Uloha histologie v neuropatofyziologii

Neuropatofyziologicky vyzkum- fyziologické a patologické klinické poznatky
prace s tkanovymi kulturami, laboratornimi

zviraty, s histologickymi preparaty

Uéel experimentt — studium etiologie a patogeneze nemoci
vyvoj novych farmak

diagnostickych metod
terapeutickych metod (pf. neurotransplantace)

Testovaci metody — 1. elektrofyziologické
2. morfologické
3. behavioralni (motor. funkce, socialni

chovani, uéeni)) N
18 — |

4. molekularné biologické o =

Studium histologickych preparatii — zavrSeni experiment(
mozky usmrcenych testovanych zvirat jako korelaty k

témto pokusim




SROVNANI

Zvire intaktni - jako kontrola
Zvire sledované — zmeény v mozku :

. morfologické — poruchou ontogeneze
geneticky podminéné
v dusledku stari, necinnosti
(pourazoveé, patologické procesy ...)
= funkéné morfologické (detekci transmitertu, enzymu C&i proteinu)
- ucinkem ruznych nox, stresu, stafi, stimulace, necinnosti
- experimentalné — ovlivnénim *fyzikalnim (elektr. stimulace, ucinek
vysokofrekvenC. magnet. pole)
*chemickym (farmaka)
*piologickym (zmény cirkadiannich
rytmu)



Genetické mutace — vzniklé spontanné (ale uméle udrzované v chovu) — napf.
mysi typu Lurcher postizené cerebelarni neurodegeneraci
- genovou manipulaci — napr. knock-out kmeny zvifat nebo
zvirata s vlozenym genem pro expresi GFP (green
fluorescent protein)

Vysledkem — zvirata trpici obdobami lidskych chorob — m o d e | y — ke zkoumani
zvirata wild typu - kontroly

Soucasny progresivni vyvoj terapeutickych metod — transplantace
(neurodegenerativni onemocnéni — Alzheimer, Parkinson)
histologické zhodnoceni jako zcela nezbytna metoda

Pokusna neurodefektni zvirata + darci s vlozenym genem pro expresi GFP, jejichz
tkan je ve fluorescencnim mikroskopu na pozadi normalni tkané dobre
odliSitelna a umoznuje studium transplantatu.



500 pm

Transplantat z GFP mysi na pozadi hostitelské tkané- viditelna migrace embryonalnich bunék

Fluorescenéni mikroskop



Mikroskopické vySetieni nervové tkané - mnozstvi ruznych technik
zadna nezobrazi vSechny pozadované charakteristiky studované
struktury

Vybrané zobrazovaci metody dle specifickym pozadavkl daného vyzkumu.

Mikroskopy : svételné, elektronové, fluorescenéni

Techniky zpracovani : histologicke, histochemické, imunohistochemické

1. Histologické metody — prehledné, nespecifické
princip — vytvoreni kovalentni vazby mezi ionizovanymi skupinami
organickych molekul bunék a ionty barviva
- kationicka barviva (bazicka) — bazicky fuchsin, kresylviolet,
toluidinova modr, hematoxylin

(barvi hl. nukleové kyseliny, ,kyselé
proteiny®)

- anionicka barviva (kysela) — k. pikrova, eozin
(barvi hl. aminokyseliny, proteiny)



2. Cyto a histochemické metody — specifickeé, zobrazeni chemicky definovanych
strukturalnich bilkovin, enzymu, mukopolysacharidd, nukl.kyselin
princip — enzym + substrat — Step substratu — barevny produkt

3. Imunohistochemické metody — specifické, detekce specifickych tkanovych Ci
bunéénych antigenu
princip — vazba antigen — protilatka
(antigen- proteiny, glykoproteiny, proteoglykany;
protilatka- sérové proteiny- imunoglobuliny)
metody znaceni protilatek- markery: enzymy (peroxidaza)
fluorochromy
biotin



Barveni hematoxylinem - eosinem

Obecné histologicka metoda prehledného barveni, jedna z nejuzivanégjsich.

Hematoxylin - extrakt z kampeskového dubu (Haematoxylon
campechianum), ktery patfi mezi bazicka (jadrova) barviva.
Eosin - syntetické kyselé barvivo ze skupiny xantinovych derivatu.

Vysledek barveni: jadra a bazofilni substance modré, ostatni Casti
preparatu v riznych odstinech cervené.

