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UVOD

Rutinni barveni H&E a specialni barveni nhraji zcela zasadni roli v tkanove
diagnostice a vyzkumu. Zbarveni jinak transparentnich rezu tkané umoznuje
vysoce kvalifikovanym patologum a vyzkumnym pracovnikum zobrazit pod
Mikroskopem morfologil (strukturu) tkane, nebo zkoumat vzorek z hlediska
orfitomnosti nebo prevalence urcitych typu bunék, struktur nebo dokonce
Mikroorganismu, jako jsou napr. bakterie.

1

V histopatologickeé l[aboratori se terminem ,rutinni barveni’ rozumi barveni
nematoxylinem a eosinem (H&E), ktere se ,rutinneé” pouziva U vsech
tkanovych vzorku k odhaleni zakladnich tkanovych struktur a stavu tkani.
Termin ,specialni barveni” se pouziva jiz dlouho a rozumi se jim velky pocet
alternativnich technik barveni, kterée se pouzivaji v pripadech, kay barveni
H&E neposkytuje vsechny Informace, které patolog nebo vyzkumny

pracovnik potrebuje.
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Priprava tkane na barveni

Predtim, nez je mozné tkan obarvit a zkoumat, musi byt pripravena tak, aby
bvlo mozné ziskat velmi tenky rez o tloustce pouze jedné bunky a umistit ho
na podlozni sklicko. Soucasti této pripravy je fixovani tkane (aby nedoslo
K |lejimu rozkladu), potée |eji zpevnheni a upevheni tak, aby mohla byt
Nnakrajena na potrebne velmi tenkeé rezy (obvykle 2-7 um). Pro tento ucel
existu]ji dve hlavni techniky oznacovane jako zmrazené rezy a parafinove rezy.

Zmrazene rezy se pouzivajl tenhdy, pokud odpovedl potrepbujeme rychle —
obvykle behem operace, kKdy chirurg potrepbuje urcCit resekcCni okraj pfi
odstranovani nadoru. Tyto rezy je mozné ziskat rychle, avsak kvalita rezu

obvykle neni stejne vysoka jako u parafinove techniky. Postup pfripravy
ZMrazeneho rezu je nasledulici:

1. Tkan Jje rychle zmrazena, aby byla uchovana a zpevnhena.

2. /mrazena tkan je krajena na Kryostatu a umistena na podlozni
sklicko, Kae nozade|l propenne parveni.

3. Rez je fixovdn okamzité, tedy jesté predtim, nez zacne probihat
rozklad, a poté se barvi.
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Pokud maji byt pfripraveny parafinove rezy, vzorek je nejprve umisten
do fixativa (fixacniho Ccinidla) a poté Je struktura tkane zpevnena
orosycenim vzorku parafinovym voskem. Tento proces je casove narocne|si
nez vytvoreni zmrazenych rezu, nicéné ve vetsiné pripadu zajistuje vyssi
Kvalitu barveni a vysledne vzorky (oznacované jako bloky) mohou byt
uchovany témeér neomezené dlouho. Postup vytvoreni parafinovych rezu je

nasledujici:

1. Fixacl Je tkan uchovana (obvykle s pouzitim roztoku formaldehyadu).

2. Prikrojenim Je oddelena urcCita cast tkane, ktera ma byt dale
ZKkoumana.
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3. Pri zpracovani tkane se pouziva rada reagencli K nahrazeni vodnéeno
prostredi bunek hydrofobnim roztokem, ktery umozni prosyceni
tkane parafinovym voskem.

4. Upevneni tkane do parafinovéeho Dbloku umoznuje spravhe
zorientovat vzorek pro krajeni rezu a jejich dalsi zpracovani Ci
skladovani.

5. Krajeni se provadi ha mikrotomu, ktery kraji velmi tenkeé rezy, jez se
napinaji na vodni hladineé a poté |sou preneseny a umisteny
na podlozni sklicka.

6. Podlozni skliCcka jsou poté vysusena v susarne nepo na plotne, aby
se odstranila vihkost a tkan lepe prilnula ke sklicku.

7. Tkan N3 sklicku IIE NnyNi oripravena K parveni.

8. Prvnim krokem pri barveni je odvoskovani (odparafinovani), kay je
poMOocCi rozpoustedla odstranen vosk ze sklicka pred barvenim.
Toto se vzay provadi Jako soucast procesu pbarveni. Jakmile je
parveni dokonceno, rez je prikryt krycim sklickem, a tim je preparat
uchovan.
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Obrazek 1: Laborant krgji sérii tenkych rezu pro barveni.




