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Uvod:
101 krok k Lepsi histologii

Od pacienta aZ k patologovi vyZaduje priprava odebranych vzorkd tkdné pro
histologické vysetfeni specidlni péci, dovednost a spravné postupy.

Tato prirucka poskytuje praktické rady k technikdm zpracovdni vzorku a shrnuje
nejlepsi postupy a navrhuje jednoduché zplsoby, jak se vyhnout béZnym chybdm.
Kazdy aspekt histologického procesu je popsdn: odbér vzorku, prikrajovant,
zpracovdni v technikonu, zalévdni, krdjeni a barveni (rutinnf, specidlnf,
imunohistochemie a in situ hybridizace).

Verime, ze kazdy popsany krok Vdm poskytne cenné pripominky k dobré
histologické praxi a pom(ze pri odstranovdn( pripadnych problém(, které se
mohou béhem zpracovdni tkdni vyskytnout.
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¢ Odbér a transport vzorku

® Krok 1: Zamezit mechanickému poskozeni

\/ Vzorekje tfeba odebirat Setrné, aby nedoslo k jeho rozdrceni Ciroztrzeni. To
platl jak pro odbér pfi chirurgickém zdkroku, tak pro kazdou dalsf
manipulaci se vzorkem.

¥  Vzorekje pfiodbérurozdrcen nebo roztrzen.
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Obr: V této ¢dsti lymfatické tkdné je jejf typickd struktura rozdrcena. To je
fcharakterizovdno tmavymi, zkreslenymi bunécnymi jadry, z nichz nékterd
jsou extrémné protdhld a intenzivné bazofilnf.



¢ Odbér a transport vzorku

e Krok 2: Zamezit vysuseni vzorku

‘/ Vzorek nesmf pred fixacl vyschnout. Pokud nenf fixace moZnd ihned, lze
vyschnuti vzorku zabrdnit jeho zabalenim do gdzy zvihcené fyziologickym
roztokem.

¥  Vzorekje predfixaci po néjakou dobu ponechdn na savém povrchu.

Obr:Tento cerstvy vzorek byl prdve odebrdn pfi chirurgickém zdkroku.
ProtoZe je poloZen na absorpcnim povrchu a v mistnosti je vySSi teplota,
bude pomérné rychle vysychat, dokud nebude umistén ve fixacnim
roztoku.



* Odbér a transport vzorku

* Krok 3: Zamezit poskozeni teplem

‘/ Pogkozenim zpClsobenym kauterizacl se nékdy nelze vyhnout. Pokud je to
jen trochu mozné, je tfeba se se jakémukoliv tepelnému poskozeni vzorkd
vyvarovat.

X  Jakékoli zbytecné lokdlnf teplo plsobici na tkdné zplisobf jejich poskozent,
ndchylné ktomu jsou zejména Cerstve tkdné.

Obr: V okrajové ¢dsti tohoto vzorku mammy je pritomna silnd acidofilie se
ztrdtou jadernych a cytoplazmatickych detaild. Tyto Ucinky jsou
ddsledkem tepelného poskozenf zplsobeného béhem pouzivdni kauteru
pri odbéru vzorku. OkolniZlazovd tkdn nenf zasazena.



¢ Odbér a transport vzorku

* Krok 4: Zamezit chemickému poskozeni

v

Vyvarovat se kontaminaci Cerstvych vzorkl cizimi chemikdliemi nebo
l&tkami, napt. dezinfekénimi prostiedky.

Povrch nefixované tkdné mlZe byt penetrovén a poskozen cizimi
chemikdliemi nebo ldtkami.

Obr: Monsellv roztok (roztok siranu zelezitého, kyseliny sirové a kyseliny
dusi¢né) je lokdlni hemostaticky prostfedek, pouzivany pro zastavenf
krvdceni po slizni¢ni biopsii. Roztok zplsobuje koagulace a nekrdzy
slizni¢ntho povrchu. Pokud je pouzit pred provedenim biopsie, zplsobuje
lokdlni bazofilii a zndmky casné nekrdzy, maskuje ve vzorku patologickée
zmeny, které mohou byt pritomny. Aretfakty spojené s pouzitim Monselova
roztoku jsou nejcastéji pozorovdny, kdyz je pacient rebioptovdn nebo
odesldn k roz&ffenf excize. U&inky roztoku jsou vidét na obrdzku A - H&E
barven( cervikdlnf biopsie. Obrdzek B - obarveny metodou Perl’s, ukazuje
rozsdhlé artefakty zeleza na povrchu vzorku.



¢ Odbér a transport vzorku

¢ Krok 5: Sprdvné oznaéeni vzorkl

‘/ Kazdy vzorek by mél byt oznacen natolik dobre, aby byl ndsledné snadno
identifikovatelny.

X  Vzorekje oznacen pozdeji, pripadne nedplne.

PECIMEN cONTAINE?
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Obr:\Vzorek snelplné vyplnénym Stitkem, jako natomto obrdzku, by nemeél
byt laboratoff standardné prijat. Musi byt zaveden postup, ktery presné
urCuje jak naklddat se wvzorky, které do laboratore prichdzeji s
nedostate¢nym oznacenfim nebo chybné vyplnénou privodkou.



¢ Odbér a transport vzorku

* Krok 6: Zgijistit rychlou fixaci

‘/ Jakmile tkdn prestane byt zdsobovdna krvi, dochdzi k jejf degeneraci.
Abychom tomu zabrdnili, fixace vzorku musf byt provedena bezodkladné.
Pokud je tfeba, aby vzorek zCGstal na krdtkou dobu nefixovdn, mél by byt
uchovdvdn pti 4 °C.

¥  Fixaceje zpozdéna.

. - - - ﬂ'l‘}
Obr: A) Vzorek jaterni autopsie (H&E) ukazuje vysledek opoZzdéné fixace.
VSimnéte si Spatné definovanych jader a neostrych cytoplazmatickych
detaill. V centrdlnf ¢dsti cévy je pritomno mnoho bakterif.

B) V tomto fezu fibro-svalové tkdné je jaderny chromatin velmi Spatné
konzervovany, k ¢emuz doslo v dlsledku dlouhého zpozdéni fixace.



* Odbér a transport vzorku

e Krok 7: Pouzit vhodnou fixa¢ni nddobu

‘/ Pomeér objemu fixacnf tekutiny (fixativa) vacivzorku by mél byt nejméné 201,
cemuz je treba prizpQsobit i velikost fixa¢ni nddoby. Tim lze zabrdnit
pokroucen( Cerstvého vzorku a je zajisténa i dobrd fixace.

X  Vzorkyjsouvmestndny do malé nddoby s nedostatkem fixativa.

Obr: Tato nddobka je prilis mald pro takové mnozstvi materidlu. Malé
mnozstvi fixaéni tekutiny a natlaceni vzorku do kontejneru zplsobf
nedostatecnou fixaci.



* Odbér a transport vzorku

* Krok 8: Kontrolovat pH fixativa

‘/ Fixativum je vysoce kvalitnf a md optimdtni pH.

X

Fixativum md Spatnou kvalitu a nezndmé pH. Je-li napt. formol pouzit pri
kyselém pH, reakci s hemoglobinem rychle vytvdri formalinovy pigment”.
Tento pigment je vytvdren i v neutrdlnich roztocich, ale mnohem pomaleji.
U dobrych histologickych prepardtd by mél byt formalinovy pigment
odstranén jeste pred barvenim.

Obr: A) Zde pouzity fixa¢nf prostfedek md neuspokojivé pH 4,5. Pufrovany
formol mél mit pH 6,8-7,0.

B) Hnédocerny zrnity deposit v cévé ve stfedu zorného pole je formalinovy
pigment. Snadno se tvorf ¢asto v souvislosti s erytrocyty, pokud je tkdn
fixovdna v kyselém formolu.



¢ Odbér a transport vzorku

e Krok 9: Zrychlit fixaci velkych vzork(

‘/ Rychlost penetrace fixativa zdvisi na rozmeérech vzorku. Velké vzorky by
mely byt rychle premistény do laboratore, aby mohly byt dle potreb
prikrojeny a jednotlivé fezy spravne fixovdny.

X Velké vzorky jsou pred prikrojenim ponechdny delsi dobu ve fixativu.
Stredn( ¢dst vzorku kvali tomu mize zlstat nefixovand a tkdr znekrotizuje.

Obr: Tento velky vzorek (praseci srdce) byl nakrdjen, aby byl umoznén
fixa¢nimu roztoku pristup ke véem Cdstem tkdné. Lamely jsou priblizné 4-5
mm silné.



¢ Odbér a transport vzorku

* Krok 10: Zamezit zbyte¢nym zpozdénim

\/ Rychly transport vzorku do laboratore.

X Transport vzork® md nizkou prioritu a nenf dobre organizovdn.

Obr: Priority jsou pfi doddvdni vzork( do laboratore dlleZité. Zejména,
pokud se jednd o zmrazené vzorky.



¢ Odbér a transport vzorku

» Krok 11: Setrné zachdzet se vzorky

\/ Setrné zachdzen( se vzorky — kfehké vzorky zdstdvajf nedot&eny.

X Hrubé zachdzenfse vzorky — drobivé jemné vzorky mohou byt pogkozeny.

Obr: Nékteré fragmenty tkdné na dné této nddobky zplsobilo hrubé
zachdzeni béhem prepravy vzorku. PGvodné se jednalo o soudrzné frag-
menty tkdnée.
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* Prikrajovani

e Krok 12: Kontrolovat stav fixace

‘/ Vzorky jsou zpracovdvdny okamzité, zejména velké kusy tkdne, které by
jinak mohly byt nedostatecné fixovdny.

