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Histologia (z gr. histos — tkanka, logos — wiedza, nauka)
— nauka o budowie i czynnosci tkanek.

Fragment tkanki

—

Skrawki parafinowe Skrawki mrozeniowe
Barwienie
Analiza

* mikroskopia

* mikrodysekcja laserowa N - '
Wojciech Sawicki, Histologia
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Preparaty mrozeniowe

» Jakos¢ preparatdw mrozeniowych jest czesto nizszej jakosci niz preparatow
parafinowych, jednak ich wykonanie jest nieporownywalnie szybsze.

* Technika mrozeniowa pozwala na lepsze zachowanie kwaséw nukleinowych
i biatek, pozwalajac na ich dalszg analize (mikrodysekcja laserowa).

Przygotowanie preparatu mrozeniowego:

1. Zamrozenie fragmentu tkanki w odpowiednim medium
(np. OCT — zaw. m. in. alkohol poliwinylowy i glikol polietylenowy).

2. Ciecie skrawkow za pomocg kriostatu.
Utrwalanie.

4. Barwienie.

Woijciech Sawicki, Histologia

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Przygotowanie preparatu histologicznego (parafinowego)

Utrwalenie
Odwodnienie
Zatopienie w parafinie
Ciecie

Uwodnienie

Barwienie

L G o

Odwodnienie
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Przygotowanie preparatu histologicznego

1. Utrwalenie — 10% r-r formaliny

2. Odwodnienie — stopniowo, poprzez przeprowadzenie tkanki
przez roztwory odwadniajgce, a nastepnie przeswietlajgce

Odczynniki odwadniajace Odczynniki przeswietlajgce

Alkohol etylowy Ksylen
Alkohol izopropylowy Metylobenzen
Alkohol metylowy Substytut ksylenu

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Procesor tkankowy

Shandon Excelsior ES® Thermo Scientific
- automatyczny procesor tkankowy

o

- Komora reakcyjna Hﬁ%
: Jakos¢ alkoholu — LI E o
s | _ -l B )

""TI’) Parafina ---..i"n_: ],.:._]..:..1 o
Odczynniki _ |28 T LU

.. Utrwalajace by TEmE l‘ﬁllﬂl| -

i B i - R oy | C SR o |

LTI

Odczynniki Odczynniki
\\‘«s’-‘"l"'/": odwadniajgce przeswietlajgce

Zrédto: Shandon Excelsior ES® Operator Guide

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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. :' U8 Widok z tytu

Widok z przodu Zrédto: Shandon Excelsior ES® Operator Guide
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Umieszczenie preparatow w procesorze

Zrédto: Shandon Excelsior ES® Operator Guide

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Tank N° Reagent Time (min)  Temperature (°C) Vacuum Pressure
OdCZynnlk Odwadnlajacy: 1 Formalin 4% / Room temp. No
H 2 Washing in water 10 Min. Room temp. No
Otth Sha PEr 3 Ottix Shaper 30 Min. Room temp. No
30% - 40% etanol 4 Ott!x Plus 1h 35-37°C Yes-low
. 5 Ottix Plus 1h 35-37°C Yes-low
Btekit metylenowy 6 Ottix Plus 1h 35-37°C Yes-low
7 Ottix Plus 2h 35-37°C Yes-low
Paraffin 1 Paraffin 1-1.30 h 58-60°C Yes-pushed
Paraffin 2 Paraffin 1.30-2 h 58-60°C Yes-pushed
Paraffin 3 Paraffin 1.30-2 h 58-60°C Yes-pushed

Odczynnik przeswietlajgcy:
Ottix Plus

60% - 70% mieszanina weglowodorow
30% - 40% etanol

10% - 12.5% izopropanol

Zrédto: http://www.diapath.com/

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz
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Przygotowanie preparatu histologicznego

Utrwalenie
Odwodnienie
Zatopienie w parafinie
Ciecie

Uwodnienie

Barwienie

N o o b D oe

Odwodnienie

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Zatapiarka

Zatapiarka Thermo Scientific
HistoStar

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Technika zatapiania

Zrédto: Thermo Scientific HistoStar™ Operator Guide

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI

Zrédto: Thermo Scientific HistoStar™ Operator Guide

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Przygotowanie preparatu histologicznego

