Histologicke techniky
v rostlinne embryoloqii
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Histologie

e puvod nazvu = z rectiny:
histos = tkan
logos = slovo, nauka

 je vedni disciplina, ktera se zabyva studiem
mikroskopicke stavby zivocisnych tkani a rostlinnych
pletiv

* pouziva specialni techniky pfipravy preparatu a
mikroskop



Fixace

rozkladneé autolytické procesy zacCinaji prakticky ihned
po smrti bunék a nenavratné nici jejich puvodni strukturu

prekonavaji se fixaci

prvni znalosti o fixaci zivocCisnych tkani (samozrejme ne
pro mikroskopii) pochazeji jiz z dob Hippokratovych -
pouzival slou€enin rtuti, byly znamy i fixacni ucinky
alkoholu

rozvoj fixace v pol. 19. stoleti hlavné s rozvojem
kozedélného prumyslu (rizné slouceniny, napf. kyselina
octova, alkohol, kyselina chromova, kyselina pikrova)

zadna metoda vsak nebyla jednoznacne optimalni



Fixace

zachovani bunek a pletiv ve stavu co nejblizSimu k
Zivému stavu

snizeni strukturalnich zmén a zmén chemickeého
slozeni

strukturalni proteiny a jiné slouceniny se musi zmenit
na nerozpustné ve vsSech reagenciich, se kterymi
pfijdou v prubéhu celého procesu do styku

perfektni fixace = jen teoreticka



Fixace

chemicka

— fixativa koagulujici - koagulace
cytoplazmatickych proteinu nici strukturu
organel (napf. mitochondrie)

— fixativa nekoagulujici - zachovavaji organely
(pro EM)



Jednotliva fixacni ¢inidla



Etanol (metanol, aceton)

odstranuji vodu z bilkovin - Stépi vodikové mustky a
poskozuji tercialni strukturu = denaturace bilkovin

rozpustné proteiny = koagulované - poskozeni membran
NK - nevysrazené, zustavaji rozpustné
nepronika rychle, zpusobuje objemové zmensovani

v 96% ethanolu material kiehne a tvrdne



Kyselina octova

pronika rychle

koaguluje jaderny chromatin, ale plazmaticke struktury
posSkozuje, mechanismus fixace je nejasny

pletiva zustavaji mékka - pouziti pro karyologicka studia

nekdy je nahrazovana vyssim homologem = kyselinou
propionovou, ktera nema tak negativni uCinky na
cytoplazmu

96% pfi 16,6°C ,mrzne“ na hmotu podobnou ledu = jeji
trivialni nazev ,ledova kyselina octova®



Kyselina pikrova = trinitrofenol

zlute jehlicovité krystaly - rozpustné ve vode a alkoholu
v suchém stavu = tfaskavina (uchovava se pod vodou)
koagulace proteinu je zpusobena tvorbou soli - pikratu

pikraty jsou rozpustne ve vodeé - oplachovani se musi
provadet alkoholem a ne vodou!

dobre pronika do pletiv a zlepsuje jejich barvitelnost



Formaldehyd

1859 syntetizoval chemik Alexandr Butlerov

o 8 let pozdéeji jej Hoffman potvrdil jeho definitivni
chemickou strukturu

vzhledem ke slozitosti syntézy jej histologové tézko uzivali
pred temito objevy

jiz koncem 19. stoleti Luis Pasteur fixoval formaldehydem
mozky lidi postizenych vzteklinou

1895 Ottuv naucny slovnik piSe o uziti formaldehydu
v mikroskopii jako o nove metode.



Formaldehyd

je plyn s bodem varu -21°C
pouziva se jako
— vodny roztok plynu (37- 40%) formalin nebo
— pevny polymer - paraformaldehyd

béhem skladovani se zhorsSuje kvalita formalinu vlivem
tzv. Canizariho reakce, kdy vznika kyselina mravenci =
prudke snizovani pH

po primarni vazbé na ruzné funkéni skupiny se vytvareji
krizove vazby (,kroslinky®) - dochazi k zesitovani
molekul proteinu = nekoagulacni fixace