X  Naproblémové vzorky se pri fixaci nebere ohled.

Obr: Vzorky ve velkych nddobdch by mély byt zkontrolovdny co nejdrive,
aby bylo moZno zajistit, Ze budou adekvdtné zpracovdny.



* Prikrajovani

* Krok 13: Prikrajovat vzorky na tenké fezy

‘/ VZdy se dbd na pFipravu stejné tenkych lamel z velkych vzorkd (max. tloustka
3—-4 mm). DAleZité to je zejména u hustych tkdnf.

X  Rezyjsounékdy silné i 6 mm avice a casto nerovné.

Obr: Na obrdzku jsou zobrazeny rovnomérné, tenké (2-3 mm) pldtky
nddoru pripravené pro dalsi zpracovdni. Takové by se mély zpracovdvat
efektivné a mély by se dobre krdjet.



* Prikrajovani

® Krok 14: Zamezit poskozeni vzorku

‘/ Je treba zamezit pogkozen! jemnych vzorkd, zejména téch, které jsou
neldplné fixovdny. Se vzorky je tfeba zachdzet Setrné, nepotrhat je a k fezdnf
vzdy pouZivat ostré cepele.

X  Hrubé zachdzenf se vzorky bez ohledu na stav jejich fixace. Pouzitl tupé
Cepele.

Obr: Rez plic obarveny H&E vykazuje ziejmé Lokalni poskozent, zplsobné
silnym stiknutim pinzety pfi manipulaci se vzorkem. Cerstvé nebo Edstecné
fixované tkdné jsou nejndchylnéjsi K poskozeni mdze ale dojit i u fragilnich
fixovanych vzorkd.



* Prikrajovani

¢ Krok 15: Zamezit kfizové kontaminaci

‘/ Vzorek zpracovdvat na Cistém povrchu, aby se zabrdnilo jeho kontaminace
jinym vzorkem.

X  Nekdy se povrch fezné desky mezi vzorky téhoz typu radné necisti. To je
vdak chyba, kvali které mClZe byt napt. maligni vzorek kontaminovdn
benignim vzorkem.

Obr: Rez plic obarveny H&E obsahujici cizf tkd (jétra).



* Prikrajovani

* Krok 16: Pouziti molitanovych podlozek v kazetkdch

‘/ Aby nedoslo ke stlaceni tkdné a jejimu nechténému poskozeni, zejména
jednd-li se o Cerstvé nebo nelplné fixované vzorky, neumistujte tkdn mezi

molitanové podlozky. Tykd se to zejména vzork( ziskanych jehlovou
(punk&nf) biopsif.

X Drobnég, Cerstvé nebo nedplné fixované vzorky jsou neékdy umistény mezi

molitanové podlozky, vlioZzeny do kazetky a poté fixovdny. To ale mdze
zapricinit vznik réiznych artefaktl.

Obr: Trojuhelnikové prostory viditelné v této ¢désti Fezu jsou zplsobeny

pouzitim molitanové podloZzky v kazeté na Cerstvy nebo mdlo fixovany
vzorek.



* Prikrajovani

® Krok 17: Zvolit vhodné kazety

‘/ Je tfeba zvolit kazety vhodné pro zpracovdvany typ vzorku. Tkdnoveé
fragmenty se totiz béhem zpracovdnf vzorku zmensujf, a pokud by otvory v
kazeté byly prilis velké, fragmenty vzorku by mohly béhem zpracovdnf
uniknout do pouZitych roztokd, v horsim pripadé se prilepit k jinému vzorku.

X  Priumistovdnivzorkd do kazet je pouZivén pouze jeden typ kazet,

Obr: A)Nékteré z mensich fragmentC tkdné mohou unikat skrz otvory v

kazeté Béhem zpracovdni se tkdn scvrkdvd a mlZe otvory vyplavat
snadnéji.

B)Pro malé fragmenty tkdnfjsou k dispozici kazety s jemnymi perforacemi.



« Prikrajovani

* Krok 18: Zamezit pfeplnéni kazet

‘/ Kazety nejsou preplnéné tkdnémi, aby bylo umoznéno reagenciim snadno
pronikat do vzorku. Pokud je vzorek velky, pouZije se dalsi kazeta.

X  Kazety jsou Casto preplneény tkdani, coz omezuje pristup Cinidel.

Obr: Tyto kazety jsou preplnéné. Pokud budou takto zpracované, vzorky
budou zdeformované a je pravdépodobné, Ze jejich prosyceni nebude
Uplné.



» Prikrajovani
* Krok 19: Zfetelné oznacovat kazety

‘/ Kazety jsou vZdy jasné oznaceny. Presnd identifikace vzorkd md zdsadnf
vyznam.

X Neékdy je obtizné precist oznacenina kazetdch a je tfeba sii domyslet.

Obr: Necitelné stitky s kazetamijsou naprosto neprijatelné.



* 3) Zpracovdni ve tkariovém automatu

Krok 20: Spravny program

Krok 21: Ndslednd fixace
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Krok 24: Vyhybat se nebezpednym cinidldm



e Zpracovdni ve tkdnovém automatu

® Krok 20: Spravny program

‘/ Je tfeba mit program vhodny pro tkdn konkrétniho typu i velikosti.

¥ Nevhodné zvoleny program, napf. velmi dlouhy program pro maly

endoskopicky vzorek nebo naopak velmi krdtky program pro velky vzorek
tukoveé tkdné prsu.

e

Obr: A) Endoskopickd biopsie byla nedmérné dlouhou dobu v technikonu a
stala se velmi krehkou. V ddsledku toho je v celém fezu vidét mnoho
jemnych trhlin. Spatnd technika krdjenf jesté tento problém zhorsf (H&E).

B)Tato fotografie malého mista podkoZnf tkdné z velkého tukového
vzorku ukazuje Ucinky nedostatecného zpracovdniv technikonu. Vazivovd i
tukovd tkdn jsou Spatné prosycené a tudiz fragmentované, zatimco
epitelidlnf tkdné Zldz vykazujl nedostatecné ohranic¢end jddra a zvldastnf
barven(v ddsledku zadrzovaného rozpoustédla (H&E).



e Zpracovdni ve tkdnovém automatu

o Krok 21: Naslednd fixace

‘/ Pro optimdlni zpracovdnf a dobrou morfologii by tkdn méla byt dobre
fixovdna (ihned po odbéru a dostate¢né dlouho). Pokud tomu tak nen,
fixace by méla byt zopakovdna.

X U nelplné fixovanych vzorkd lze pozorovat zonovou fixaci, kdy vnéjsi ¢dsti
vzorku jsou fixovdny formolem, zatimco hlubsi oblasti zafixoval alkohol,
ktery tkdn dofixuje v pripadé nedostatecné formolové fixace. Alkohol
maskuje nékteré imunohistochemické reakce aty nemusf ddvat specifické
vysledky.

Obr: A) Ucinky zénové fixace na fezu kostnf dfené (H&E). V hornf levé &dsti

jsou erytrocyty neporusené, zatimco v dolnf ¢dstijsou hemolyzované.

v

B)Malé zvétsenl vzorku jater barvenych trichromem. Zbarven( vnéjsi ¢dsti
vzorku se Lisf od vnitinf cdsti.



* Zpracovani ve tkanovém automatu

e Krok 22: UdrZovat kvalitu roztokl a parafinu

\/ Pri vybéru Cinidel se fidit zavedenymi smérnicemi, pripadné k tomu vyuzivat
systém Fizenf roztok( v tkdrovych automatech, jako je tfeba PelorisTM od
Leica Microsystems.

X Smérnice di systémy Fizeni Cinidel v tkdnovych automatech, jsou
ignorovény. To mlZe vést k tomu, Ze jsou pouZivdna neddinnd,
kontaminovand nebo fedénd cinidla, vysledkem ¢ehoz mdzZe byt Spatnd
kvalita zpracovdn.

Obr: V Ffezu velkého vzorku klze — $patné zachovdni denzniho kolagenu je
zplsobeno nedostatecnym  prosycenim. V  tomto pripadé  Slo
pravdépodobné o pouzitl kontaminovanych roztokd.
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Zpracovdni ve tkanovém automatu

Krok 23: Pouzivat vysoce kvalitni parafin

v/ K infiltraci a zalévdnl je pouZivdn vysoce kvalitn/ parafin, co? vede ke
snadnému krdjeni blokd.

X K prosycenf a zalévdni je pouzivdn levny a méne kvalitni parafin z mdlo
zndmych zdrojd, coz vede k problémfm pri krdjeni blokd.

Obr: Z tohoto vychlazeného bloku byla pomalu nakrdjena série ez Rezy
vykazuji znacné stlaceni, které nenf pfi krdjeni vychlazenych blokl obvyklé.
Zde stlacenfvzniklo z ddvodu pouZiti nekvalitniho parafinu, ktery neprosytil
dostatené tkdn.



e Zpracovdni ve tkdnovém automatu

* Krok 24: Vyhybat se nebezpeénym &inidlim

\/ Pokud je to mozné, vyhybat se zdravi Skodlivym ¢inidl&m na bdzi xylenu.

X Skodlivost &inidel na bdzi xylenu nenf vEbec brdna v potaz.

Obr: Bezxylenoveé zpracovdnimize zlepsit chemickou bezpednost provozu
laboratore, aniz by dodlo k narusenf kvality zpracovdni vzorka.