Utrwalenie
Odwodnienie
Zatopienie w parafinie
Ciecie

Uwodnienie

Barwienie

N s W e

Odwodnienie
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Mikrotom rotacyjny 355S
Thermo Scientific Microm

Zrédto: Microm HM355S Rotary Microtome Operation Manual
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Zbyt maty kat nachylenia  Zbyt duzy kat nachylenia  Prawidtowy kat nachylenia
noza do preparatu noza do preparatu noza do preparatu

Zrédto: Microm HM355S Rotary Microtome Operation Manual
e —

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Mikrotom — dodatkowe wyposazenie

System chtodzenia Cool-Cut

Sciezka wodna
Thermo Scientific Microm STS
Section Transfer-System

Zrédto: http://www.microm-online.com/
_

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Przygotowanie preparatu histologicznego

A

(2

Utrwalenie
Odwodnienie
Zatopienie w parafinie
Ciecie

Uwodnienie

Barwienie

N o A W NhNRE

Odwodnienie

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Barwiarka

Komputerowy automat
do barwienia Thermo Scientific
Shandon Varistain® Gemini ES

Zrédto: Shandon Varistain® Gemini ES Operator Guide

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Barwiarka
Wylot odfiltrowanego
owietrza
Panel sterujqcy P / Drzwiczki do zatadunku preparatow
Lt
Pojemnikina /£ F /{/?’W
odczynniki ,«% % 7
(poziom gorny) |l rE Mozliwos¢ barwienia kliku serii
s . po 20 preparatow jednoczesnie
Poziom dolny ; * 26 pojemnikow na odczynniki
\VM =R L * 6 pojemnikéw na wode biezgca
A EL_— 2= _J * 5 stacji grzewczych
;4 — ||I /! lzf_u_—-‘_l N A
Gtowne drzwi Drzwiczki Gtéwne drzwi

do uzupetniania do wytadunku

odczynnikdw Stacja dyskietek

preparatow Zrédto: Shandon Varistain® Gemini ES Operator Guide

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Define Protocol - 3 0/10/200&
Protocol no. 1 - H&E -

14
Reagent Conc.% mes. Time/ Limit Agitate

}] Storage :00 No Maximum Initiml
Maximum
Maximum
Maximum

-]
e
(]
L}

Gill 3

10
10
10

nnning Water Wash

Haematoxylin

Runnin later wash

Acid Alocohol

Running Water Wash

Alcoholic Eosin

Running Watar Wash

Agquecus Eoein

Running Water Wash

Jaennar Stain

Jenner Btain

Jenner Btain

Xylensa

iylaua

¥ 1lena

Iylena

:00 No Maximum

08 No Maxin Barwienie wstepne
:00 Btandard
:15 Standard

: 00 No Maximum
:00 Standard
:00 No Maximum
:00 Btandard
:00 Standard
:00 No Maximum

[

1
2
: |
4
5
6
7
8
9
0
1
2
: |
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3

CoooODoooDocooooooooDoo0 S
S R R e (R e (R b

1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2

Initial

Chenge reagent, insert or delete steps.

Insert After

Zrédto: Shandon Varistain® Gemini ES Operator Guide

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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30/L0/I006 15:36

LOWER LEVEL RERGENTE Batches FROTOCOL
Eaagant ] = i /Day Notes or Ftaining Steps

Dry Storage Iylana 0 Btapis). 2
Hammatoxylin Iylans
Eluning Ecagent ! 3 Xylana
Acdd Aloohol ] Iylana
Bunning Watar Wash Alcohol
Funning Water Wash Aloohol
Bunning Water Wash & Aloohol

Dry 8torage
Dry 8torago
Dry Btorage
Dry 8torago
Ory S8torage

Funning Wator Wash Aloohol
Funning Waker Wash & Alcohodl =
Eunning Water Wash 7 Aloohol EAFIREE (UALTTY COTNTS
» Amqueouns Bosin & Iylanas
Iylana Limit Commt

Iylanas
Charcoal Filter Replacement ( 0

Zrédto: Shandon Varistain® Gemini ES Operator Guide

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Podstawowe rodzaje barwien

 Hematoksylina/eozyna
* Wg Massona
 May-Grunwald-Giemsa
* Van Giesona

« Wg Mallory’ego

* Orceing

* |mmunohistochemia

http://www.histology-world.com/stains/stains.htm

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Hematoksylina/eozyna

Najpopularniejszy rodzaj barwienia;

Zasadowa hematoksylina wigze sie on z kwasnymi (zasachtonnymi)
strukturami, barwiac je na niebiesko/fioletowo.

