SOS agropotravinarska a technicka,
Kusnierska brana 349/2, Kezmarok

LABORATORNA TECHNIKA

Specidlne histologické techniky

Parafinova technika, zmrazovacia technika a
Specidlne farbiace techniky

(Ucebny text)

Ing. Martina Lachova

Kliknutim zadate datum.

NARODNY PROJEKT

»Zlep3enie stredného odborného skolstva v PreSovskom samospravnom kraji“

EUROPSKA UNIA MINISTERSTVO ; WWPEE pReSOVSKY
-m o Wicove, 338 SrEracnrerocram B Scsmine

u y socialny fo ’ -~ KRAJ

Eurépsky fond regiondlneho rozvoja SLOVENSKE| REPUBLIKY : ! 2 LUDSKE ZDROJE "

. Tento projekt sa realizuje vdaka podpore z Eurdpskeho socidlneho fondu a Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja v ramei operaéného programu Ludské zdroje”



OBSAH

1 SPECIALNE HISTOLOGICKE TECHNIKY ...cooeieuruicniuncnssectssesssssessssssssssesesssssssssssssssesssnes 3
1.1  Parafinova technika .........coceveeueeiiiiiiiiiiicr e 3
0 O R 1 T - IR PSSO PRSP 3

11,2 PreMYVANIE c.uuiieeeceiiiee e ecitee e et e e e ettt e e et e e e e e bt e e e e eaeeeeeeansaeeeeenasteeesansaeeeeanseeeeennnens 5

1.1.3 Zalievanie vzorky do parafinU........ccceeiiiiiiieiiiiiiec e 5

1.1.4 Rezanie parafinovych BIOCKOV .......ccuuviiiiiiiiiiicee e 7

1.1.5 Vyrovndvanie a lepenie parafinovych rezkov........cccceeeevciiieiiciiei e 7

1.1.6  OdparafiNnOVani® FEZOV .......ccccuieeiiiiiiie ettt s e e et e e e erae e e e e saaae e e e eanees 8

1.1.7 Farbenie histologickych prepardtoVv.......cccccooiiiiiiiiiii e 8

1.1.8 Odvodnenie histologického prepardtu........cccccveeeiiiiiiee e 9

1.1.9 Vyjasnenie histologického prepardtu.......ccccceciieiiiiiiie s 9
1.1.10 Uzavieranie (montovanie) zafarbenych rezov.......cccccceeeevecieeeiciiieeecscieeeeeciiee e 10

1.2  Zmrazovacia techniKa.......cccccciiiiiiiiiiiiiiiiicirrrrr e 11
1.3 Specidlne Metddy farbenia.......ccceeeeeiiiiiiiiiirecrecrecr e seesaeessesssessessesresane 13
1.3.1 DOKAZ LUKOV ...ttt 13

ST AN D161 °¢: VA1 o Yol \VAT= (o] o =1 (o Lo 1V APPSR 14

1.3.3 Dobkaz zeleza Thurnbullovou moOdrou .........ccceeviieiiiniiiiieeeeeee e 15

2 BIBLIOGRAFIA ....cueiieitieirtiiirteiitteintieinteeieteasistseseresessteesisteasistsssetessistssserenssstsnssstsnsesennss 16




1 SPECIALNE HISTOLOGICKE TECHNIKY

Materidl, ktory sa spracovava v histologickom laboratériu, moze byt:

e Cerstvy, ziskany operativne zo Zivého zvierata — biopsia, napr. :
v’ probatérna” excizia - odobratie malého kuska tkaniva za diagnostickym ucelom,
v probatdrna punkcia — nabodnutie organu SirSou dutou ihlou nasadenou na striekacku, do
ktorej sa tahom piestu natiahnu malé ¢iastocky tkaniv,
v’ kyretdZ — zoSkrabnutd mala ¢iastocka tkaniva pomocou lyZi¢ky — kyrety,
e starsi, ziskany pitvou z uhynutého zvierata viac hodin po smrti — nekropsia.

I%} POSTUP ZISKAVANIA MATERIALU NA ZHOTOVENIE HISTOLOGICKYCH PREPARATOV
J

Vzorka sa odoberie ¢o najskdr po uhynuti zvierata.
Podla moznosti ma mat tvar kocky s hranou 5-10 mm.
Kocka sa musi rezat ostrym skalpelom alebo Ziletkou, vystrihnutim sa tkanivo
rozmliaga.
4. Tkanivo musi byt ihned fixované vlozenim do fixacnej tekutiny.
5. Tkanivo musi byt presne oznacené.

v" Vyplini sa sprievodny list (Ziadanka na histologické vySetrenie), na
ktorom sa udava odosielatel, naciondlie zvierata, klinickd diagndza,
datum odberu, fixacna tekutina, poZzadované vysetrenie.

v' Oznaéi sa nadobka s materidlom - zakladné udaje.