¢ 4) Zalévani tkani

Krok 25: Sprdvnd orientace vzork(

Krok 26: Zvolit vhodnou zalévaci formu
Krok 27: Setrné zachdzet se vzorky

Krok 28: Zamezit nadmeérnému ohrevu
Krok 29: Pravidelné kontrolovat teploty
Krok 30: Nepreplnovat formicky



e Zalévani tkani

¢ Krok 25: Sprdvnd orientace vzork

\/ Vzorky jsou sprdvné orientovdny. Kompetentnim prikrajovdnim lze ziskat
vzorky s rovnymi povrchy. Laboranti provddéjici zalévdni maji pristup k popisu
kazdého vzorku a jsou Fadné proskoleni.

¥  Orientace vzorku pti zalitl nenf sprdvnd, coz mize konecné vést i ke ztrdté
tkdné, nebot je zapotrebfjeji opetovné zalévdni Nékteré Spatné pripravené
vzorky pak vyzadujf rozsdhlé skrajovdni na mikrotomu, nez se podafrf ziskat
pouzitelny fez.

Obr: Tato endoskopickd biopsie byla nesprdvné orientovdéna a ukazuje
pouze povrchsliznice.



e Zalévani tkani

® Krok 26: Zvolit vhodnou zalévaci formu

/ Pro kazdy vzorek je pro zalévdnf zvolena forma vhodné velikosti.

X  Provzorky je uZivdna jedna forma univerzdinf velikosti. Nékdy se tak m@ze
stdt, Ze se tkdn dotykd okrajl formicky.

Obr. A)Zalévaci forma pouZitd pro tento vzorek byla prilis mald. Vzorek je
v kontaktu s okraji bloku a mdze se obtZnéji krdjet.
B) Zalévaci formy rliznych velikost( pro rdzné velikosti vzorkd.



e Zalévani tkani

» Krok 27: Setrné zachdzet se vzorky

v/ Setrné zachdzenfse vzorky b&hem zalévdni

X  Hrubé zachdzenf se vzorky béhem zalévdni. U nékterych tkdni viivem toho
mdZe dojit k jejich zlomen.

Obr: H&E prepardt sleziny, kterd byla béhem zalévdnizlomena pfi pokusu o
pritisknuti ke dnu zalévaci formy.



e Zalévani tkani

® Krok 28: Zamezit nadmérnému ohrevu

‘/ Pred manipulacise vzorky je pinzeta zahrivdna na teplotu totoznou s bodem
tdnf parafinu.

X  Pinzeta je zahrivdna na teplotu vyssi, neZ je bod tdnf parafinu, ¢imz maze
dojit k Lokdlnimu poskozenivzorku teplem.

Obr: Fotografie zobrazuje povrch &dsti jater (H&E). Rozsdhlé Llokdlnf
poskozen(, které ¢cinl tkdn témé¥ nerozpoznatelnou, bylo zplsobeno
aplikaci tepla na tkdn pri zalévdni.



e Zalévani tkani

* Krok 29: Pravidelné kontrolovat teploty

‘/ Teplota desky zalévaci linky i teplota zdsobniku parafinu je pravidelné
kontrolovdna.

X Pokud teplota desky zalévaci linky neni pravidelné nebo vibec
kontrolovdna, m@ze dojit k poskozenf vzorku viiverm nadmeérného zahiétf.

Obr: Tato lymfatickd uzlina byla poskozena prehidtim kazetky ve
vyhrivaném modulu zalévac( linky. Vsimnéte si scvrknutych, pyknotickych
jader a rozsdhlych trhlin. Podobné praskliny mohou byt také zplsobeny
napindnim fezd v prilis teplé vodn( Ldzni nebo susenim Fezl plovoucich na
skle na velké kapce na horké plotynce.



e Zalévani tkani

® Krok 30: Nepreplniovat formicky

‘/ Formicky jsou plnény parafinem na optimdlni Urover a nepretékajl.

X  Formicky jsou preplneény, pred krdjenim je proto nutné kazety oskrdbat
vzadu i po hrandch. V opac¢ném pifpadé by blocky v mikrotomoveé upinact
Celisti sedély nerovnomeérné a zplsobovaly nestabilitu, coZ by mohlo vést
aZ k poskozenitkdné.

Obr: Bloky, které se prelily pfipreplnénf zalévacich forem parafinem.



* 5) Krdjeni

Krok 31: Pouzivat kvalitni ziletky a noze
Krok 32: Optimalizovat Uhel ndklonu noze
Krok 33: Peclive skrdjet blocky

Krok 34: Zamezit poskozeni mrazem

Krok 35: Pouzivat studené blocky

Krok 36: Krdjet pomalu



* Krdjeni

* Krok 31: Pouzivat kvalitni Ziletky a noze

\/ Pro krdjenije nutné vZdy pouzivat vysoce kvalitni a ostreé ziletky.

X  Pokudjevrezech pritomno velké mnozstvijemnych ryh, je to zndmka toho,
Zejsou Cepelky jiz tupé aze je treba je vymenit.

Obr: A) Rez sleziny (H&E), na kterém je patrno mnoho jemnych ryh, které
vznikly pouzitim vadné Ziletky.

B) Rezy biopsie ke plovoucl na vodnf Ldzni. Ji# zde je viditelné pokozent
vadnou Ziletkou.
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Krdjeni

Krok 32: Optimalizovat dhel ndklonu noze

v/ Uhelsklonu noZe musf byt vZdy sprévné nastaven pro kazdy typ mikrotomu |
Ziletky.

X Uhel sklonu noZe nenf pfi zméndch podminek (jiny mikrotom, novy typ
Cepele, jiné zalévaci médium atd.) nikdy upravovdn.

Obr:Tato série ezl byla nakrdjena z vychlazeného bloku, a presto fezy
vykazujf znacnou kompresi (30-40%). V tomto pripadé staci zménit uhel
ndklonu ziletky.



* Krdjeni

® Krok 33: Peclivé skrdjet blocky

\/ Bloc¢ky jsou peclive skrajovdny tak, aby doslo k odhaleni tkdné. Dalsim
skrojenim je vyrovndn povrch vzorku a tkdn je prokrojena do poZzadované

hloubky.

X  BlocCky jsou kvidli Uspore Casu skrdjeny jen nahrubo, nejsou prokrdjené a
jejich povrch je nerovny.

Obr: Pocdtecni nesetrné skrajovdni vyldmalo fragmenty tkdné viditelné v
prehledném barvenl (H&E).



* Krdjeni

® Krok 34: Zamezit poSkozeni mrazem

‘/ BlocCky jsou chlazeny na studeném mokrém povrchu a pfi krdjeni jsou
vychlazené.

X  Blockyjsou pred krdjenim zmrazeny, coz nekdy zapficini jejich prasknutf.

Obr: Blok pred krdjenim premrazeny v -15°C. Je vidét popraskany parafin
kolem tkdné. Trhliny mohou zpC@sobit obtZn&jsl krdjenl a napidnf, protoze
parafin nepfiléhd ke tkdni.



* Krdjeni

® Krok 35: Pouzivat studené blocky

‘/ Blocky jsou prfikrdjenfvzdy vychlazené.

X  Obcasse mlze stdt, Ze se blok delsim stdnfim mimo chladicl podloZku opét
ohreje, coz mize vést k nadmérnému shrnuti ezl

Obr.: A) Deformace glomerull v této ¢déstiledvinje zplsobena nadmérnou
kompresitezu pti krdjenl (H&E).

B) Rezy z tohoto bloku napnuté na vodnf Ldzni. Rezy vievo byly krdjeny z
nevychlazeného bloku. Rezy vpravo jsou krdjeny z chlazeného bloku.



* Krdjeni

* Krok 36: Krdjet pomalu

\/ Krdjeni probihd pomalu, Setrné a rovnomeérme.

X  Krdjenfje rychlé, probihd ve spéchu a s védomim, ze pripadné shrnuti fezu
lze napravit v napinaci Llazni.

A w,‘:ﬁn

Obr: A) Krysf j¢tra (barveni na retikulin) jsou kifehkd tkdn, vykazujl jemné
ryhy, které vznikly prilis rychlym krdjenim studeného bloku. Podobnym
problémdm je mozZné predejit tim, Ze blok nebude prilid studeny a zdroven
bude pomaleji krdjen. Nékdy jsou tyto drobné ryhy zplsobeny Spatné
utazenou ziletkou v drzdku.

B) Prehledné barveni H&E ukazuje, co udéld rychlé krdjeni. Obarvend
Zlazovd tkdn ukazuje jemné ryhovdni, které vzniklo rychlym krdjenim
prechlazeného bloku.



* 6) Napindnifezu

Krok 37: Pouzivat Cistou vodu

Krok 38: Zajistit Cistotu podloznich skel

Krok 39: Zamezit krfZové kontaminaci vzork({
Krok 40: Zamezit kontaminaci koznimi bunkami
Krok 41: Nepracovat s vice blocky soucasnée
Krok 42: Kontrolovat teplotu vody v Ldzni

Krok 43: Zamezit shrnuti fez(

Krok 44: Vyvarovat se nadmeérné expanse rezd
Krok 45: PFi napindni fezy neposkodit

Krok 46; Rezy pellivé vybirat

Krok 47: Zamezit vzniku bublin pod Fezem
Krok 48: Zvysit prilnavost rezd



» NapindniFezl

e Krok 37: Pouzivat Cistou vodu

/ Voda ve vodni ldzni pro napindni fezC je pravidelné vymeénovdna.

X Voda ve vodnf ldzni pro napindnf fezd je pravidelné dopliovdna, ale
vymeénovdna jen prileZitostné To mdze vést k jeji kontaminaci plisnémi
apod, které pak mohou prilnout na fez nebo podloZnf sklo.
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Obr: Rez serdzy &dsti GIT v prehledném barveni (H&E). Shluky slabé se
barvicich mikroorganism@ jsou prftomny uvnit? tkdné. Jsou ale také vidét
mimo Fez. Pravdépodobnym zdrojem téchto kontaminujicich organism(
byla vodni ldzen pro napindni fezd.