Proc je barveni H&E rutinni

Barveni hematoxyllnem a eosinem (H&E) se pouziva rutinne
Vv histopatologickych lalboratorich, protoze poskytuje
patologovi/vyzkumnému pracovnikovi velmi podrobné zobrazeni tkané.
Toho je dosazeno pomoci jasne zbarvenych bunecnych struktur vcetne
cytoplazmy, jadra, organel a extrabunecnych komponent. Tyto informace
JsOUu cCasto dostatecné ke stanoveni dilagndozy onemocnheni na zaklade
usporadani (nebo neusporadani) bunek a také upozornujl na Jakekoll
abnormality nebo konkrétni indikatory v bunkach (hapf. zmeny jadra
obvykle pritomné u rakoviny). | kdyz se vyuzivaji pokrocile metody barveni,
parveni H&E nadale tvori rozhodujici soucast diagnostickeno obrazu, protoze

zobrazuje zadkladni morfologii tkdné, coz umoznuje patologovi/vyzkumného
Dracovnikovi spravne interpretovat pokrocile pbarveni.

V klinické histologické laboratori je u vSech vzorku nejprve provedeno
parveni H&E a specialni nebo pokrocile barveni je vyzadano jen tehdy, pokuad
JSOU potreba dalsi Informace pro podrobnejsi analyzu, napriklad k rozliseni
mezl dvema morfologicky podobnymi typy rakoviny.

Kvuli potfebnému objemu barveni H&E vétsSina klinickych laboratofi vyuziva
olne automatizované systémy a manualni arveni je v dnesni dobe vzacne.
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Obrazek 2: Tento rez ze sliznice tenkého streva ukazuje dobre definovany
heterochromatin a jadra epitelialnich bunek a plazmatickych bunek v lamina
propria.

Obrazek 3: Mitotické figury jsou ostre zbarveny ve zlazovem epitelu v rezu tkane
tenkeho streva.
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Obrazek 4: V teto casti lamina propria tenkeho streva Jje cytoplazma
plazmatickych bunek obarvena hematoxylinem s vyjimkou svetleho
perinukleranino prostoru, coz odpovida dobre vyvinutemu Golgiho aparatu.

Obrazek 5: Tento autonomni ganglion z myenterickeho plexu, umisteny mezi
vrstvami hladkeho svalstva zevni svalove vrstvy (muscularis externa) tenkeho
streva, obsahuje gangliove neurony, ktere ukazuji dobre definovanou bazofilni
Nisslovu substanci (agregace endoplazmatickeho retikula a ribozomalni RNA)
Vv jeJich cytoplazme.
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Chemie barveni H&E

Barveni H&E pouziva dve barviva: hematoxylin a eosin. Tato kombinace se
pouUziva proto, ze kKazdeé barvivo barvi |Iné prvky tkane.

Hematoxylin je bazické (jaderné) barvivo s fialovomodrym odstinem. Barvi
Kyselé nebo bazofilni struktury vcetne bunecného jadra (které obsahuje DNA
a Nnukleoprotein) a organely obsanhujici RNA jako napr. ribozomy a drsne
endoplazmaticke retikulum.

Fosin je kyselé barvivo, které je obvykle nacervenalé nebo ruzové. Barvi
zakladni, nebo acidofilni, struktury, kK nimz patri cytoplazma, bunecne steny
a extracelularni viakna.

Hematoxylin se ziskava z Kampeskovenho dreva pochazejicino z Krevene
obecné a je purifikovan. Pote je oxidovan a smichan s ustalovacem (obvykle
NliNikem), aby se vazal na bunecné struktury. Z mnoha hematoxylinovych
roztoku pouzivanych v histologii jsou nejoblibenégjsi Gilluv hematoxylin,
Harrisuv hematoxylin a Mayeruv hematoxylin.

Fosin vznika reakci bromu s fluoresceinem. V histologil se obvykle pouzivaji
dve varianty eosinu: eosin Y, ktery je nazloutly, a eosin B, ktery je nepatrne
do modra. Eosin Y je nejoblibenegjsi.




OH

OH

9o

Obrazek 6: Chemicka struktura hematoxylinu.
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Obrazek 7: Chemicka struktura eosinu Y.
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Termin ,specialni barveni” tradicne odkazoval na jakekoli jine barveni nez H&E.
Zahrnuje sirokou skalu metod, ktere lze pouzit k zobrazeni konkrétnich

tkanovych struktur, prvku nebo dokonce mikroorganismu neidentifikovanych
parvenim H&E.

Dalsi metody barveni vyuzivaji imunohistochemil nebo In situ hybridizacl
k lokalizaci specifickych proteind nebo sekvenci DNA/RNA. Tyto metody byly
nekady také zarazovany do skupiny ,speclalnino barveni. Nicmeéene se celkem

[1SI, pokud jde o0 metodu a ucel, a v soucasnosti se obvykle radi samostatne
do treti kategorie znamée jako ,pokrocila barveni'.
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Trebaze existuji doslova stovky specialnich barveni pro nejruznéjsi ucely, pouze
nekolik z nich se pouziva pravidelne v klinické histologil. Rozmanitost barveni
rovnez znamena, ze specialni pbarveni neni tak automatizované jako barveni
H&E. Ackoll mnohé vetsi laboratore vyuzivaji automatizované nastroje pro
pezne|si barveni, stale jeste je zde prostor pro rucni barveni. Slozitost nekterycnh
parveni take mluvi proti vyuziti automatizace.
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NEKTERE BEZNE DRUHY SPECIALNIHO BARVENI

Obrazky nize zachycuji nektere pezneé druhy specialnino barveni a jejich
VYUZIti.