1.1 Parafinova technika

Pouziva sa vo vsetkych veterinarnych laboratdriach. Postup pripravy histologického preparatu
touto technikou mozno rozdelit na tieto Ukony: fixacia, premyvanie, zalievanie do parafinu, rezanie
montovanie na podlozné sklicko, farbenie a montovanie do kanadského balzamu, resp. umelych
silic.

1.1.1 Fixacia
Fixacia je rychle vyzrazanie (denaturacia) bielkovin protoplazmy buniek a tkaniv fixacnymi
prostriedkami, ktoré maju zabranit samovolnému rozkladu tkaniv (autolyze).

Autolyza je podmienend posobenim enzymov a vedie k hrubym zmendm protoplazmy, az k Uplnému
rozkladu buniek a tkaniv.




Fixaéné roztoky musia spifiat tri hlavné podmienky:

1. zachovat o najlepsie Strukturu tkaniva,
2. zachovat farbitelnost tkaniv,
3. rychle prenikat do tkaniv.

Fixacné prostriedky pouzivané na fixaciu su:
o fyzikdlne — menej rozsirené, pouziva sa teplo alebo rychle vysusenie tkaniva,
e chemické — najpouzivanejsie pre jednoduchu pripravu a fixaciu.

Metodika fixacie
Tkanivovy blocek sa vloZi do fixacnej tekutiny, pritom sa riadime niekolkymi pravidlami:
1. Tkanivovy blocek po odbere vloZzime do fixacnej tekutiny co najskor. Tkanivo sa musi fixovat
Uplne Cerstvé (obr. 1).
2. Tkanivovy blocek nesmie byt pilis velky (hribka nesmie presiahnut 1 cm). Ak sa maju fixovat
celé organy, fixa€nd tekutina sa vstrekne priamo do ciev.
3. Plosné organy (€reva, blany) sa pred vloZenim do fixacnej tekutiny napinaji na korkovu
(plastovu) platni¢ku pomocou Spendlikov.
4. Fixacné tekutiny musia byt v dostatocnom mnoiZstve, najmenej 10x viac, ako je objem
tkanivového blocku.
5. Fixa¢na tekutina musi mat zo vSetkych stran dostatocny pristup k tkanivovému blocku. Preto
tkaninovy bloc¢ek podkladame filtranym papierom.

Obr. 1 Fixovany tkanivovy blocek




Hlavné druhy fixacnych tekutin

Formalin (formol) je najcastejSie pouzivand fixatna tekutina. Vychodiskovou latkou na
pripravu formalinu je aldehyd kyseliny mravcej - formaldehyd. Je to bezfarebna tekutina, drazdivého
zapachu. Rychle prenikd do tkaniv, tkanivo sa po fom dobre farbi a dobre ho konzervuje.
Nevyhodou formalinu je, Ze dochadza k napucaniu tkaniv, bunkam doddva sklovity vzhlad.

Fixacna tekutina s kyselinou pikrovou - Bouinova [buenova] sa pouZiva na fixovanie vacésich
kiskov materidlu, do ktorého dobre prenika a pritom neposkodzuje Struktdru tkaniva, tkanivo sa po
fixacii dobre farbi. Nehodi sa na fixaciu prekrvenych organov (sleziny), lebo krv pésobenim Bouinovej
tekutiny hemolyzuje a zraza sa na tvrdu, tazko krajatelnd hmotu.

Fixacné tekutiny so sublimatom rychle prenikaju atkanivo sa po fixacii dobre farbi.
Nevyhodou je, Ze po fixacii vznikaju v tkanivach cCierne zafarbené zrazeniny, tzv. ,sublimatové
zrazeniny”, ktoré musia byt odstranené jodovou tinkturou alebo Lugolovym roztokom.

Susa je najpouzivanejsia fixacna tekutina.

Zenkerova tekutina sa pouziva na fixovanie kuskov tkaniv, ktoré maju hranu najviac 5 mm.