Kwasna eozyna wigze struktury ujemnie natadowane struktury, takich
jak kationowych grup aminowych w biatkach, nadajgc im rézowy kolor.

jadro — niebieskie/fioletowe
cytoplazama — bladorozowa

wtdokna kolagenowe — ciemnorézowe
$luz — bladordézowy

krwinki czerwone - ceglastoczerwone

http://www.histology-world.com/stains/stains.htm
http://www.umed.pl/pl/dydaktyka/doc/patomorfologia/CWICZENIE_1c_lIl_rs.pdf

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Barwienie Massona

* Barwienie z wykorzystaniem trzech barwnikéw (hematoksylina, kwasna
fuksyna, btekit anilinowy).

 Wykrywanie i roznicowanie
widkien kolagenowych.

jadro — czarne
cytoplazama — ceglastoczerwona
widkna kolagenowe — niebieskie

Nerka (szczur)
http://www.medicine.virginia.edu/research/cores/histology/services-page

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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May-Grunwald-Giemsa

* Barwienie ziarnistosci i substancji wewnatrzkomoérkowych.

krwinki czerwone i komorki nabtonkowe — pomaranczowe
ziarnistosci w eozynofilach — czerwone
chromatyna — czerwono-fioletowa
jadro — ciemnoniebieskie

Szpiczak mnogi

http://pl.wikipedia.org/wiki/Szpiczak_mnogi

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Immunohistochemia

 Wykrywanie antygenow za pomoca specyficznych przeciwciat
* Wizualizacja zwigzanego przeciwciata:
— enzymy (HRP, AP)

— fluorochromy

Aorta (mysz)

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Agnieszka toboda

Zaktad Biotechnologii Medycznej
Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ, Krakow
e
www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 |utego 2012
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Mikrodysekcja laserowa

0 szybka metoda izolacji komdrek z preparatéw zamrozonych lub skrawkdow tkanek
utrwalonych formaling i zatopionych w parafinie

0 metoda szczegdlnie przeznaczona do wycinania matej liczby komérek (> doktadna,
nie powodujaca zanieczyszczen)

0 system umozliwia separacje i fransport zywych komérek

0 duze zastosowanie w przypadku tkanek
roslinnych

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 |utego 2012
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Réznorodnos¢ materiatu uzytego do
mikrodysekcji laserowej i mozliwe zastosowania

Kultury
komorkowe

Biologia
komorki

Kontrast
fazowy

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz

NS

L
L}

Komérki
macierzyste

Badania
roslin

Chromosomy

¢

P 1-._‘_‘-

. —a— B &

_—
]

Lo i «
. by

Histochemia

Diagnostyka

Fluorescencja

21-22 lutego 2012
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Na naszym Wydziale...
Leica LMD7000 - najnowszy model

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 |utego 2012




GOSPODARKA EUROPEJSKI FUNDUSZ
NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI \K ROZWOIU REGIONALNEGD

E INNOWACYINA % & UNIA EUROPEJSKA

Przygotowanie preparatow do mikrodysekcji

O Preparaty mrozeniowe
Tkanki MUSZA by¢ zamrozone szybko po pobraniu w celu ograniczenia
ewentualnej degradacji RNA czy biatek. Po cigciu na kriostacie na specjalne
szkietka, NIE NALEZY wysusza¢ tkanek

O  Preparaty parafinowe

Nalezy uzywa¢ swiezo przygotowanych rozpuszczalnikdw/barwnikow w
bardzo matej iloSci - kilka kropel bezposrednio na tkanke

Preparaty musza by¢ w petni odwodnione (sekwencja etanoli i ksylenu)

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Nastepne kroki po wycieciu - izolacja RNA