» NapindniFezl

* Krok 38: Zqjistit ¢istotu podloznich skel

/ Pred pouzitim podloznich skel je vZdy tfeba ovérit jejich Cistotu. Manipulace s
nimi by vSak meéela byt minimalizovdna, aby nedoslo k jejich kontaminaci
koznimi bunkami.

X Cistota podloZnich skel nenf vlbec ovérovdna, coZ se mdZe projevit na
vysledku prdce.
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Obr: A) Tento ez ledvin byl znehodnocen ¢ernym pigmentem, ktery ulpél
na skle pred pouzitim. Pigment se objevil i pod Ffezem na dalsich ¢dstech
skla.

B) Rez tkdné& plic obsahujici louZe obarveného tkdrového adheziva.
Adhezivum (mohlo byt na bdzi Zelatiny) bylo bud souldstl ldzné na
napindni¥ezC. Bilkoviny v adhezivu se po odpareni vody koncentrovaly. Pro
odstranéni tohoto problému je tfeba pred suSenim odstranit co nejvice
vody pod fezem.



 Napindni ez

¢ Krok 39: Zamezit kfizové kontaminaci vzorkd

O

v/ Mezi krdjenim rliznych blokd je voda dobfe wyeit&na od zbytkd fezd z
predchoziho bloku.

X  Mezi krdjenim rlznych blokd nenf voda dobre vycisténa od zbytkl rezl z
predchoziho bloku a dochdzl ke kifZové kontaminaci, kterd mlze vést ke
zmatk@m ¢i dokonce i k nepresné diagndze.

Obr: Rez srde¢niho svalu kontaminovaného fragmentem $tftné #ldzy z
jiného vzorku. Priklad kontaminace vznikl ve vodn( Ldzni.



» NapindniFezl

¢ Krok 40: Zamezit kontaminaci koznimi burikami
\/ Aby nedoslo ke kontaminaci vzorkd koZnimi burikami, pfi prdci je tfeba se
vyvarovat ¢esdniviast a mnutirukou.

X Nektefl laboranti kontaminuji skla jejich koznimi bunkami vice nez jini.
Zirejme nevedi, jak se tomu dd zabrdnit.”
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Obr: Rez ledviny, obsahujici velké mnoZstvl koZnich bunék. Kdy? prilnou k
fezubéhem napindni, drZi se na povrchu velmipevné. Zde se barvi eozinem.
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* Napinani rezu

* Krok 41: Nepracovat s vice blocky souc¢asné

\/ Pri napindni nikdy nepracujeme s vice blocky soucasné.

X  Priprdcis fezy z vice blokd soucasné hrozf nepresnd identifikace vzorkd,
zejména pokud jsou vzorky stejné.

Obr: Obrdzek ukazuje dva soucasné nakrdjené bloky. Tato praxe mlze
zpUsobit zmatek a vést k nepresné identifikaci a chybnému nataZeni fez.
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* Napinani rezu

* Krok 42: Kontrolovat teplotu vody v Ldzni
\/ Teplota vody v napinaci ldzni by méla mit o 5-10°C méng, ne? je bod tdnf
parafinu. Rezy se diky tomu snadno vyrovnaji a parafin jesteé nebude tdt.

X  Pokudnapindnivldznitrvd déle nez 15 sekund, hroziroztavenivosku asnim
i poskozen(integrity tkdné.

Obr: Tyto fezy klZe jsou potrhané v ddsledku napindni na prilis teplé vode.
Nejndchylnéjsi k tomuto problému jsou Spatné zpracovaneé tkdné.
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* Napinani rezu

e Krok 43: Zamezit shrnutifezl

\/ Rezy se v napinaci ldzni snadno vyrovnajf.

X  Nedochdzf k napnutf sprédvné ukrojenych ezl a fezy jsou shrnuté. Mirmé
zvySeniteploty vody v Lldzni by tento problém mohlo vyresit.

Obr: V tomto pripadé se shrnuté fezy nenapnuly. Peclivejsi krdjenf a mirné
teplejsivoda by tento problém prekonaly.



» Napindni ez

* Krok 44: Vyvarovat se nadmérné expanze ezl

\/ Rezy jsou na vodnfhlading v Ldzni ponechdny jen do té doby, ne? dojde k jejich
napnuti. Poté jsou ihned preneseny na podloZni sklo.

X  Z pohodlnosti jsou fezy v ldzni ponechdny delsl dobu, coZz mlZe zpUsobit
jejich roztrhdni a mlze vést k poskozenl tkdné, zejména jemnych vzorkd,
napr. lymfaticke tkdné.

Obr.: A) Rez vzorku stfevnf sliznice v barveni PAS ukazuje lamina propria,
kterd je nadmérné roztazend — Zldzky jsou oddélené od vaziva. Tento
priklad zpGsobila prilis horkd napiaci Lldzen.

B) Cdst lymfatické tkdné, kterd praskla v disledku nadmérného vypnuti ve
vodni ldzni. Lymfoidni a hematopoetické tkdné jsou obzvldsté ndchylné k
poskozen( pfiprocesu napindnf.



 Napindni ez

* Krok 45: PFi napindni fezy neposkodit

\/ Pri napindnfje dbdna nejvyssi opatrnost, pokud je z fezu potfeba mechanicky
odstranit shrnuti. Pomoct si lze Stétec¢kem, pinzetou nebo hdckem.

¥ PYinarovndvdni fezd na vodnf hlading nenf brdn zfetel na jemnost tkdnf a
zdhyby @ shrnuti jsou odstrarovdny nedetrné. Poskozen! mlZe byt
makroskopické nebo jen mikroskopické.

Obr. : Rez srde¢niho svalu ukazuje mechanické pogkozenf zplisobené pri
pokusu o odstranénfzdhybu v fezu (srdce, H&E).
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NapindniFezt

Krok 46: Rezy pedlivé vybirat

\/ Prvni nebo druhy fez nejsou pouzity, protoZe vychlazeny blok se prlichodem
Cepele zahtivd a dochdzf k tepelné expanzi parafinu. Teprve po nékolikerém
projet( Ziletky pres blok se teploty vyrovnajf a lze ukrojit kvalitni fez.

¥  Prvninebo druhy fezjsou pouzity, protoze vypadajf nejlépe.

Obr.: Série ezl z bloku odislovand v poradi od ukrojent. VSimnéte si, Ze prvni
dva Fezy jsou nejsirsi. S delsi dobou krdjeni a zahfivénim bloku Fezy se vice
krabatfl. Prestoze mikrotom byl nastaven na 3um, byla tloustka prvnich
dvou tez( 4-5 um z ddvodu tepelné expanze parafinu.



 Napindni ez

® Krok 47: Zamezit vzniku bublin pod fezem

\/ Bublinky, vznikajici ve vodnf ldzni zahtfvdnim vody musi byt odstranény pred
poloZenim fezu na hladinu vodni Ldzné.

X  Bublinky jsou v ldzni ignorovdny a pfi polozeni fezu na hladinu se pod nim
zachytl. Predpoklddd se, ze bubliny zmizi béhem suseni fezu na skle. Po
vyschnutifezu se v mistech bublin fez roztrhd.

Obr.: Rez jater obarveny H&E, ukazujicl kruhovou, popraskanou oblast, kde

se fez nadzvedLl Pricinou byla prdve bublina z napinaci ldzné, kterd ulpéla
zespoda fezu a zabrdnila prilnuti fezu ke sklu.



 Napindni ez

» Krok 48: Zvysit pfilnavost fezl

\/ Pouzitim kvalitnich skel, napt. nabitych nebo potahovanych skel.

X

Nekdy maji fezy tendenci uplavat ze skla, zejména pfi vareni u
imunohistochemickych metod nebo histologickych metod, vyzadujicich
zahtivdaniskel. Potom je tfeba pouzit potahovand skla.
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Obr. : Oblast tkdné plic, kterd se pri barveni nadzvedla a preloZila se na
vedlejsi Usek tkdné (H&E).



» 7) SuSeniFezd

Krok 49: Pred susenim nechat odkapat
Krok 50: Monitorovat teplotu susenf
Krok 51: Susit primérenou dobu



» Suseni Fezl

* Krok 49: Pfed suSenim nechat odkapat

‘/ Skla s napnutymi fezy jsou pred susenim zbavena prebytecné vody.

X  Ze skel se dlkladné neslije nebo neodsaje voda a jsou susena ve svislé
POZICI.

Obr. : A) Tento Ffez byl suSen ve vodorovné poloze, ale voda z pod Fezu
nebyla odstranéna. Vysledkem je nadzvednuti tkdné a jejf rozostreni v
roviné pozorovdn{ zbytku rezu.

B) Rez na tomto obrdzku byl prdvé vytaZen z napinaci ldzné. Voda se slije
krdtkym postavenim skla do vodorovné polohy a ndsledné je sklo
poloZeno na vyhrifvanou desku k susenf.



» Suseni fezl

* Krok 50: Monitorovat teplotu suseni

‘/ Teplota susenfby méla byt peclivé monitorovdna.

X  Pokud bude susici deska prilis horkd, v fezech vzniknou bubliny, které
negativneé ovlivni vysledek barven.

Obr: Rez prostaty suéeny na prili& horké plotynce. J&dra jsou neostrd, co? je
jev zplsobeny napriklad pfilis$ vysokou teplotou suseni, ale mdze vzniknout
také u Spatné zpracované tkdné. Toto rozmélnéni jader se nejcastéji
vyskytuje na okrajich fezu a Castéji postihuje epitelidlnf tkdn. Jadra jsou
nerovnomeérné barvena a mohou se pribarvovat rdzové nebo naopak silné
modre ¢izcela postrddajf detaily.



