C). Z metod zaloZenych na barveni luxolovadiinposkytla nejlepsi
vysledek za imérené pracovni investice.

Diferenciace provasha v 0,05 % roztoku uliitanu lithného a v 95 % alkoholu

neprobihala §ilis rychle, takZze bylo mozné disodhadnout jeji optimalni dobu.

Vysledek:

Myelin se obarvil sy tyrkysow mode, po dobarveni jadrovodterveni bug¢na jadra,
Nisslova substance a cytoplazma dumely kontrastni¢ervené neboizové zbarveni

(obr. 7a, 7b).
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3. Metoda barveni luxolovou modti (Kliver a Barrera, 1953), Zdroj: Staining Procedures

Casow nejnar@ngjsi postup barveni myelinu luxolovou nibcbsahuje receptura
popsana v SP. Barveni probihaliegp noc fi 57 °C. Akoliv jsme kyvety dobe @ikryli,
doSlo kéasténemu odpeeni barviciho roztoku a intenzivnimu zabarveni diaet, které
neslo mytim odstranit.

Doporuweny postup diferenciace je pdeai fezi do 0,05 % roztoku ulditanu
lithného po dobu &kolika sekund a po oplachu v 70 % alkoholu a tmsiné vod jsme
preparaty zkontrolovali v mikroskopu. Diferencidogilo nutné opakovat, jelikoz Seda a bila
hmota nebyla po prvnim kroku di@brozliSitelna. Odstrami prebyt&ného barviva vyZzaduje
delSi nebo opakovanou diferenciaci, a je tedy #wvia gedchozich zkuSenostech s metodou,

zejména § diferenciaci v alkoholu.

Vysledek:

Myelinové pochvy jsou obarveny gytyrkysow mode, dobarvenim jadrovoterveni ziskaji
bunky kontrastni barevny ton (obr. 8a, 8b). Vysledek srovnatelny s postupem, ktery
vyuziva 2 hodinové barveni. Neni protivddu provadt barveni pes noc, kdyZz nam stejn

kvalitni vysledek poskytne i barveni kratsi.

Vysvétlivky k obr. 6 — 8:

Obr. 6: Znazorégni myelinu luxolovou mad podle receptury z Manual of Histological
Techniques and their Diagnostic Application.éth modré obarveni myelinovych pochev
modifikovalo dobarveni jadrovaterveni (obr. 6a, 6b).

Meritka = 50 pm.

Obr. 7: Znazoreni myelinu luxolovou mad podle receptury zZlTheory and Practice of
Histological Techniques. SYyttyrkyso¥ modré zbarveni myelinovych pochev vygazn
kontrastuje s dobarvenim jadroveerveni (7a, 7b). Mitka = 50 pm.

Obr. 8: Znazoréani myelinu luxolovou mad podle receptury ze Staining Procedures.¢ Syt
tyrkyso¥ modré zbarveni myelinu vyrazkontrastuje s dobarvenim jadroveerveni

(obr. 8a, 8b). Mritka = 50 pum.
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5. Zaver

Cilem prace bylo prakticky vyzkouSet a porovriattypy metod péikazu myelinu
v histologickych fezech, zhotovenych z materialu fixovaného ve foumal zalitého do
parafinu. Z vysledk vyplyvaji ndsledujici zairy.

Metody pouzivajici hematoxylin jsme testovali veglvnozné variard v prvni se
moridlo pridava gimo do barviciho roztoku, v druhé variamouziti hematoxylinu f@dchazi
samotnému barveni rreni tkar.

U vSech metod, kdy je seéasti barviciho roztoku niimlo (kamenec Zelezitoamonny
nebo chlorid Zelezity) jsme dosahiimého sytého obarveni myelinovych pochev. Provedeni
metod podle testovanych receptur nebydsow priliS naraéné (nejvySe 3 hodiny cetrg
navazeni aifpravy roztoki). Diferenci&ni procedura obsahuje nejvySe 2 faze a je ddskate
robustni, takZze neni geba velkych zkuSenosti pro dosazeni zdarného Wisled
Porovnali - li jsme vysledky barveni Loyezovo meatodkde méeni tkar je samostatnym
krokem a metod, kde se tidio pouziva ve sisi v barvicim roztoku, dosp jsme k zavru,

Ze vysledky jsou velice dob srovnatelné. Diferenciace je dvoustopa, nevyZaduje velké
zkuSenosti. Nicménc¢asova narénost vzhledem k nieni ges noc se jevi jako nevyhoda. U
Pal- Weigertovy metody je épnutné méeni es noc, navic diferenciace je velmi obtizna a
vyzaduje velké zkuSenosti pro provedeni této metdiytinni zavedeni této metody do
laboratde by vyZadovalo celou recepturu vicekrat zopakaevaalézt optimalnéasy nutné
pro diferenciaci v jednotlivych diferenc¢iaich roztocich.

Lze tedy konstatovat, Ze z metod, které k barveoizfvaji hematoxylin jsou
vyhovujici po strance pracovni¢asoveé narénosti ty, ve kterych se pouziva k barvenigsm
barviva a média.

U obou variant barveni hematoxylinem je vyhoduéssné pibarveni jinych struktur,
nag. jadra, Nisslovy substance, cytoplazmy &ynneni tedy nutné preparaty dobarvovat
kontrastnim barvivem.

Procedury s luxolovou médposkytly po dobarveni jadrovaterveni barevé velmi
prijemny a také fehledny vysledek.

Po srovnani jednotlivych testovanych procedur pajidi luxolovou mod mizeme
konstatovat, Zze vysledek hodinového barvetii gokojové teplat je piliS swtly, po
dobarveni byl myelin j@barveny jadrovowerveni. AvSak jiz po 2 hodinovém barverti p

teplo€ 56 ° C jsme ziskali opravdu velmikmé a zcela vyhovujici znaze@m myelinovych

38



pochev. Vysledek 24 hodinového barveni je taktéinvpekny, ale metoda je natpa nacas,
navic g ném dochazi kdzko odstranitelnému obarveni kyvet a tim jejichrognoceni.
A proto proceduru z manuélu TP hodnotime jako rejviyhovujici

ZkuSenosti, kterych jsme nabylitiptestovani vySe popsanych metod, nas vedou
k zawru, Ze pokud bychom &h za ukol znazornit v histologickychiezech z materialu
fixovaném ve formolu a zalitém do parafinu myeli@gochvy, pouzili bychom kimetody
uzivajici k barveni roztok hematoxylinu sifitdbem nebo dvouhodinové barveni luxolovou
modii. Tyto metody se osdcily, protoZze davaji dobry vysledek a nejsou @és ani na

zkuSenosti pracovnika ani nas.
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