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Neophodan preduslov za
uspesno prepoznavanje i
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promena
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Markiranje i pracenje pojedina¢nih molekula
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« Anatomija

« Fiziologija

- Patologija .y

. Molekularna biologija CéNtralna bazi¢na grana
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Materijal uzet sa Zive zZivotinje (biopsija) ili sa
lesa (autopsija, nekropsija)
- itektonikom
isebcl sa otuvanom h\smarhnekw
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Histoloske tehnike
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Fiksacija:
stabilizacija strukturnih proteina celije,
ocuvanje prirodnog odnosa izmedu
celija i VCM-a,
sprecavanje autolize i bakterijske
dekompozicije tkiva

Buenov (Bouin) fiksativ Formalin, puferisani rastvor formaldehida

Dehidratacija - uklanjanje vode izlaganjem
tkiva rastuc¢im koncentracijama alkohola

50% mmmmp 70% wmmmp O5% wmmmp 100%, apsolutni
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Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija
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Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: Histoloske metode proucavanja tkiva i ¢elija

Prosvetljavanje - istiskivanje alkohola
organskim rastvaracem, ksilolom

Ksilol omoguéava prozimanje tkiva parafinom

ol
ol

100%

alkohol '

Parafin

k !
alkohol .
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Prozimanje parafinom - uzorak se potapa u otopljeni
parafin i drzi u termostatu na 56-60°C

Razlicite smege zasicenih ugljovodonika (parafina)
imaju tacku topljenja u ospegu 35-65°C.

Parafinski vosak koji se najéesée koristi ima srednju tacku
topljenja blizu 55°C.

<Impregnacija
6-8h u termostatu

<Kalupljenje
prenogenje thiva u
modlu za kalupljenje

Kalupljenje -

postavljanje tkivnog i '
uzorka u odgovarajuci
kalup, prelivanje
otopljenim parafinom i
hladenje kako bi parafin
ocvrsnuo

ﬁ

Cilj - adekvatna Cvrstina
tkiva
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Secenje ukalupljenih uzoraka

Mikrotom Preseci debljine 3-10 pm

Montiranje iseCaka na adhezivno predmetno
staklo

-

&

Rehidratacija - histoloske boje su ve¢inom
vodeni rastvori

Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija
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Automatski tkivni procesor

« Savremene histoloske
laboratorije

Bojenje histoloskih preparata

« Postizanje kontrasta
izmedu pojedinih tkivnih
komponenti u cilju
njihove bolje identifikacije
ilakseg razlikovanja

Klasicna (standardna, rutinska)
metoda

HE bojenje

Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija
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- Hematoksilin , bazna boja - boji kisele
komponente tkiva:
« DNK, RNK
. ) N Bazofilne strukture
« Kisele glikozaminoglikane Ispoljavaju bazofiliju
« Jedro, ribozome, gER

- Eozin , kisela boja - boji bazne komponente
éelijai VCM-a:
+ Mitohondrije
« Elementne citoskeleta
« Proteine citosola
- Kolagena vlakna

Acidofilne strukture
Ispoljavaju acidofiliju, cozinofiliju

Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija
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Histoloski preparat pankreasa

Hematoksilin Eozin H&E

Histoloski preparat koze - HE bojenje

Folikul diake
Jedro

* Glatki migi¢

Kolagena viakna
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Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija

Neretko se u istrazivacke i dijagnosticke
svrhe obavljaju detaljnije analize:

“Histop,, .. * Enzigop -
“Mijske mob’sfobemlfsk
e

» Imunohistohemijske

* Hibrig;, . . 4
" izacione Utoradiografsk
e

[ —
Histohemijske tehnike

« boja 4= odgovarajuca tkivna komponenta — selektivna hemijska
reakcija

« Vizuelizacija vi$e tkivnih konstituenata na istom preseku
(trihromno, tetrahromno, pentahromno bojenje)

« Zavizuelizaciju: elasti¢nih i retikularnih vlakana, bazalne lamine,

i dokrinih éelija, produzetaka neurona,
mijelinskog omotaca, pigmentnih granula, masnih kapi, depoa
glikogena ili mucina

+ Za diferencijaciju struktura koje se HE metodom boje sliénim
nijansama (kolagena vlakna i glatka muskulatura)

Histohemijske metode za vizuelizaciju
elasti¢nih vlakana

»J"\ ye '

N | .“"

Epiglotis, bojenje orceinom  Aorta, bojenje po Verhof-van
Gizonovoj metodi

BB:Ver
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Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija

Histohemijske metode za vizuelizaciju retikularnih

vlakana o .
Argirofilija — afinitet prema srebru

Za prikazivanje produZetaka
neurona i granula
enteroendokrinih éelija metode po:

Goldziju

Kahalu,

Gomoriju Razlicite modifikacije bojenja srebrom
Bilsovskom

Grimelijusu

Histohemijske metode za vizuelizaciju retikularnih
vlakana

Fetusni timus, impregnacija srebrom  Mali mozak, impregnacija srebrom

Histohemijske metode za vizuelizaciju kolagenih
vlakana

Gizonovo bojenje ~ diferencijacija kolagenih vlakana od glatke muskulature
Trihromna bojenja — Masonovo, Malorijevo, Azan metoda

Bojenje pikrosirijus crvenim — praéenje organizacije kolagenih vlakana i
moguénost lake kvantifikacije

BERY
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Histohemijske metode za vizuelizaciju kolagenih
vlakana

Histohemijske metode za markiranje tkivnih komponenti
bogatih ugljenim hidratima:
+ Glikogen u jetri
- Bazalna membrana
+ Glikokaliks
+ Mucini
Periodic Acid Schiff — PAS metoda
Kombinacija sa alcijan plavim — AB-PAS metoda

« Razlikovanje kiselih od neutralnih mucina

Histohemijske metode za markiranje tkivnih komponenti
bogatih ugljenim hidratima:

Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija
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Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija

Histohemijske metode za prikazivanje lipida:

+ Boje koje se rastvaraju u mastima — Sudan II1, Sudan IV,
Sudan Black B.
+ Osmijum-tetraoksid

Lipidi

Oil Red

Histohemijsko bojenje toluidin plavim

« Metahromazija — granule mastocita poseduju visoku kone. anjona,
pa menjaju apsorpcioni spektar anilinskih boja, kao §to je toluidin
plavo.