» Suseni fezl

® Krok 51: Susit pfimérenou dobu

v/ Minimdlnf a maximdlnf doba sugent fez{l je kontrolovdna.

X Suseni tezl probihd nahodile. Dlouhé suseni pri vys$sich teplotdch
zplsobuje bubliny na fezu a praskdni fezd.

Obr: Rez lymfatickou uzlinou v prehledném barvenf H&E, kterd vykazuje
rozsdhlé praskdni v dlsledku dlouhodobého susenf pri prilis vysoké
teploté. Takoveé praskliny mohou byt také zplsobeny jinymi faktory, véetné
prilis dlouného zpracovdniv tkdnovém automatu.



« 8) Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

Krok 52: Dodrzovat casy barven(

Krok 53: Pravidelnée sledovat kvalitu

Krok 54: Standardizovat podminky barvent

Krok 55: Zgjistit Fddnou deparafinaci

Krok 56: Pravidelné meénit reagencie

Krok 57:Rezy dfkladné hydratovat

Krok 58: Monitorovat kvalitu hematoxylinu

Krok 59: Zajistit Uplné obarven( jadra - zmodrdni

Krok 60: Zamezit nestejnomeérnému barveni eosinem
Krok 61: Monitorovat pH eosinu



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

® Krok 52: Dodrzovat ¢asy barveni

/ Kazdy krok barven( trvd presné stanovenou dobu.

X Kdyz neni dost Casu, nékteré kroky zkracujeme nebo vynechdvdme.” Po
podobném jedndni dochdzi k nekonzistentnim vysledkdm.

Obr: Tyto stejné silné fezy ze stejného bloku jsou manudlné obarvené
prehlednym barvenim H&E, ale dvéma rdznymi laboranty. | makroskopicky
je zde patrny rozdil v intenzité barven.



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

e Krok 53: Pravidelné sledovat kvalitu

\/ Kvalita barvenfje pravidelné sledovdna pouZivdnim kontrolnich rezC.

X  Kontroly nejsou pro barvenf H&E vibec pouzivdny. Nenf mozné z nich zjistit,
jestli je $patné barven( zplsobeno Spatnymi ¢inidly, chybnym protokolem
anebo nedostatecnou fixact.
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Obr: Ledvina, obsahujicli mnozstvi eosinofilnich bunék s dobfe zachovalou
jadernou strukturou, umoZiujici spolehlivé hodnocen( kvality barveni H&E.
Podobné se dd pouzit i placenta.



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

» Krok 54: Standardizovat podminky barveni

\/ Pocet ponoreni skel v reagenciich v barvicim automatu, ¢asy promyvdni a
odkapdvdni skel jsou optimalizovdny pro vsechny kroky barvent.

X  Pocet ponorenf skel, Casy promyvdni a odkapdvdni nejsou konzistentn.
Rozpousteédla i cinidla jsou rychle kontaminovdna, barveni nenf
stejnomeérné.

Obr: Jednim z vyhod pouzivdni automatického barviciho pfistroje je to, Ze
michdnf, doba prani a odkapdvdni jsou stdle stejné. Jakékoliv zmény
protokolu jsou kontrolovdny, coz zagjistuje dobré vysledky.



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

» Krok 55: Zgijistit faddnou deparafinaci

‘/ Optimalizovat zpGsob deparafinace.

X Nekdy se parafin nepodafi odstranit Uplne€, coz vede k tvorbe
neobarvenych, pfip. nerovnomeérne barvenych oblasti v Fezu.

Obr: Tento fez obarveny H&E zobrazuje v levé Cdsti velkou neobarvenou
plochu a nékolik mensich oblastf, které jsou bud' ¢dstecné obarvené, nebo
neobarvené. To je zpdsobeno nedodatednym odparafinovdnim fezu.



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

* Krok 56: Pravidelné ménit reagencie

‘/ Rozpoustedla a barvici ldzné jsou pravidelne meneény v zdvislosti na poctu
obarvenych fezd.

X  Obmeénarozpoustedel a barvicich Cinidel neni pravidelnd a jsou pouzivdny
do té doby, dokud nedojde k poklesu kvality barvent.

Obr: Rez obarveny hematoxylinem gpatné kvality s rozb¥edlymi konturami
fezu.



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

» Krok 57: Rezy dtikladné hydratovat

\/ Ifiezyjsou pred barvenim hematoxylinem dfkladné hydratovdny.

X  Roztok hematoxylinu se rychle znehodnocuje alkoholem, prip. i zbytkovym
xylenem, coZ vede k nerovnomeérnému obarvenifezu.

Obr: Nerovnomérné barveni viditelné v epidermis bylo zpClsobeno
zbytkovym xylenem a stopami parafinu pfftomnymi v Yezu pfi barvenf
hematoxylinem.



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

¢ Krok 58: Monitorovat kvalitu hematoxylinu

‘/ Barvici schopnost hematoxylinu se vlivem postupného naredovdni roztokd ¢i
postupujici oxidaci ¢asem sniZuji a je vhodné je monitorovat. Pokud zmény
pozorujeme témer ze dne na den, je tfeba hledat chybu prdve v oxidaci, kterd
mohla byt uspiSena napr. intenzivnéjsim provzdushovdnim béhem barven( i
teplotou okolf.

X  Barveni hematoxylinem ze dne na den ménf svou intenzitu a nikdo se
nesnaZi to pochopit. Rychlost oxidace zvysuji napriklad plocha kyvety
(hladiny), zvySené provzdusriovdni ldzné intenzivnim ponofovdnim skel
nebo okolnfteplota.

| Y3

Obr: Dva fezy ze stejného kontrolniho bloku. Byly barveny H&E s pouzitim
identickych protokoll na automatizovaném barvicim pfistroji. Rozdil mezi
barvenimije 7 dni. Makroskopicky je zfejmd variace Urovné barven|.



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

* Krok 59: Zqjistit uplné obarveni jadra - zmodrdni

‘/ Pri barveni hematoxylinem je standardné uzivéna pramenitd voda. Ta vsak
nenfvsude dostatecné alkalickd, viivem ¢ehoz by nemuselo dojit k Uplnému
obarvenfjader, kterd by se pak nejevila jako modrd, ale jako rdzovd. Proto po
barveni hematoxylinem se skla nechdvajl projfit ldzni Scottova cinidla
(Scott's alkaline tap water substitute T. W. S))*, pffp. amoniakem, které vyse
uvedeny problém spolehlivé vyresi.

X ROZové se mohou jevit i jddra, kterd byla nedostate¢né obarvena
hematoxylinem, pfip. prebarvena eosinem.

Obr. A) Spatné definovand jédra po pHliE krdtkém modrdnl. Jddra
epidermis jsou réizovd (H&E, kize).

B) Druhy fez byl ponechdn v modracf ldzni delsf dobu. Jddra jsou mnohem
lépe definovdna (klze, H&E)



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

* Krok 60: Zamezit nestejnomérnému barveni eosinem

\/ Po pouzitl Scottova roztoku nebo jiné modraci ldzni, by mélo ndsledovat
velmi ddkladné promyti skel v pramenité vodé, aby se odstranily zbytky
téchto roztokd zrezu.

X  Spatné vyprdni fezl po modrdnf zpdsobf slabé a nerovnomérné barveni
eosinem.

Obr: Rez sleziny (H&E) demonstruje patné vymyti alkalického &inidla ze
vzorku pred barvenim eosinem. VSimnéte sinepravidelného barven!.



* Rutinni barveni (hematoxylin/eosin)

* Krok 61: Monitorovat pH eosinu

\/ Pro optimdlnfbarveni by pH roztoku eosinu mélo byt udrZovdno na hodnoté
5,0. Vlivem pouziti pramenité vody pri pfiprave roztoku se miZze pH ménit.
Snizenf pH lze docilit napt. pridavkem nékolika kapek kyseliny octoveé.

X  MéfenipH eosinuse neprovddi. Kdyz intenzita barveniklesne (prenesenf do
alkalické vody z vodovodu mbZe zplsobit vzestup pH roztokd eosinu),
roztok se proste vymen.

Obr: Rez plic (H&E). Dobarven( eosinem je pHlig slabé. Véimnéte si, Ze
jedinymi strukturami, které jsou obarveny eosinem, jsou erytrocyty.



* 9) Montovadni, pfiprava trvalého prepardtu

Krok 62: Ddkladné odvodnit fezy pred projasfiovdnim a montovdnim
Krok 63: Zamezit oschnutifezu pred zamontovdnim



* Montovani, priprava trvalého preparatu

» Krok 62: Dikladné odvodnit Fezy pFed projasfiovdnim a montovdnim

\/ Pred projasnénim v xylenu jsou fezy rddneé odvodnény.

X Rezy jsou narychlo preneseny z alkoholu do xylenu. Projasiovdn( v xylenu,
ktery byl kontaminovdn vodou, vede ke ztrdté mikroskopickych detaill @
zastren(tezu po zamontovdni.

Obr: Tento fez nemohl byt dostatecné projasnén, protoze nebyl sprdvné
odvodnén. Makroskopicky je vidét zastfenl detaild a pri blizsim zkoumdnf
mdzeme spatfit drobné kapénky vody.



e Montovdni, pfiprava trvalého prepardatu

® Krok 63: Zamezit oschnuti fezu pred zamontovdnim

‘/ Kryci sklo je tfeba montovat rychle, aby fez nezaschnul. P¥i montovdnf
pouzivdme vysoce kvalitnf montovaci média, u nichz mdme oveéreno, jak se
budou chovat v Fddu mésicl i let.