Obrazek 8: Massonuv trichrom (kuze) Toto barveni je uréeno Kk pouZziti pri
histologickém pozorovani kKolagennich viaken pojivove tkane ve vzorcich tkane.
Vyuziva se k odliseni kolagenu a hladkého svalu u ndadoru a k detekci onemocnéni
nebo zmén pojivové/svalové tkané.




Obrazek 9: Modifikovane GMS barveni stribrem (vlevo: Pneumocystis, plice)
(vporavo: aspergillova infekce, plice). Modifikovane GMS barveni stribrem je urceno

K pouziti pri histologickem pozorovani plisni, bazalni membrany a nekterych
oportunistickych organismu, jako je napr. pneumocystis carinii ve vzorcich tkaneé.

Obrazek 10: Metoda barveni PAS (Periodic Acid Schiff) (ledviny). Barveni PAS se
pouziva prevazne pro barveni struktur obsahujicich vysokou Koncentraci
sacharidu, jako je napr. glykogen, glykoproteiny, proteoglykany obvykle zjisténé
v pojivovych tkdnich, sliznicich a v bazdlnich membrdandch. Casto se pouZiva
K barveni ledvinovych biopsli, jaternich biopsii, urcitych poruch ukladani
glykogenu v priche pruhovanéem svalstvu a pri podezreni na mykotickeé infekce.
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Obrazek 11: Perlsovo barveni pruskou (berlinskou) modri pro prukaz Zeleza (jatra).
Toto barvivo se pouziva Kk detekovani a identifikovani troomocneho (Fe3+) zeleza
v tkagnovych prepardatech, krevnich naterech nebo naterech Kkostni drene.
Minimalni mnozstvi troomocneho zeleza (hemosiderinu) se bezne vyskytuje
v kostni dreni ave sleziné. Abnormalni mnoZzstvi Zeleza muZe naznacovat
hemochromatozu a hemosiderozul.

Obrazek 12: Barveni dle Ziehl Neelsena (Acid Fast Bacillus, plice). Toto barveni se
pouziva k detekci a identifikaci acidorezistentnich tycinek ve tkani. Bacilli jsou
tycinkovitée bakterie. Hlavni funkci tohoto barveni je identifikovat tuberkulozu
v plicni tkani.




Obrazek 13: Alcianova modr (strevo). Barveni alcianovou modri se obvykle
pripravuje s pH 2,5 a pouzivad se k prukazu kyselych mukopolysacharidu a kyselych
mucinuy. Nadmérné mnozZstvi kyselych mukopolysacharidu se objevuje
vV mezoteliomech, urcité mnozstvi se bezne vyskytuje ve stenach cev, aQvsak zvysuje
se v pripade ranych aterosklerotickych lezi.

Obrazek 14: Alcianova modr a PAS (strevo) Barveni kombinujici vlastnosti
alcianove modri a metody PAS (Periodic Acid Schiff).

15 /17



Obrazek 15: Impregnace dle Gomoriho (modra) (podsliznicni vrstva). Trichromova
barviva se pouzivaji kK barveni a identifikaci svalovych viaken, kolagenu a jader.
[ze je pouzit ke kontrastovani kosterniho, srdecnhinho nebo hladkeho svalu.

s © N & s 7/

trichromem a kombinuje barveni plazmy (chromotrop 2R) a barveni pojivovych
tkani K zajisteni brilantnino kontrastniho obrazu.

\

Obrazek 16: Impregnace dle Gomoriho (zelenq) (podsliznicni vrstva). Trichromovad
barviva se pouzivaji kK barveni a identifikaci svalovych viaken, kolagenu a jader.
[ze je pouzit ke Kkontrastovani kosterniho, srdecniho nebo hladkeho svalu.
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trichromem a kKombinuje barveni plazmy (chromotrop 2R) a barveni pojivovych
tkani kK zajisteni brilantniho kontrastnino obrazu.
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NECO MALO O BARII

Spolecnhost Baria vznikla v roce 2002 a dodava produkty, material a pristroje
jak do klinickych laboratori, tak pro vyzkumné i prumyslové Ucely.

Od pocatku se zamerujeme predevsim na spickovou Kvalitu distribuovaneno
zbozi, které pochazi od prednich dodavatelu a odpovida poznatkum

soucasne veay.

Poskytujeme také odbornou podporu a servis, nasl zamestnanclk maji
dlouholete zkusenosti s praci v laboratori a zaroven jsou to ochotni liaeg, Kteri

vam radl s Cimkoliv pomohou.
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