Histohemijsko bojenje razmaza periferne krvi i
kostane srzi

« Metode po Rajtu ili Mej-Grinvald-gimzi

"*. == Trombocit
Neutrofil
O Eozinofil

BB:Ver
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Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija
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Enzimohistohemijske metode

« Reakcija enzima sa supstratom,
detekeija i ik
lokalizacija produkata te

reakeije

Enzimohistohemijske metode

Detekeija osteoklasta — enzim tartarat-rezistentna kisela fosfataza (TRAP)

Imunohistohemijske metode

Sekundarna

Hromogena antitela
““”“‘"“’*» Obojeni produkt
Enzim Fluorohrome
Primarna
antitela Primarna
antitela
Antigen.
metoda metoda Tndi metoda
Direktne metode
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Imunohistohemijske metode

« U biomedicinskim istrazivanjima
- U patohistoloskoj dijagnostici
> Brojni transmembranski proteini/glikoproteini
= Receptori
= Elementi citoskeleta
-+ Proteinske komponente VCM-a
= Enzimi
= Hormoni ....

Imunohistohemijske metode

In situ hibridizacij%wwe\a‘:\
W

- Citogenetska tehnika
e DXE

+ Insitu - na uobiajenom mestu

i 9 « Hibridizacija - ukrstanje, sparivanje

Neobojena proba Hromozomi

~ Fluorescentna boja
Obojena proba

M

-’
Fluorescentna proba //.

Probne sekvence, probe
Sintetisane DNK ili RNK sekvence
obelezene radioaktivnim izotopima,
fluorescentnim markerima li
biotinom, digoksigeninom

A Hibridizacija

+ U dijagnostici tumora,
hromozomskih aberacija

Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: Histoloske metode proucavanja tkiva i ¢elija
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[ —
Autoradiografija

« Detekcija molekula i i ivnim izotopima (radioi: ima)

Perivitelinski prostor

Glukozamin, obelezen radioizotopom

Primprema uzorka za
elektronomikroskopsku
analizu

Glutarakdehid Fiksacija
° -

Montiranje na
Ultramikrotom bakarne resetke

TEM - kontrastiranje solima teskih metala
. ) . I
ij N

SEM - nakon fiksacije i dehidratacije
premazivanje tankim slojem teskih metala
(zlato, paladijum, platina)

Mikroskopi

= Snop svetlosti — svetlosni mikroskopi
« Snop elektrona — elektronski mikroskopi

l l + Razdvojna moé (rezolucija):

0,2im — svetlosni mikroskopi (max uveéanje 1000x)
0,2nm (biol.uzorei, 2nm)- elektronski mikroskopi (max
uveéanje 100.000x)

Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija
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fm  10cm fom  imm  100ym  10ym  tum  100nm  f0wm  inm  O.dnm

M 10'm  10°m  10°m  104m  10°m  10°m  10"m  10°m  10°m  10°m

<& 0KO
/| Svetlosni mikroskop |
e
8 Elektronski mikroskop

OX) @O @FED

Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: Histoloske metode proucavanja tkiva i ¢elija
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Svetlosni mikroskopi

« Izvor svetlosti vidljivi ili ultraljubicasti zraci

= Klasi¢ni (konvencionalni) mikroskop
= Invertni mikroskop

= Fazno-kontrastni mikroskop

= Polarizacioni mikroskop

= Fluorescentni mikroskop

Konvencionalni svetlosni mikroskop

Okutari Uk predmeta-—

> Oko—
[ Sotiva okulara < T
N -

2 Zrak svetiosti—
N sotva

v ~

Objektiv

+ Usvakodnevnoj praksi u Statok
istrazivatke, edukativne i
dijagnosticke svhe

Zavrtar
izodtravanje

Thivnl

o
2,
v
A Sijahca ‘ B
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Predmet: Uvod u veterinarsku laboratorijsku praksu
Metodskajedinica: HistoloSke metode proucavanja tkiva i ¢elija

Fluorescentni mikroskop

- Detekeija fluorescentnih
markera (fluorofora) kojima
su obelezene éelijske/tkivne
komponente prisutne u
tragovima

- Lokalizacija ciljnih molekula
unutar éelija i tkiva

i)
(et ores™
And

v .
5&6“‘“ Konfokalni

Elektronski mikroskopi L T

+ Rade u uslovima vakuuma
« Snop elektrona i elektronska
soliva (elektromagneti)

S0l
yans . .
Skenirajuct el.mik.

(SEM)

Slide 48 e —

« Protonski i jonski mikroskopi - koriste snop protona ili
helijumovih jona
« Bolji kontrast, veca rezolucija u odnosu na EM

Mastocit, TEM Eritrociti i makrofagi, SEM  Produzeci podocita, helijum-
jonska skenirajuéa mikroskopija

BB:Ver
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