X  Rezypred zamontovdnim obcas oschnou, coz zpdsobf z&erndni nékterych
jader. Levné montovaci médium kupované jen podle ceny miZe pod krycim
sklem krystalizovat,

Obr. A) Této fez ¢dstecné vyschnul pred aplikacl montovaciho média a
zamontovdnim. To zplsobilo, Ze se na nékterych jddrech zachytily malé
vzduchoveé bubliny, které po zamontovdni vypadaji jako cerny pigment.

B) Prepardt zamontovany do nekvalitnfho montovaciho média Sest
mésicl po zamontovdni — v8imnéte si vyskytu refraktivnich sférickych

krystall.



* 10) Specidlni barveni

Krok 64:Védeét, co chceme vidét

Krok 65: Pouzivat pozitivni kontrolu

Krok 66: Dodrzovat Casy barvenf

Krok 67: Kontrolovat stabilitu barvicich roztokd
Krok 68: Spravné skladovat barvici roztoky
Krok 69: Pfesné dodrzovat protokol barvenf
Krok 70: Zaznamendvat vsechny zmeény

Krok 71: Standardizovat promyvaci kroky

Krok 72: Peclive nastavit mikroskop



» Specidlni barveni

o Krok 64: Védét, co chceme vidét

‘/ Je treba zndt dobre metody specidlniho barveni a veédét, co ndm které
barveni prinese a které struktury budou zndzornény.

X Jenndsledujeme protokol a nevime, jaky vysledek barveni bude mit.”
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Obr. A) Rez jater barveny na PAS. Lipofuscin a glykogen jsou PAS pozitivnf,
zatimco zbytky Zluci a hemosiderinu jsou PAS negativni a lze pozorovat
jejich prirozenou barvu (Zlutou a hnédou).

B) Prikaz Aspergilové infekce plic metodou Grocott-Gomori. VIdkna této
houby (hyfy) jsou obarveny ¢erné. U kurdkd a obyvatel mést jsou zdroveri v
plicich pfftomna ¢ernd rezidua uhliku.



e Specidlni barveni

* Krok 65: Pouzivat pozitivni kontrolu

‘/ VZdy pouZivat kontrolni fez, o kterém vime, Ze obsahuje tkdrovou struktury,
kterou se snazime prokdzat.

X Pokud struktura tkdné, kterou hleddme, nenf po barveni vidét,
predpokldddme, Ze ve vzorku nenf pritomna.”

Obr: Rez jater postienych cirhézou, barvenych metodou Perl's pro
demonstraci Zeleza (modré) v hemosiderinu. Blok je pouZivdn jako
kontrola reakce na Zelezo.



» Specidlni barveni

* Krok 66: DodrZovat ¢asy barveni

‘/ Dodrzovat ¢asy barven(v jednotlivych ldznich.

X Casy inkubacf jsou pouze priblizné, co? vede k nekonzistentnim vysledkiim.

Obr: Dva fezy klZe ze stejného bloku (PAS). Rez A byl sprdvné oxidovdn v
kyseling jodisté po dobu 5 minut. Rez B omylem jen 30 sekund. Vysledkem
je slabé zbarvenibazdlni membrdny.



Specialni barveni

» Krok 67: Kontrolovat stabilitu barvicich roztokd

‘/ Zatimco nékteré barvicl roztoky se Casem prilis nemeéni, jiné je tfeba

X

pripravovat tésneé pred pouzitim. Vyjimkou nejsou ani takové roztoky, které
musi nejprve oxidovat (dozrdt) a teprve poté mohou byt pouZity.

Predpokldddme, ze vSechny roztoky majl témer neomezenou Zivotnost.

Obr: Spatnd kvalita Weigertova hematoxylinu zplsobend oxidaci —
dlouhym skladovdnim. VSimnéte si hnédého zabarveni kolagenu.



Specialni barveni

* Krok 68: Sprdavné skladovat barvici roztoky

\/ Roztoky je treba sprdvné skladovat. Nékteré potrebuji chlad, protoze jsou
ndchylné k plesniveni nebo jsou citlivé na svetlo a je nutno je skladovat ve
tmeé.

X  "V3SechnynaSe barviciroztoky jsou uloZeny na poli¢ce nad barvicim stolem.
Nékdy vidime v nasich fezech zvldstni struktury plné mikroorganizm@ "

Obr:Rezs patrnymi usazeninami mikroorganisma, které vyrostly v barvicim
roztoku (v tomto pripadé hematoxylinu), a po obarvenf se uchytily na
povrchufezu.



Specidlni barveni

* Krok 69: Presné dodrzovat protokol barveni

v/ Presné dodrfovdnfprotokolu barven(

X  Laboranti ob&as dosahujf rozditnych vysledkd, i kdyz Udajné pouzivaijl tyz
protokol.

Obr: Tyto fezy stfevni submukdzy fixované formalinem byly obarveny
Massonovym trichromem. V fezu A vidime sprdvné obarveny hladky sval
Cervenor{zové. Barvenibylo provedeno sprdvné podle protokolu. Pokud je
jeden krok vynechdn, jako na fezu B, hladky sval se neobarvi.
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Specialni barveni

® Krok 70: Zaznamendvat vSechny zmény

\/ VZdy je tfeba si zaznamendvat vystup z metod, které ten den byly pouzity.

X  Pokud nejsou vystupy zaznamendny, je obtizné hledat feseni, kdyz nejsou
vysledky optimdlni a zdznamy o zmeéndch protokolu chybf.
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Obr: Rez ledviny v impregnadnim barveni na retikulin (Gordon & Sweets).
Retikuldrni vlidkna jsou Spatné impregnovand stifbrem a na skle je v pozadf
vidét precipitdt. Je velmi obtiZzné urcit pricinu podobnych problém(, pokud
nenfdodrzen presny protokol metody.



Specidlni barveni

* Krok 71: Standardizovat promyvaci kroky

\/ Promyvdni by mélo byt standardizované, aby se zabrdnilo variabilité
vysledkd barven.

X  ROznf laboranti promyvaji rézné. Nékteli Yezy propfrajl jemné, jin silné
tfesou kyvetou, coZ md rdzny vliv na vysledek.

Obr: Dva stejné Fezy jater (Gordon & Sweets). V fezu A bylo barvenf
provedeno podle protokolu. Rez B nebyl dostatecné promyvdn mezi
impregnac¢nim a redukenim krokem.
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® Krok 72: Peclivé nastavit mikroskop

\/ V  kliCovych krocich barveni pouzivdme mikroskop. PYi pozorovdnf
nezakrytych (vlhkych) fezd je viak nutno dbdt na jeho féddné nastavent, jinak
bychom monhli docilit fale$né pozitivnich vysledkd.

X  Urovenbarvenije vzdy posuzovdna pouhym okem.

Obr. A) Mokry fez (bez kryctho skla) zobrazeny pod mikroskopem s
uzavienou kondenzorovou clonou. Vsimnéte si falesného pozadif.

B) Mokry Yez (bez krycfho skla), zobrazeny pod mikroskopem s otevienou
kondenzovanou clonou.



¢ 11) Imunohistochemie (IHC)

Krok 73: Pouzivat vysoce kvalitni fezy

Krok 74: Zajistit optimalni fixaci

Krok 75: Zamezit problémCm s prilnavosti fez{
Krok 76: Optimalizovat odstranovdni parafinu a pouzivdni ¢inidel
Krok 77: Vyhnout se koncentracdnim gradientm
Krok 78: Peclive vybirat protildtku

Krok 79: Cist ndvody k protildtkdm

Krok 80: Optimalizovat odmaskovaci metody
Krok 81: Brdt v Uvahu kfizovou reaktivitu protildtek
Krok 82: Blokovat endogenni peroxiddzy

Krok 83: Pfedchdzet faleSnému barveni pozadf
Krok 84: Pouzivat vhodny detekcnf systém

Krok 85: Standardizovat promyvadn(

Krok 86: Optimalizovat dobarvenfjader

Krok 87: Pouzivat vhodnou kontrolu

Krok 88: Vysledky vwhodnocovat opatrné



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 73: Pouzivat vysoce kvalitni fezy
‘/ Pro IHC jsou poZivdny tenké rovné, spravné vysusené rezy. Skla jsou bud
nabitd, nebo potahovand (silanizovand).

X Spatné natazené fezy se barvi nerovnomeérne s variabilné obarvenym
pozadim.

Obr. A) Bublina, kterd vznikla pod fezem pfi napindni na sklo, zpCGsobila
oddélen( ¢dsti tkdné od skla ajeji prebarven (tonsila, CD45).

B) Nekvalitnf ez, ktery nebyl rovny a sprévné vysugeny. Cdstifezu jsou
potrhané a poplavané (tonsila, CD3).



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 74: Zgijistit optimdlni fixaci

‘/ Kvalitni fixace za pouZitl zndmych a konzistentnich podminek (druh fixativa,
pH, teplota, ¢as) vede k nejlepsim vysledkdm. Vzorky by mély byt pred
zpracovdnim zkontrolovdny, aby se zjistilo, zda je potireba dalsf fixace nebo
nikoliv.

X  Nekonzistentnf podminky fixace maji za ndsledek nedofixované i naopak
prefixované tkdné. To vede k variabilité vysledkl a problémfm spojenym s
hleddnim resen.

Obr: Nestejnomérnd fixace (zénovd fixace) zvplsobila nestejnomérné
barven( (tumor mammy, ER).