Glutaraldehyd
Owo

bezbarva kapalina stiplaveho zapachu

je toxicky a zpusobuje vazné podrazdéni oCi, nosu, krku
a plic, bolesti hlavy, ospalost a zavrate — pracovat v
digestori, dodrzovat zasady prace s toxickymi latkami!

pouziva se samostatné nebo ve smési s formaldehydem

zesitovani bilkovin pletiva po fixazi GA je mnohem
pevnéjsi - zpusobuje vétsi tvrdost pletiv



Kyselina chromova

CrO,
koaguluje hrube proteiny a NK

dobre fixuje jadro, chromozémy fixuje vyborné -
chemismus reakce neni dobre znamy

zlepsuje barvitelnost struktur

musi byt dlouhodobé propirana po fixazi tekouci vodou
24 - 48 hod.), aby se nevytvofil nerozpustny zeleny
hydroxid chromity



Oxid osmicely

OsO,

vysoce toxicky, nutno dodrzovat bezpecnostni
pravidla

pouziva se jako postfixace po aldehydovych fixacich
pri zalévani do pryskyrice



Obecny postup klasickeé histologické
metody (parafinova metoda)

» odbeér materialu

 fixace vzorku

« dehydratace

e prosyceni rozpoustédlem parafinu
e prosyceni parafinem

« zaliti do parafinu

* Ffezani a lepeni parafinovych fezu
« odparafinovani fezu

* barveni fezu

« montaz (uzavirani) fezu



Odbeéer materialu

rychly
pokud je nutna preparace — radgji jiz ve fixazi

velikost vzorku pfimérena — pro rychly prunik fixaze
do celého objektu

volba segmentu podle planovaného studia



Fixacni smeési — FAA (FPA)

formaldehyde-acetic (propionic) acid — aethylalcohol

* 50% nebo 70% ethanol 90 ml
» ledova kyselina octova 5 mi
« 37 —40% formaldehyd 5 mi
stala

rychle pronika

vhodna pro studium anatomickeé stavby



Carnoyova fixaz
ethanol — chloroform - octova

* 100% (96%) ethanol 60 ml
 chloroform 30 ml
* kyselina octova 10 ml

pronika rychle - fixuje dobfe chromatinove struktury

pouziti v cytologickych studiich — napr. pro sledovani
jaderneho deleni pri vyvoji pylu nebo zarodecneho vaku



Navasinova fixaz a CRAF

* 1% CrO; (kyselina chromova) 75 ml
» ledova kyselina octova 5 mli
« formaldehyd 37 —40% 20 m|

vhodna pro mladé organy
nutnost dlouhého vypirani v tekouci vode

Sergej Gavrilovi¢ Navasin (*14.12.1857 - 110.11.1930), rusky botanik.
Pasobil jako profesor univerzity v Kyjevé, byl ¢len korespondent (od roku 1901),
akademik Akademie véd v Rusku (od roku 1918) a Akademie véd v Ukrajiné (od
roku 1924). Zabyval se cytologii.

V roce 1898 objevil princip dvojitého oplozeni vyssich rostlin.



Chromoveé fixaze
(Sass 1951)

Podle: Lux et al. 2002 .. CRAF
Navasin

I [l 1 vV | V
1% kyselina
chromova 75 20 20 30 40 50
1% kyselina octova 75
10% kyselina octova 10 20 30 35
ledova kyselina
octova 5
formaldehyd 37-40% 20 5 5 10 10 15
destilovana voda 65 42 20




Volba fixazi po

dle organu

Lux et al. 2002

Stonkové a korenové apexy, pupeny bylin

Navasin, CRAF I, Il, lll

Listové pupeny drevin FAA, FPA

Mladé stonky a kofeny CRAF II, 1l

Dfevnaté stonky a korfeny CRAF IV, V, FAA, FPA
Mladé, jemné listy CRAF II, 1l

Starsi listy FAA, FPA

Duznaté listy sukulentt CRAF I

Kvétni poupata

FAA, FPA, CRAF 1l

TycCinky CARNOY, CRAF lil, FAA
Semeniky CARNOY, CRAF I
Embrya CRAF 1l

Mladé plody CRAF lll, FAA, FPA

Starsi plody

CRAF lll, FAA, FPA




Fixace vzorku 2011

prasniky a pestiky z poupat lilie Lilium hybr.
délka poupat: 9, 6 a 5 cm
fixace FAA (s 50% EtOH) 88 hod.