Fixacné tekutiny s alkoholom - etanol, ktory zle prenika, rozpusta lipidy a spbsobuje
zmrastenie tkaniv. Na druhej strane tkaniva chemicky nezmeni.

Oxid osmicely (OsQa4) je jednym z najlepsich fixacnych prostriedkov, ktory zvlast dobre
zachovadva Strukturu buniek. Nevyhodou je, Ze ide o drahy roztok, rychlo sa redukuje, ¢o sa prejavi
s¢ernenim roztoku.

1.1.2 Premyvanie

Premyvanie vzorky sa robi kvoli odstraneniu fixacnej tekutiny tak, Ze nechame vodu pomaly
tiect na rebrovy lievik. Medzi jeho rebrami odteka premyvacia tekutina z flase.

e Vzorky fixované formalinom sa premyvaju 2 — 4 hodiny pod tecicou vodou.

e Po pouiiti Zenkerovej tekutiny treba vzorku premyvat 24 hodin.

e Vzorky fixované Bouinovou tekutinou sa premyvaju 24 hodin a viac, v troch kipeloch s 80%
alkoholom s pridanim niekolkych kvapiek koncentrovaného roztoku uhli¢itanu litneho.

e Po pouziti roztoku Susa sa na premyvanie pouziva 90% alkohol a premyvanie trva 12 — 24
hodin.

1.1.3 Zalievanie vzorky do parafinu

Princip zalievania do parafinu spociva v presycovani odvodneného tkaniva zohriatym
parafinom pri teplote 56 — 58°C. Parafin vyplni vSetky mikroskopické Strbiny v tkanive, takze sa
tkanivo da krajat v tenkych rezoch s hrdbkou niekolko tisic mm.

VVyhodou je jej jednoduchost a rychlost. Parafin je dostupny a pomerne lacny.
Nevyhodou je isté zvrastenie pri odvodiovani a presycovani tkaniv parafinom pri pomerne vysokej
teplote.




I%D POSTUP ZALIEVANIA VZORKY DO PARAFINU
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Odvodnenie vzorky.
Presytenie vzorky tekutinou rozpustajucou parafin.
Presytenie vzorky parafinom.
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Vlastné zalievanie do parafinu (obr. 2).
v" Tkanivo je vloZzené do kovovej formy (obr. 2a), zaliate teplym tekutym
parafinom (obr. 2b).
v Vychladne — parafinové blo¢ky (obr. 2c).

b) c)

Obr. 2 a) vloZenie tkaniva do kovovej formy, b) zaliatie tkaniva tekutym parafinom,
c) vychladené parafinové blocky




1.1.4 Rezanie parafinovych blockov

V sucasnosti sa pouzivaju na krajanie tkanivovych blockov elektronické mikrotomy (obr. 3).
Vzorky sU narezané a umiestnené na sklo.

Vyhody a nevyhody parafinovych rezov su:

v' pomerne tenké rezy, ktoré mézeme farbit takmer vietkymi metédami,

uchovavanie nakrdajanych rezov na skli¢ku a zvysky tkaniv zaliate v parafinovom bloku,
neobmedzend dobu moznost kedykolvek nakrajat dalsie rezy a doplnit farbenie,
alkoholova rada a zaliatie do parafinu ni¢i enzymy a sp6sobuje vyluhovanie tukov,

AN N NN

odvodriovanim méze dojst k usmrteniu tkaniva.

a) b)

Obr. 3 a, b) Rezanie parafinovych blockov elektronickym mikrotémom

1.1.5 Vyrovnavanie a lepenie parafinovych rezkov

Rezy sa vyrovnavaju bud’
e Na ohrievanej platnicke (piecka pre histolégiu)

Na podloZznom sklicku rovnomerne rozotrieme zmes bielka s glycerolom. Do stredu skli¢ka
nanesieme skalpelom parafinovy rez a podlejeme malym mnozZstvom destilovanej vody tak, aby
zhora ostal suchy. Potom podlozné sklicko poloZzime na piecku vyhriatu na 40-45°C. Vyrovndvanie
rezu urychlime pomocou preparacnych ihiel. Destilovanu vodu zlejeme, podlozné sklicko oznacime
a uloZime ho na noc do termostatu vyhriateho na 37°C. Za tento ¢&as sa zvySok vody odpari a rez sa
prichyti na podloZzné sklicko.