Imunohistochemie (IHC)

o Krok 75: Zamezit problémiim s pfilnavosti ez

‘/ P¥i napindnf fezd v Ldzni se vyvarujeme pouZitl adheziv na proteinové bdzi
(réznd lepidla, $krob nebo Zelatina).

X  Takovd adheziva mohou zablokovat povrch nabitého podlozniho sklicka a
zapricinit Spatnou prilnavost fezu. Ndsledné mohou zpCsobit i zadrZovdn(
IHC cinidel pod nadzvednutymi cdstmi tkdné. Vysledkem toho je
nerovnomerné barven.

Obr: Ke tkdni tésné priléhajici silnd vrstva adheziva na bdzi proteinu, kterd
se nespecificky obarvila (mamma, PR).



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 76: Optimalizovat odstranovdni parafinu a pouzivdni ¢inidel

\/ Pro dosazenf konzistentnich vysledkd je tfeba optimalizovat deparafinaci @

X

hydrataci fez8 a ddvkovdni a rovnomeérnou distribuci ¢inidel po povrchu
tkdne.

Nelplné odstranéni parafinu mdZze vést ke vzniku Spatné zbarvenych
oblastivfezech.

Obr:
A) Slaby reagenéni tok zpdsobil nestejnomeérné zbarven (tonsila, CD45).
B) Zbytkovy parafin v fezu zplsobil neobarvenou oblast (tonsila, CD5).

C)Bublina v primdrnf protildtce zplsobila nestejnomérné zbarveni (tonsila,
CDe20).



Imunohistochemie (IHC)

¢ Krok 77: Vyhnout se koncentraénim gradientdm

‘/ Koncentra¢nimu gradientu se ze vyhnout sprdvnou aplikacl reagencii na
sklo..

X ,Obcaspozorujeme, ze jeden konec fezu je obarven vice nez druhy.”

Obr: A a B jsou mikrofotografie porizené z opacnych koncl stejného
skli¢ka. Jeden konec (A) ukazuje velmisilné zbarvent, zatimco druhy konec
(B) zbarveni velmi slabé. Je to extrémnf priklad koncentra¢niho gradientu
vytvoreného pribarveni (tonsila, CD45).



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 78: Peclivé vybirat protildatku

‘/ Pri wybéru protildtky klademe dlraz zejména na citlivost a specifitu.
Protildtky nabizené rliznymi dodavateli pod rdznymi ndzvy mohou pochdzet
z téhoz zdroje. Pri hodnoceni protildtky je nutno pouzit ndzev klonu.

X ,Zgjimdnds pouze cena produktu.”

Obr: Tyto Fezy lidské tonsily z jednoho bloku byly barveny na prikaz znaku
CD20 protiB lymfocytldm za pouzitf monoklondlnich protildtek od rliznych
vyrobcl. V obou pFipadech byl pouZit doporuceny postup i optimalizované
fedéni. Rozdil ve vysledné kvalité zbarvenfje zrejmy.



Imunohistochemie (IHC)

» Krok 79: Cist ndvody k protildtkdm

\/ Ndvod by mél byt priloZen k protildtce nebo by mél byt volné ke stazeni na
internetu. V tomto dokumentu by meéla byt uvedena zdkladni metodika k
pouziti protildtky. Se zakoupenim nové Sarze protildtky by se méla provddét
kontrola pfipadnych zmeén.

X  Nemdme pristup k ndvod@m od protildtek.”

Obr: Tyto fezy tenkého streva byly barveny protildtkou proti cytokeratinu
AE1/AE3. Pro kaZdy fez byly pouZity rlizné podminky odmaskovdni epitopu.
Rez A vykazuje nepfijatelné slabé zbarveni, zatimco fez B md sprdvné
silnou pozitivitu v povrchovém epitelu.



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 80: Optimalizovat odmaskovaci metody

\/ Pro jednotlivé protildtky jsou stanoveny vhodné podminky pro odmaskovdn(
epitopu (pH, pufry, teplota, ¢as, tlak).

X Predpokldddme, ze existuje univerzdlnf HIER metoda a pro vSechny
primdrni protildtky pouzivdme tutéz odmaskovaci metodu.”

Obr: ﬁ%ezy prostaty obarvené na cytokeratin HMW, klon 34BE12. Rez A

ukazuje slabé zbarvenf, zatimco fez B md zbarveni silnéjsi a ostrejsi. Jediny
rozdil byl v pouZiti odmaskovaci metody.




Imunohistochemie (IHC)

* Krok 81: Brat v tvahu kfiZovou reaktivitu protildtek

‘/ Bereme v Uvahu mozZné problémy zplsobené kifZovou reaktivitou protildtek
(precteme sispecifikacni list).

X Nesnazime se vysvetlit, proC pri barveni doslo k neocCekdvané pozitivn{
reakci ve strukturdch, které by pozitivnf byt nemely.

Obr: Patrovd tonsila — baze krypt — obarveny CD5 lymfocyty, znaci
zejména T-bunky. Tento konkrétni klon (4C7) kifZové reaguje s
epitelidlnimi burkami krypt.



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 82: Blokovat endogenni peroxidazy

\/ U detekénich systémd vyuZivajicich kfenovou peroxiddzu je tfeba blokovat
endogenni peroxiddzu, aby nedoslo k falesné pozitivni reakci tkdné.

X  Nespecifické barvenf lze Casto pozorovat v erytrocytech, granulocytech,
monocytech a ve svalech a je zplsobeno nekompletnim blokovdnim

endogenni peroxiddzy.
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Obr: Slezina s typickym, nespecifickym zbarvenim erytrocytd kvili
nedokonalé blokaci aktivity endogenni peroxiddzy. V tomto pripadé
endogenni peroxiddza erytrocytl, reagovala s DAB chromogenem.,



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 83: Pfedchdzet faleSnému barveni pozadi

\/ VZzdy je pouzivdn adekvdtni Protein-Blok.

X  Nespecifické zbarvenf pozadf je oblas pritomno kvdli nedostatecnému
blokovdni proteind.

Obr: Bé7nd tonsila obarvend protildtkou proti lehkému fetézci kappa.
Velké nespecifické barveni pozadf vzniklo v dlsledku neefektivniho
blokovdni proteind.



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 84: Pouzivat vhodny detekéni systém

\/ Vhodny detekeénf systém zajisti presné specifické barveni s odpovidajicf
citlivostf.

X PouZivdme jeden detekénf systém uZ dlouhou dobu a nemdme ddvod jej
meénit. Nékterd barven(jsou slabd nebo neostrd, ale s tim uz pocitdme.”

Obr: ?ezy A a B jsou ze stejného vzorku, ale byly obarveny rdznymi
detekénimi systémy. PovSimnéte si odlisSnosti v intenzité a presnosti
zbarveni. (tonsila, CD20).



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 85: Standardizovat promyvdni

‘/ Konzistentnich vysledk( je dosazeno, pokud jsou dodrZzeny podminky
promyvdni mezi jednotlivymi kroky (¢as, objem pufru a intenzita promyvdn.

X  Pokud jsou vysledky velmi variabilni v rdmci jednoho barvictho cyklu se
stejnou protildtkou i mezi cykly provédénymiv rliznych dnech, mdze to byt
zplsobeno rdznymi promyvacimi technikami, které pozivajf réiznf laboranti.

Obr: Rezy A a B jsou ze stejného vzorku a byly obarveny manudlng za
pouzitl stejnych reagencii. VSimnéte si rozdill v drovni zbarveni pozad( ve
stratifikovaném epitelu. To je zplsobeno pravdépodobné riiznou Ucinnost(
promyvdnijednotlivych skel (tonsila, CD20).



Imunohistochemie (IHC)

¢ Krok 86: Optimalizovat dobarveni jader

\/ Sila jaderného barveni je nastavena tak, aby nedochdzelo k zastinenf
slabého pozitivniho (specifického) barveni. Dobarveni by mélo poskytnout
nejlepsi mozny kontrast mezi chromogenem a pozadim tkdné. Pro kazdy
pouzity chromogen se zvolivhodnd metoda dobarveni (hematoxylin, jddrovd
Cerven, methylzeler apod.).

¥  Jddra jsou nékdy prebarvena a intenzivni barvenf m@ze zplsobit prekrytf
slabého specifického signdlu.

Obr: Tonsila zbarvend na Ki67, bunécny znak proliferujicich bunék. Oba
fezy jsou ze stejného bloku a ukazujl rdznou Uroveri dobarveni jader
hematoxylinem. Rez A ukazuje barveni, které je pfili§ silné a které mize
skryt slabou pozitivn reakci. Rez B ukazuje Lepéf variantu.



Imunohistochemie (IHC)

¢ Krok 87: Pouzivat vhodnou kontrolu

‘/ Pouzit! vhodnych pozitivnich a negativnich kontrol vede ke kvalitnimu
ovérenl vysledkl barveni. Vnitfnf pozitivni a negativni kontroly jsou také
ddleZité a nabizeji vytedny zplsob, jak zajistit kvalitu v IHC.

X  'Provédime kontroly, pouze kdyz se zdd, Ze naSe metoda nefunguje.
Kdybychom je udélali na kazdém skle, stdlo by to moc penéz a stejné by se
na né nikdo nedival."
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Obr: Tonsila barvend na Ki67. Toto byla negativni kontrola a jddra by se
nemela barvit. Na tento fez bylo namisto negativni kontroly chybné

aplikovdna primdrnf protildtka.



Imunohistochemie (IHC)

* Krok 88: Vysledky vyhodnocovat opatrné

\/ Je ndm dobte zndmo, co a kde mdme hledat pfi vyhodnocovdni vysledkd
barvenivzorkd i kontrol.