oplach 50% EtOH 2 x 30 min
dehydratace butanolovou radou
prosyceni Paraplast Plus®

zaliti Paraplast Plus®



Dehydratace

 behem dehydratace dochazi Casto k nejvyraznejsim
objemovym zménam a deformaci objektu

« postupné odvodnovaci fady - prevadénim objektu sérii
roztoku s rostouci koncentraci organickych rozpoustédel
dojde k postupnému odstraneni vody v objektu

« odvodnovaci rady:
* etanolova
 butanolova

e acetonova

http://kfrserver.natur.cuni.cz/cz/edu/mikro/prep/tprep.htm



Dehydratace etanolovou radou

stupen % etanolu ve vodném
roztoku zaGatkem rady je stupern s koncentraci
I 30% vody odpovidajici koncentraci vody v
pouzité fixazi (napr. po FAA s 50%
' 50% etanolu zaciname od kroku II)
" 70% doba pobytu objektu v jednotlivych
krocich zavisi na charakteru a velikosti
bjektc
" 90% objektl
96 %
v ° mladé malé objekty 1-2 hodiny
Vi 100% kompaktn&jsi a v&tsi objekty a2 24hod.
VII 100%
Vil 100%

nutno pouzit intermédium = xylen



Dehydratace butanolovou radou

stupen % EtOH % ButOH % vody butanol je, narozdil od etanolu,
rozpoustédlem parafinu

| 20 10 70
| 25 15 60
I 30 25 45 po FAA s 50% etanolem zaciname
dehydrataci od kroku Il
Y 30 40 30
Vv 25 55 20
Vi 20 70 10
Vil 15 85 0

Vil 0 100 0



Zalévani do médii - historie

zalévacimi médii v histologii byly rizné materialy, napf.
mydlo, celoidin, rizné druhy pryskyfice a vosk

za autora techniky zalévani do parafinu je povazovan
Edwin Klebs, vynikajici patolog a metodologicky
prukopnik, pusobici v Praze, Curychu a v Chicagu

1869 popsal tuto metodu, ktera spocCivala v odvodneni
tkane alkoholem, nasledném vysuseni a pak obaleni ve
vosku na zpusob jakéhosi plasté, tkan ale jesté nebyla
voskem prosycena

postupné se metody stale zlepsovaly



Infiltrace a zaliti do média

homogenni prosyceni celého objemu objektu zalévacim
mediem — postupne a pomale

— laboratorni teplota

— 40°C

— teplota tani parafinu

podminkou uspesneho zaliti je uplné odstraneni
rozpoustedel



dehydratace Braune et al. 1982

prevadéni do parafinu
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Krajeni parafinovych rezu

rozdéleni na bloCky

lepeni blocku na spalik
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Krajeni rezu
vyvoj krajecich pfistroju (J.E. Purkyném nazvanych
mikrotomy) nastal ve druhé poloviné 19. stol.

prvnim mikrotomem byla dobre nabrousena britva -
v jedné ruce se drzel bloCek, pro bezpecnost zanoreny
napr. do korkove zatky, a v druhé ruce britva

rucni mikrotomy se posléze zdokonalily v mikrotomy
strojove, ktere snadno a rychle kraji kvalitni a celistve
rezy

podle konstrukce a ucelu pouziti se mikrotomy deli na:
— sankove

— rotacéni



Rucni mikrotom




Mikrotomy strojové

sankovy mikrotom Reichert rotacni mikrotom Leitz



Priprava blocku ke krajeni

r o O
o lelala -
olola|s|™ -
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déleni bloku izolovany pritaveni blocku trimovani
parafinu bloCek parafinu na bloCku