e Vteplejvode

Parafinové rezy sa vyrovndvaju na hladine destilovanej vody teplej 40°C vo vysokej Petriho miske
alebo sklenenej Skatuli (obr. 4). Podlozné sklicko natreté zmesou bielka s glycerolom scasti
ponorime pod pldvajuci rez, preparacnou ihlou ho prichytime a vytiahneme z vody. Nechame
odkvapkat a ulozime cez noc do termostatu.

a) b)

Obr. 4 a, b) Vyrovndvanie parafinovych rezkov v teplej vode

1.1.6 Odparafinovanie rezov

Aby tkanivo prijalo vodné roztoky farbiv, musi sa z neho odstranit parafin. Preparaty sa
vkladaju do sklenych kyviet s drazkami. Najprv sa ponoria do xylénu, potom do zostupného radu
etanolu (96, 90 a 70%) a napokon do destilovanej vody.

1.1.7 Farbenie histologickych preparatov

PretoZe nezafarbené histologické preparaty sa daju hodnotit iba mikroskopom s fazovym
kontrastom, treba preparaty na bezné mikroskopovanie farbit (obr. 5).

Farbiva pouzivané v histoldgii rozdelujeme na:

e zasadité (bazické) jadrové, ktorymi sa farbia jadra buniek. NajcastejSie pouZivané zasadité
farbivo je hematoxylin. Bunkové Struktury, ktoré sa farbia zdsaditymi farbivami, oznacujeme
ako bazofilné,

e kyslé farbiva (plazmatické) farbia cytoplazmu. Najzndmejsie kyslé farbivo je eozin. Bunkové
Struktury, ktoré zafarbia kyslymi farbivami nazyvame eozinofilné.
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O netrofilii sa hovori vtedy, ked sa bunkova Struktira vébec nezafarbi, alebo sa slabo zafarbi

obidvoma typmi farbiv.

Rozoznavame dva typy farbenia:
priehladné, ktoré slizZi na zobrazenie vietkych zloZiek tkaniva,

vysledok farbenia: jadra buniek s tmavomodré,
erytrocyty s oranZové,
svalovina je Cerveng,
ostatné zlozky su ruzové,
selektivne, ktoré sa pouziva na rozliSenie niektorych sucasti tkaniv,

[}
vysledok farbenia: jadra buniek su cervenohnené,

kolagén je cerveny,

Obr. 5 Farbenie histologickych prepardtov

1.1.8 Odvodnenie histologického preparatu
Odvodnenie je predpoklad pre zhotovenie dokonalého trvalého preparatu. Odvodnuje sa vo

vzostupnom rade etanolu (80 a 96%).

1.1.9 Vyjasnenie histologického preparatu

Robi sa v dvoch kupeloch karboxylénu a dvoch kupeloch xylénu.
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1.1.10 Uzavieranie (montovanie) zafarbenych rezov

Na uzavieranie su vhodné len tie rezy, ktoré po vyjasneni neobsahuju zakalené miesta.
Zakalené miesta treba odstranit dalSim odvodnenim v 96% alkohole.

Zafarbené rezy montujeme medzi podlozné akrycie sklicko do wuzavierajuceho
(montovacieho) média, ktoré musi byt dokonalé priehladné, nesmie poskodzovat zafarbenie tkaniva
a musi mat vysoky index lomu.

Latky pouZivané na montovanie sa delia na 2 skupiny:
o |atky, ktoré sa nemieSaju s vodou, ale su rozpustné v xyléne — kanadsky balzam (Zivica
z kanadskej jedle), husty cédrovy olej, syntetické Zivice,
e |atky, ktoré sa nemiesaju s vodou — glycerin, glycerinova Zelatina, sirup z arabskej gumy.

c%; POSTUP MONTOVANIA
J

Sklicko vytiahneme z kyvety so xylénom.

Xylén okolo zafarbeného rezu na spodnej strane utrieme.

Na rez ddme kvapku kanadského balzamu a pinzetou priloZzime krycie skli¢ko.
Balzam vytlaceny krycim sklickom utrieme handrickou namocenou v xyléne.
Hotovy preparat vloZzime na 2 dni do susiarne vyhriatej na 40°C.

o vk wnNPE

Ak pouzijeme glycerin, glycerinovu Zelatinu alebo sirup z arabskej gumy, zafarbeny
preparat netreba odvodrovat a vyjasriovat (obr. 6).

Obr. 6 Montovanie histologického prepardtu do kanadského balzamu
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1. Aky material sa mo6ze spracovdvat v histologickom laboratériu?