0 najlepiej uzywal specjalnych zestawow, np. RNeasy Micro Kit, RNeasy
Plus Micro Kit (Qiagen),

Izolacja do 45 ug catkowitego RNA z komorek i tkanek z uzyciem kolumn
eliminujacych genomowe DNA

Jax10

- wykorzystanie specjalnych kolumn pozwala na
wyeliminowanie kroku trawienia DNazq

- bardzo wydajne usuniecie genomowego DNA
- uzyskuje sie powtarzalne wyniki

- test szybki

2.500 . Bl

2400

AEn

1.500

1.000

0.500

R | .._;’i./_-"f .

W SRR L7

a 5 10 15 i 25 30 35
l:._.:r\'.ll.'.

N —————————aa————_— . .. .
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Sprawdzenie jakoSci RNA

Bioanalyzer 2100
AgilentTechnologies

analiza 10-12 prébek w 30-40 minut

RIN =10

Fluorescence

Ao~ o 5 ENNREREH

RIN=5

Fluorescence

RIN - RNA
Integrity __ g 3]
Number <0-10> = 3

19 24 29 34 3 44 49 54 59 64 69
Time (seconds)
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48 mozliwych reakcji
jedna komdrka - jedna reakcja
1 pl mieszaniny reakcyjnej - 1 dotek

AmpliSpeed
Beckman Coulter

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 |utego 2012
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V 2BRS - ) V4 ° . V4
Rozne mozliwosci barwien
Hematoksylina/eozyna Fiolet krezylu Oranz akrydyny

N —————————aa————_— . .. .
www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Mikrodysekcja laserowa - przyktady

Przed wycieciem Podczas wycinania

orfa

Fragment w wieczku eppend

- —

W
I |
i

skrawki mrozeniowe

) barwienie hemafoks:/inq
www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012




UNIA EUROPEJSKA
EURCPEJISKI FUNDUSZ
ROZWOJU REGIONALNEGO

INNOWACYINA
GOSPODARKA

NARODOWA STRATEGIA SPOJNOSCI

Mikrodysekcja laserowa - przyktady

Po wycigciu Fragment w wieczku eppendorfa

skrawki mroZeniowe
barwienie hematoksyling

I i iiiiii——_———————€_s—aa— — 5 —_—5—5———<~5—a—ee————————
www.wbbib.uj.edu.pl/bmz 21-22 lutego 2012
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Mikrodysekcja laserowa - przyktady

Podczas wycinania

. skrawki mrozZeniowe
barwienie hematoksyling
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Niektdre obiekty
Podczas wycinania w wieczku eppendorfa
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Mikrodysekcja laserowa zywych komoérek

[ hodowla wyizolowanych komérek

[ brak zmian w fempie wzrostu komdrek/morfologii

Przed Po
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~ Proliferacja wyizolowanych komorek
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GOSPODARKA EUROPEJSKI FUNDUSZ
NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI \K ROZWOIU REGIONALNEGD

Korzysci ,,MembraneRings”

3 Mikrodysekcja prowadzona w catkowicie sterylnych
warunkach

0 Pozwala wycina¢ zaréwno pojedyncze komorki jak i
wieksze skupiska/kolonie komérek

0 Wilgotnos¢ w komorze zbudowanej z dwdéch pierscieni
chroni przed szybkim wysychaniem komérek
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INNOWACYINA UNIA EUROPEJSKA
3 EURCPEJSKI FUNDUSZ
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NARODOWA STRATEGIA SPOJNOSCI

Mikrodysekcja laserowa zywych komoérek

Komdrki NIH3T3 hodowane w tzw. .membrane rings"”

komérki po wycieciu w

przed wycieciem podczas wyciecia po wycigciu nowej szalce
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i INNOWACYINA % i UNIA EUROPEJSKA

Podsumowanie

Mikrodysekcja laserowa jest nowoczesnq
technikq separacji komorek/tkanek

Wiecej na czesci praktycznej©

Podziekowania

Krzysztof Szade, Zaktad Biotechnologii Medycznej, WBBB, UJ
Bartosz Pilecki, Zaktad Biotechnologii Medycznej, WBBB, UJ
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