parafinu dreveny spalik parafinu



Lepeni rezu

1890 — Mayer: glycerol — bilek + fenol (thymol)
chromova zelatina (,gelatin and chrome alum®)
poly-L-lysin

podlozni skla SuperFrost Ultra Plus® - neni nutno
pouzivat adheziva

suseni na teplé ploténce



Barveni histologickeé
a histochemicke

Pojmy:
barva

barvivo
barveni



Barva

barva - vjem svétla podle jeho kvality (A)

purpurova 700 nm
cervena 650 Nnm
oranzova 600 nm
Zluta 550 nm
zelena 500 nm
modra 450 nm
flalova 400 nm

prachodem svétla pres barevné preparaty dochazi k absorpci svétla
komplementarni barvy



Teorie barevnosti

1. chromoforova: chromofor — ma charakteristické
usporadani atomu, které je zodpovédné za absorpci
svetla v urCité Casti spektra, auxochrom — cast molekuly,
ktera zodpovida za vazbu na substrat

a) kyselé radikaly: -OH, -COOH, -SO;H  anionicka
barviva

b) bazicke radikaly: -NH, kationicka barviva
2. chinoidni struktury

3. m—el. paru



Barvivo

ne vSechny barevné slouceniny mohou byt barvivem

barvivo = barevna sloucenina, ktera muze byt navazana
na substrat

barvivo histologické - barvi ruzné slozky pletiv

histochemicke barveni - barvici proces je vysoce
specificky, chemicky definovany



Kriteria déleni barviv

rozpustnost rozpustna ve vode, v etanolu
zpusob aplikace

barva cerven, modr, zlut, zelen, hned, Ccern
chemicka struktura

typy chromoforti

puvod (pfirodni, synteticka)



Déleni barviv podle puvodu
e prirodni
karmin - Cervec nopalovy
orcein - liSejniky (Lecanora, Roccella)

hematoxylin - dfevo kampesSky (Hematoxylon
campechianum)

brasilin - dfevo druhu rodu Caesalpinia (Caesalpinia
sappan, C. brasiliensis)

indigo - Indigofera tinctoria, Isatis tinctoria
juglon - listy, kofeny, kura (Juglandaceae)

* synteticka



Karmin

Kyselina karminova Dactylopius coccus

Wikipedia



Orcein

HO

OH
H,N ®

archil, orchil, lacmus, litmus a C.l. Natural Red 28,
potravinarské barvivo E 121



Hematoxylin a hematein

OH OH
[ 1) [ L)
HO HO
OH O
HO OH HO OH
hematoxylin - slouCenina tmave barvi teprve jeho oxidovana
modrofialové barvy ze dreva forma = hematein

Haematoxylon campechianum

|ze barvit regresivni i
Pouziva se s moridly - nejcasteji progresivni metodou — zalezi
3 3 v . v
Fe°* nebo APP* na formé aplikace mofridla




Podélny parafinovy rez semenem snézenky
Galanthus nivalis L.

embryo
suspenzor
osemeni
(testa) endosperm
regresivni barveni Heidenheinovym zelezitym hematoxylinem (Fe3+ jako

moridlo, optimalni diferenciace = v jadech bunék embrya i endospermu jsou
patrna tmaveéji zbarvena jadérka (modré Sipky)



@ELELEE
1};[ Indigofera tinctoria
Indigofera sumatrana
. Isatis tinctoria
)
ool dnes jiz vyrabéné

synteticky

pro vlastni barveni fezu se nepouziva, ale v histochemii jsou
Casto pouzivany tzv. indigogenni metody, pfri kterych je indigo
vyslednym produktem reakce



Indigogenni metoda

1. krok = stépeni substratu
enzymem
\ 2. krok = dimerace a oxidace
W R4 . .
kryostatovy Fez listem tabaku i na indigo
po inkubaci v médiu se substratem
tloustka fezu 30pm

detekce aktivity B-glukosidasy: substratem pro enzym je
9-bromo-4-chloro-3-indoxyl--D-glukopyranosid