2. Vymenuijte, aké pravidla musite dodrziavat pri fixacii tkaniva.
3. Opiste postup zalievania tkanivového blo¢ku do parafinu.

4. Vymenujte spdsoby vyrovnavania parafinovych rezkov.

5

Aké farbiva pouzivame v histologii?

1.2 Zmrazovacia technika

PouZiva sa na rychlu histologicku diagnostiku a pri rezani tkaniv, ktoré nezndsaju zaliatie do
parafinu (napr. dbkaz lipidov). Uplatiiuje sa aj pri stanoveni rychlej diagndézy pocas priebehu
operdcie - peroperacna diagnoza.

a%» POSTUP
J

1. Zmrazené tkanivové blocky sa rezu po fixacii (ako pri parafinovej technike).

Po fixacii sa premyvaju pod teclicou vodou.
Blocky sa presycuju zmesou 1 diel glycerolu a4 diely vody (1:4) — lepSia
konzistencia tkaniva.

4. Zmrazené blocky sa rezi na zmrazovacom mikrotéme (obr. 7) so zmrazovacim
zariadenim.

5. Pri rezani poloZime na stolik mikrotdmu kusok filtraéného papiera a kvapneme
nan niekolko kvapiek vody.

6. PoloZime tkanivovy bloc¢ek a prstom pritlac¢ime k podlozke.
Prerusovanym vypustanim CO; zmrazime cely blocek, atym ho pripevnime
k stoliku.

8. Blocky musia byt dokonalé zmrazené, inac sa miagaju alebo lamu.

9. Stolik zdvihneme na Uroven ostria noZza a mikrometrickou skrutkou nastavime
hrubku rezu a rezeme.

10. Pri rezani udrziavame spravnu konzistenciu obéasnym vypuastanim CO,.

11. Rezy zachytené na noizi sa prenasaju do Petriho misky s vodou, aby sa vyrovnali.

12. Ak je rez krehky, spraciva sa aZ po nalepeni na podlozné sklicko Zelatinou.

11




Obr. 7 Mikrotéom

POSTUP PRI PRIPRAVE ZELATINOVEHO ROZTOKU

Zelatinu rozpustime v 100 cm? teplej destilovanej vody.

Priddme rozslahany vajeény bielok a 10 cm3® 5% kyseliny karbolovej na
konzervovanie.

Ochladime, ¢im vznikne rosolovitd masa, ktord uchovavame v chladnicke.
Pripravime roztok na lepenie: 10 g roztoku rozpustime v 100 cm3 teplej
destilovanej vody. Teplota zriedeného roztoku na lepenie nema prekrocit 37°C.

POSTUP PRI LEPEN(
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Rez prenesieme z destilovanej vody pomocou podloZzného sklicka alebo skalpela
do vlazného roztoku zriedenej Zelatiny.

Rez sa prenesie zo Zelatiny na podloZzné sklicko a preparacnou ihlou sa vyrovna.
Prebytocény roztok Zelatiny odsajeme filtraénym papierom.

Zelatinovy povlak sa nechd 1 hodinu stvrdnut v nddobe parami formalinu.
Napokon na 3 — 5 minut vzorku ponorime do 10% formalinu.




Farbenie:

v' postupné prendasanie do roztokov farbiv v miskach alebo hodinovych skli¢kach,

v rezy nalepené na podloZznom sklicku farbime v histologickych kyvetach,

v" pri montovani rezov do kanadského balzamu (ako pri parafinovej technike), vzorku odvodnime
a vyjasnime.

1.3 Specidlne metddy farbenia

PouZivaji sa na demonstraciu réznych latok / antigénov — HISTOCHEMIA,
IMUNOHISTOCHEMIA.

1.3.1 Dokaz tukov

Tkanivo, v ktorom mame dokazat tuky, nesmie prist do styku s rozpustadlami tukov. Preto
ho zalievame do parafinu a blocek rezeme na zmrazovacom mikrotéme. Zafarbené rezy sa zalievaju
do glycerolovej zZelatiny, ktoru pripravime takto:

v’ 7gtzv. zlatej Zelatiny nechdme 1 hod. napucat v 40 cm? destilovanej vody,

v priddme 50g bezvodého glycerolu s mernou hmotnostou 1,25 a 0,5 cm?kyseliny
karbolovej,

v’ pri stdlom mie3ani vo vodnom kupeli zohrievame 15 minut,

v’ teplé prefiltrujeme a nechame vychladnat.