X  Spokojime se s tvrzenim, ze uspokojivy vysledek barvenf je takovy, kde je
cokoliv jakkoliv obarveno.

Obr: Strevo barvené na AEL/AE3 Pozorujeme neocekdvané slabé zbarven
epitelu krypt. Pri blizsim zkoumdnf bylo zjisténo, Ze byla Spatné pouZita
primdrni protildtka proti CK20.
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In situ hybridizace (ISH)

* Krok 89: Pouzivat vysoce kvalitni fezy

v

Pouzivédme tenké rovné fezy, které byly rddné vysuseny. Pro ISH experimenty
uprednostiiujeme pozitivné nabitd skli¢ka.

Spatné& prilnavé tezy se barvi nerovnomé&rné s variabilng obarvenym
pozadim.

Obr: Tento nekvalitni ez demonstruje plavdni tkané a zbarveni pozadf
(HPV).



In situ hybridizace (ISH)

® Krok 90: Zqjistit optimdlni fixaci

\/ Kvalitni fixace za pouZitl zndmych a konzistentnich podminek (druh fixativa,
pH, teplota, ¢as) vede k nejlepsim vysledkdm.

X  Nekonzistentnf podminky fixace maji za ndsledek nedofixované ¢i naopak
prefixované tkdné To vede k variabilité vysledkl a problémfm spojenym s
hleddnim resenf.

Obr. A) ISH pro detekci mRNA lehkych fetézcl kappa na dobre fixované
tonsile ukazuje ostrou, silnou reakci.

B) ISH pro detekci mRNA lehkych fetézcl kappa na nedostatedné fixované
tonsile ukazuje slabou reakci.



baria Co
In situ hybridizace (ISH)

* Krok 91: Zamezit problémiim s pfilnavosti ez

‘/ PY¥i napindnf fezd v Ldzni se vyvarujeme pouZitl adheziv na proteinové bdzi
(rdznd lepidla, Skrob nebo Zelatina).

X  Takovd adheziva mohou zablokovat povrch nabitého podlozniho sklicka @
zapricinit Spatnou prilnavost fezu. Nésledné mohou zpCsobit i zadrZzovdni
ISH cinidel pod nadzvednutymi cdstmi tkdné. Vysledkem toho je
nerovnomerné barven.
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Obr: Nedostatednd adheze tfezu a zdhyby zplsobily nestejnomérné
zbarveni (HPV).



In situ hybridizace (ISH)

* Krok 92: Optimalizovat odstraniovani parafinu a ddvkovani Cinidel

‘/ Pro dosazenf konzistentnich vysledkd je tfeba optimalizovat deparafinaci @
hydrataci fez8 a ddvkovdni a rovnomeérnou distribuci ¢inidel po povrchu
tkdne.

X NeUplné odstranéni parafinu mlZe vést ke vzniku Spatné zbarvenych
oblasti v fezech. Také bubliny, které se utvolfl na povrchu tkdné pri
odmaskovdni nebo pri aplikaci ¢inidel na tkdr, mohou zpdsobit problémy.

.

Obr: Bubliny, které se vytvorily béhem odmaskovdni pri 950C zplsobily
nestejnomeérné zbarveni (HPV).



In situ hybridizace (ISH)

® Krok 93: Peclivé vybirat hybridizacni sondu

‘/ PFivybéru hybridiza¢ni sondy klademe diraz zejména na citlivost a specifitu.

X ,Zgjimdnds pouze cena produktu”

Obr: Stejné rezy tonsily byly hybridizovdny dvéma rdznymi sondami proti
MRNA kappa lehkému fetézci za pouziti chromogenu BCIP/NBT. Rez A
ukazuje silny signdl, zatimco u fezu B je signdl slaby a je obarveno i méné
bunék.



In situ hybridizace (ISH)

* Krok 94: Cist ndvody k sonddm

\/ Ndvod by mél byt prilozen k sondé nebo by mél byt volné ke stazenf na
internetu. Z ndvodu se dozvite zdkladni metodiku, kterd je pro tu kterou
sondu nejvhodngjsi. Peclive zkontrolujte teplotu a cas hybridizace, které
povedou k maximdlnf specifické vazbé sondy.

X . Nemdme pristup k ndvoddm od sond, pouzfvéme jen jednu jedinou
metodu.”

Obr: Oba Fezy kondylomu byly hybridizovdny na HPV pomocf identické
DNA sondy, ale pri rliznych hybridiza¢nich podminkdch. Rez A ukazuje silné
zbarveni, zatimco utezu B je zbarveni nedostatecné.



In situ hybridizace (ISH)

* Krok 95: Optimalizovat pretreatment

\/ Pro jednotlivé sondy jsou stanoveny vhodné podminky pro pretrectment
(pH, pufry, enzym, teplota, cas). Ty zdvisi zejména na fixaci a typu tkdné.

X  Poufitistejného enzymového pretreatmentu pro vsechny sondy, mlze vést
k chybnym vysledkm.

Obr: Tento rez stfeva byl hybridizovdn s pozitivni kontrolni sondou Poly
d(T). Na¥ezu je vidét nadmeérné trdveni enzymem proteinasou K. VSimnéte
si ztrdty cytoplazmatické struktury v Zlazovém epitelu a nadmeérného
barvenipozadf.



In situ hybridizace (ISH)

* Krok 96: Setrné zachdzet se vzorky

‘/ Setrné zachdzeni s tkdnémi a rychld fixace omezl ztrdtu RNA plsobenim
endogennich RNdz.

X  Nesprdvnd manipulace se vzorky tkdneé a opozdend fixace prohlubuje
ztrétu RNA plsobenim endogennich RNdéz.

Obr: Slabé zbarveni kvili degradaci jaderné RNA RNdzami. Tonsila
hybridizovand s pozitivni kontrolnf sondou Poly d(T).



In situ hybridizace (ISH)

* Krok 97: Pouzivat vhodny detekéni systém

\/ Vhodné zvoleny, citlivy detekéni a vizualizacni systém s optimdlnimi
inkuba¢nimi kroky zajisti pfesné specifické barveni's odpovidajici citlivostf

X Nedostatec¢nd citlivost detekénfho a vizualiza¢niho systému mize vést k
velmislabému nebo dokonce negativnimu barveni, atoipresto, Ze je sonda
vdzdna na cil.

Obr: Slabé zbarven( v tomto fezu je zplsobeno nedostatednou citlivost(
detekéniho systému. ISH lehkého ftetézce lambda s pouZitim
nepolymerniho detek&niho systému.



In situ hybridizace (ISH)

® Krok 98: Zamezit vyparovdni Cinidel

‘/ Pouziti spravné techniky zabranujicf odparovdni sondy je zdsadni pro sprdavny
prébéh hybridizace. Dlouhé inkubadni ¢asy s sebou nesou riziko vyschnutf
reagencie nafezu.

X  Pokud sonda nebo jindg ¢inidla béhem inkubace vyschnou (obvykle na
okrajich fezu), projevi se to jako vyrazné nespecifické barven.

Obr: Tento fez tonsily hybridizovany sondou pro lehky fetézec kappa
béhem post-hybridiza¢niho promyvdni formamidovym pufrem vyschnul,
coz zplsobilo nekonzistentni, nespecifické zbarven!.



In situ hybridizace (ISH)

* Krok 99: Standardizovat promyvani

‘/ Konzistentnich vysledk( je dosazeno, pokud jsou dodrZzeny podminky
promyvdni mezi jednotlivymi kroky (¢as, objem pufru a intenzita promyvdni).

X  Pokud jsou vysledky velmi variabilni v rdmci jednoho barvictho cyklu se
stejnou sondou i mezi cykly provddénymi v rdznych dnech, mdze to byt
zplsobeno rlznymi promyvacimi  technikami, které pouzivajl rlznf

Laboranti.

Obr: Stejné fezy tonsily byly hybridizovdny dvéma rdznymi sondami proti
mMRNA kappa lehkému Fetézci. Rez A vykazuje silné nespecifické pozadf,
zatimco u fezu B bylo promyvdni provedeno sprdvné a pozadi se
neobarvilo.



In situ hybridizace (ISH)

e Krok 100: Pouzivat vhodnou kontrolu

/ PouZitl vhodnych kontrol vede ke kvalitnimu ovéfen( vysledkd barveni. To
zahrnuje pouZiti pozitivni kontrolnf tkdiné a negativni kontrolou by meéla byt
nespecifickd sonda.

X  'Provédime kontroly, pouze kdyz se zdd, Ze naSe metoda nefunguje.
Kdybychom je udélali na kazdém skle, stdlo by to moc penéz a stejné by se
na né nikdo nedival."
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Obr: Rez tonsily hybridizované pozitivn kontrolnfsondou Poly d(T). Presné
zbarven( indikuje, Ze tkdn je dobre fixovand a Useky RNA budou dobre

uchovdny.



In situ hybridizace (ISH)

* Krok 101: Vysledky vyhodnocovat opatrné

‘/ Je ndm dobfe zndmo, co a kde mdme hledat pfi vyhodnocovdni vysledkd
barven( vzork( i kontrol. Kazdy, kdo se zabyvd ISH, by mél mit alespor’
zékladni povédomi o technice a umét nalézt pozitivni barveni.

X  Spokojime se s tvrzenim, ze uspokojivy vysledek barveni je takovy, kde je
cokoliv jakkoliv obarveno.

Obr: Toto je negativni kontrola. Rez tonsily progel véemi kroky ISH, ale bez
aplikace sondy. Na obrdzku je vidét hemosiderin, ktery md prirozené
hnédou barvu, kterou navic zintenziviuje navdzany DAB. V tomto pripadeé
se o pozitivnf barveni nejednd.
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