Indigogenni metoda histochemickeé
lokalizace aktivity p-glukosidasy Zm-p60.1

inkubace celé rostlinky, kultivace 28 DAS na MS s t-Z

transgenni tabak se Zm-p60.1 netransgenni kontrola

substrat:

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glukopyranosid Chmelik et al. 2010



Déleni barviv podle chromoforu

nitrobarviva (trinitrofenol)  -NO,

azobarviva (oranz G, Bismarkova hned, Sudan IV, Fast Blue B...)
-N=N-

fenylmetanova barviva = arylmetanova (p-rosanilin, fuchsin,
Magenta, gencianova violet, Fast green)

chinolinova barviva (indofenol, aziny)

xanthenova barviva (fluorescein, eosin, Giemza = azureosinat,
rhodamin)

ftalocyaninova (alcianova modr)



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

Barveni in toto
barveni celych objektu pred zalitim a krajenim fezu

Barveni fezu
fezy volné (,free floating sections®)
rezy prilepené na podloznim skle



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

« Barveni progresivni: barvime do zadané intenzity
zbarveni

« Barveni regresivni: preparat prebarvujeme a pak
postupné odbarvujeme (diferencujeme), podle afinity
struktur k barvivu se nékteré odbarvi zcela, jiné ztustanou
zbarvené (Heidenheinuv zelezity hematoxylin, safranin)



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

e barveni ortochromaticke: pletivo se barvi toutéz barvou
jako ma barvivo

* barveni metachromatickée: jednim barvivem se nekteré
struktury barvi jinym tonem nez ostatni (Stains - all)



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

* barveni simultanni: smeés barviv v jednom roztoku,
slozky nesmeji spolu reagovat — Alexander 1969

* barveni sukcedanni (sukcesivni): dve barviva po sobé,
doplnuji se barevné tony, kazde barvivo barvi jiné
struktury

= alcianova modr - prava jaderna Cerven
» safranin - Fast Green

» bazicky fuchsin — pikroindigo- karmin /Cajal -
Brozkova metoda/



Podvojne sukcesivni barveni

alcianova modr — prava jaderna Cerven

Podélny parafinovy fez semenem Capsella bursa-pastoris
srdCité embryo a jaderny endosperm, v blizkosti suspenzoru jiz

patrny pocCatek celularizace endospermu
tloustka fezu 6 um



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

* barveni substantivni: barveni samotnym barvivem
ve vodném nebo etanolovém roztoku

« barveni adjektivni: pouziti mofridel (soli kovu = kamence,
tanin)

— barveni adjektivni pfimé = smés barviva a mofidla (Ehrlichayv,
Mayeruv, Delafielduv hematoxylin)

— barveni adjektivhi neprimé = nejprve rezy morime a pak barvime
(Heideheinuv zelezity hematoxylin)




DAPI = 4',6-diamidino-2-fenylindol

NH

HN
NH,

A
k

NH

fluorescencni barvivo, které se silné vaze na DNA
muze prochazet pfes intaktni membrany (= je toxické a mutagenni) -
muze byt pouzito pro barveni zivych i fixovanych bunék

Casto se pouziva pro barveni jader, detekci mykoplazmat a virové DNA
v buneécnych kulturach



Montaz rezu

e nabarvené rezy je jeste potreba zakonzervovat na
podloznim skle - fikame ,zamontovat”

« 1844 - J.E. Purkyneé roku a jeho zak Oschatz popsali
svoji metodu montovani tak, ze nabarveny rez proste
potreli lakem. Uzivali tzv. kopalovou pryskyrici, ziskanou
z tropickych stromu, ale znali jiz i kanadsky balzam.
Jejich preparaty z té doby jsou stale v dobrém stavu.

« kanadsky balzam se uziva dodnes, ale pouzivaji se i
syntetickeé pryskyrice



Odkazy na zajimaveé stranky

http://www.bristol.ac.uk/vetpath/cpl/histmeth.htm

protokoly imunohistochemie
http://www.ihcworld.com/antibody staining.htm

protokoly barveni pro pletiva zalita v pryskyrici
http://www.ebsciences.com/staining/orcein.htm

encyklopedie
http://en.wikipedia.org/wiki/Staining