Farbenie Sudanom lll

Potreby: - roztok farbiva Sudan Il (priprava: 0,3 g Sudanu Il rozpustime v 100 cm? horiceho 70%
alkoholu, pretrepeme, ddme do termostatu pri T 58°C, nechame vychladnut a prefiltrujeme),

- destilovana voda,

- Mayerov hematoxylin,

- histologické kyvety na farbenie.

a%y POSTUP
J

Rezy farbime roztokom Sudanu Il 30 — 60 minut.

Dvakrat opldchneme v destilovanej vode.
Jadrd odfarbime Mayerovym hematoxylinom 3 — 5 minut.
Rezy prenesieme do pramenistej vody na 10 minut a nechame ich zmodriet.

i s e

Rezy montujeme do uzavieracieho média mieSajuceho sa s vodou.




Hodnotenie:
Jadra buniek modré.

1.3.2 Doékaz polysacharidov

Medzi polysacharidy zaradujeme glykogén, mukopolysacharidy v Zalido¢nom hliene,
glykoproteiny zo slinnych Zliaz, glykolipidy z mozgového tkaniva.

Reakcia PAS
Podstatou je oxiddacia polysacharidov, pri ktorej vznikaju aldehydy reagujuce so Schiffovou
reagenciou tak, Ze sa zafarbia na fialovocerveno.

Potreby: - Schiffova reagencia — kyselina fuksinsiri¢ita (1g bazického fuksinu rozpustime v 200 cm3
vriacej destilovanej vode, 5 minut trepeme a ochladime na 50°C, priddme 20 cm3 odmeraného
roztoku ¢(HCI) = 1 mol.I"* vytemperovaného na 25°C, na koniec priddme 1g pyrosiri¢itanu sodného
alebo draselného a roztok nechame 14 — 24 hodin stat v uzavretej nadobe),

v" nadruhy deri priddme 1 — 2g aktivneho uhlia a trepeme 1 mindtu,

v prefiltrujeme, ziskame Ciry filtrat, ktory uchovdvame v tme pri teplote 0 aZ 4°C,

v pred pouZitim na reakciu sa filtrat necha zohriat na laboratérnu teplotu, ak
zruzovie — neda sa pouzit.

q%» POSTUP
J

1. Rezy zbavené parafinu prenesieme na 10 minut do 0,5 — 1% roztoku kyseliny

jodiste;.

3x opldchneme v destilovanej vode.

Nechame 25 minut pbsobit Schiffovu reagenciu.

Rezy premyvame pod teclcou vodou 30 minut.
Dofarbime 0,1 — 1% roztokom svetlej zelene 1 — 5 minut.
Oplachneme destilovanou vodou.

No bk wnN

Odvodnime, prejasnime a rezy montujeme do kanadského balzamu.

Hodnotenie: Mucin, bazalne membrany a iné polysacharidové zlozky sa farbia na ¢erveno.
Ostatné tkaniva na zeleno.

|14
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1.3.3 Dokaz zZeleza Thurnbullovou modrou

Zistujeme pritomnost Fe v tkanive. Pri praci sa nesmu pozivat Zelezné nastroje a roztoky
nesmu obsahovat stopy Fe.
Potreby: - ferrikyanid draselny (priprava: zmieSame rovnaké diely 1% HCl a 20% ferrikyanidu
draselného),
- jadrova Cerven (priprava: v 100 cm?® horuceho 5% roztoku siranu hlinitého rozpustime
0,1g jadrovej Cervene, ochladime a prefiltrujeme),
- destilovana voda,
- 10% sirnik amoénny,
- histologické kyvety.
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1. Rezy zbavené parafinu prenesieme na 1 — 24 hodin do 10% sirniku

amonneho.
Oplachneme v niekolkych kvapkach destilovanej vody.
Ponorime do éerstvo pripraveného roztoku ferrikyanidu draselného na 20 —
25 minat.

4. Oplachneme 2x v destilovanej vode a potom premyvame 10 minat pod
tecucou vodou.

5. Jadra dofarbime jadrovou ¢erveniou 5 — 7 minut.
Preparat odvodnime, prejasnime a zamontujeme do kanadského balzamu.

Hodnotenie: Hemosiderin sa farbi na modro.
Jadra na Cerveno.
Plazma na ruzovo.

H@F@ OTAZKY

' 1. Opiste pripravu histologického prepardtu zmrazovacou technikou.

2. Vymenujte Specialne metddy farbenia.
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