Histologia

Mikroskopowa budowa narzqdow,
thanel | komorzl
Bucoyya 1 Funsejonoiianiz 2230619:)
nomorzy, czyli iiranzi



Gtowne zagadnienia

. Budowa i podstawy dziatania
mikroskopu optycznego

. Podstawy i gtowne etapy techniki
histologiczne|

. Wybrane przyktady ksztattow
komorek

. Wybrane modyfikacje mikroskopu
optycznego



1665 - Robert Hook - budowa mikroskopu
wielosoczewkowego - pierwsze obserwacje
tkanek roslinnych (powiekszenie ok. 50x)




1677 - Antoni van Leeuwenhoek - budowa
mikroskopu jednosoczewkowego

(powiekszenie ok.270-300x)




1872 - Ernst Abbe - udoskonalenie budowy
mikroskopu, opracowanie matematyczno-
fizycznych zasad jego dziatania

Karl Zeiss







Mikroskop optyczny

- gtowne elementy budowy




Obiektyw mikroskopu op‘rycznego

- gtowne parametry

Powiekszenie
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Mikroskop optyczny

- gtowne parametry

Powiekszenie

P = Pog 7 Poo

Zdolnosé¢
rozdzielcza

& Wy 2A
Apertura
numeryczna

A= n 7 sinw




Apertura
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Powietrze - n=100
Woda dest. - n=133

Olej parafinowy - n=148
Olejek cedrowy - n=152



Mikroskop optyczny

- podstawowe parametry

Zdolnosé

rozdzielcza
a=A/2A

A = 500 nm

360 nm 720 nm

10x - A=0,25; a=1000 nm
40x - A=0,65; d=385 nm
100x - A=1,25; a=200 nm




Warto zapamietac:

1. Im wieksze powiekszenie, tym ciemniejszy
obraz - otworz przestone i/lub podnies
kondensor !l

2. Im wieksze powiekszenie, tym mniejsza
odlegtoS¢ robocza - uwazaj, zeby nie
uszkodzi¢ preparatu !l

3. Im wieksze powiekszenie, tym mniejsza
gtebia ostrosci - sprawdz orientacje
preparatu Il



Czesta przyczyna problemu z
ostrosciq obrazu...
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Podstawy techniki histologicznej|

Preparat do mikroskopu swietlnego:

1.

powinien by¢ przezierny dla Swiatta - jednorodnej
grubosci i wystarczajaco cienki (skrawek <20 ym lub
rozmaz)

powinien by¢ odpowiednio zakontrastowany (rutynowe
barwienie histologiczne HE, techniki specjalne -
immunofluorescencja, immunohistochemia)

powinien by¢ zabezpieczony przed zniszczeniem -
utrwalony (procesy gnilne, uszkodzenie mechaniczne)



Podstawy techniki histologicznej
Po co utrwalamy preparat?
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Utrwalanie
Metody fizyczne

- ogrzewanie (mikrofale)

- mrozenie (ciekly azot, suchy l6d)

Metody chemiczne

- aldehyd mrowkowy (formaldehyd/formalina)
- aldehyd glutarowy

- alkohol etylowy

- sole metali ciezkich



Gtowne etapy przygotowania preparatu

Rozmaz (ptyn, wymaz, BAC)

1. Naniesienie na szkietko
2. Utrwalenie
3. Barwienie

Materiat mrozony
(wycinek, bioptat)

Mrozenie
Krojenie na kriostacie
Naniesienie na szkietko
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Barwienie

Materiat tkankowy lity
(wycinek, bioptat)

Utrwalenie

Odwodnienie

Zatopienie w parafinie
Krojenie na mikrotomie
Naniesienie na szkietko
Odparafinowanie/uwodnienie
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Barwienie



Formaldehyd
Woda

Alkohol 70%
Alkohol 80%
Alkohol 98%

Ksylen
Parafina



Gtowne etapy przygotowania preparatu
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PrzygotoWanie bloczkéw parafinowych



Gtowne etapy przygotowania preparatu
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Krojenie bloczkow na mikrotomie



Gtowne etapy przygotowania preparatu

Natozenie skrawkow na szkietko podstawowe



Podstawy techniki histologicznej
Po co barwimy preparat?




Barwniki

Woda
Alkohol 70%

Alkohol 80%
Alkohol 98%

Ksylen
Parafina



Gtowne etapy przygotowania preparatu

Hematoksylina
| Eozyna

Czzruizn jadrowe
Qrceina

Oreaurz wyydyny
Leultefuksyna
Fiolzt Mrysraliczny
Bizidr 1rynany
Sty raluidyny
Fluurzgezing

o8 ] Fikezryreyng
Barwienie skrawkow Pikecjonine




Hematoksylina zaseo

Kmmt (Zasadochtonny
komérikowy (np.DNA) = bazofilny)

Eozyna «wes)
(Kwasochtonny

Zdﬁmt = eozynofilny)
komorkowy (np.biatka cytoplazmy)




Gtowne etapy przygotowania preparatu

Zamykanie preparatu szkietkiem nakrywkowym



Ksztatty komorek




Izolowane miocyty miesniowki gtadkiej

Rozmaz, barwienie HE



Fibroblasty z hodowli in vitro
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Hodowla na szkietku, barwienie HE



Neurony w korze mo
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Skrawek histologiczny, barwienie solami srebra



Neurony w preparacie mozgowia - schemat
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Mikroskop fluorescencyjny




Laserowy mikroskop konfokalny




Mikroskop kontrastowo-fazowy

Komorki nabtonkowe

- wymaz cytologiczny

Jasne pole



Mikroskop kontrastowo-fazowy
(z zestawem do mikr'omnilci _
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