Priklady pouziti:

- objemové parametry infarktovych lozisek

- vyvojové malformace

- Ubytek neuronalni mozkové tkané (pf. v dusledku epileptickych zachvatu)

- vaskularni mozkové malformace (pf. v dusledku starnuti)

- prukaz retinalni degenerace

- zakladni histopatologickou metodou u nadoru



Zdrava sitnice Retinalni degenerace
(chybi svétlocivné elementy)

Barveni Hematoxylin-Eosin



Mozek — mozkova kira, hipokampus (gyrus dentatus) barveni Hematoxylin- Eosin




Barveni podle Nissla

Opét histologicka metoda pfehledného barveni, specialni neurohistologicka

Bazické anilinové barvy - kresylviolet, gallocyanin, toluidinova modr aj.,

Vysledek barveni — tmavo (modre-fialov€) jadérko a tzv. Nisslova tigroidni
substance, t.j granularni endoplasmatické retikulum. Bohaté
zastoupeni odpovida vysoké proteosyntetické aktivité neuronu.
V neuritu neni, mizi u jeho odstupu. Za urcitych patologickych
stavu Nisslova substance zanika.
cytoplazma nervovych bunék svétle (modre —fialové)

Priklady pouziti:

- nej¢astéji k vizualizaci funkéniho stavu kortikalnich neuronu, nervovych bunék
striata, jednotlivych populaci bunék v hipokampu, Purkynovych bunék
mozecCku, oblasti, spojovanych se stresem (amygdalarni jadra, stria
terminalis...)

- stejné jako pfedchozi barveni zobrazeni morfologickych zmén po
urazu, ischemii (objem infarktového loziska), reperfuzi, oxidativnim stresu,
otravach, opakovanych epileptickych zachvatech), vlivem starnuti, potvrzeni

edemu.
- pozorovani prezivani a vyvoje embryonalniho transplantatu v mozecku Lurcher

mutantnich mysi (trpicich cerebelarni degeneraci)



Mozecéek wild mysi Mozeéek mysi Lurcher
(atrofie, setrela struktura)

Barveni podle Nissla




Mozecek wild — detail
Sipka ukazuje na fadu Purkyfovych bunék redukovana molekularni i granularni vrstva, setrela

hranice mezi nimi, vrstva Purkynovych bunék chybi

Barveni podle Nissla



Impregnace podle Golgiho

Specialni zobrazeni tkané dle Golgiho pomoci roztokd stfibrnych soli je
technikou pro studium morfologie neuronu. Metoda zobrazi nejen

bunécné soma, ale detailné i vétveni vybézku, zejména dendritické

stromy i s trny. Morfologie jednotlivych bunék je dobfe viditelna take

proto, ze se barvi jen asi 1-10 % bunék a vétSinou se vzajemné neprekryvaji.
Existuje frada modifikaci.

Priklady pouziti :

- studium dendritické arborizace CA3 hipokampalnich neuronu (u krys) —
oblasti spojené s u€enim a pameéti.

- zmény dendritické morfologie neuronu v kortexu, bazalnich gangliich
a jinde (pf. po opakovanych epileptickych zachvatech, u Parkinsonovy
choroby, u diabetes mellitus atd.) Casto v korelaci s poruchami
kognitivnich funkci.



Sagitalni fez moze¢kem zdravé mysi
Purkynovy bunky typického tvaru véetné bohatého dendritického vétveni. Golgiho impregnace



Bunky mozkové kiiry mysi- Golgiho impregnace




Zobrazeni c-Fos proteinu

Imunohistochemicka metoda k zobrazeni proteinu, produkovaného
stejnojmennym genem c-fos (Immediate-early gen). Protein ma funkci
transkripcniho faktoru (TF)

Exprese c-Fos proteinu je povazovana za marker okamzité neuronalni
aktivace.

Metoda slouzi k urCeni specifickeé oblasti jako cile sledovaného stimulu.

Priklady pouziti :

- zdokumentovani specifickych oblasti mozku, aktivovanych stresem,
strachem. Aktivace neuronu identifikovana v limbickych a
hypotalamickych strukturach (amygdala, prelimbicky kortex,
dorzomedialni hypotalamus, v nc. paraventricularis, arcuatus a locus
coeruleus)

- sledovani cirkadianniho ¢asovaciho systému u hlodavcu (c-Fos detekce
V Nnc. suprachiasmaticus).



C-Fos pozitivni bunky — Sipka Mozek mysi




Histochemicka detekce NADPH diaforazy

Detekce NADPH diaforazy - markeru aktivni nitric-oxide syntazy (NOS)
s produkci nitrcoxidu (NO) - patfi k funkCné morfologickym barvenim.

Priklady pouziti :
- aktivace neuronu, obsahujicich NOS pfi strachu (detekce NADPHd
| c-FO0s.)
- aktivace NOS pozitivhich neuronu a indukce endotelialni NOS
v mikrocirkulaci v okoli mozkového traumatu (kortikalni kontuze)
- aktivace NOS pozitivnich neuronu v hipokampu v souvislosti s u¢enim
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Barveni technikou Fluoro - Jade

Fluoro-Jade - anionicky fluorochrom se specifickou afinitou k bunkam v
ruznych stadiich degenerace.

Technika - fluorescenéni histochemicka metoda vizualizace neuronalni
degenerace. Umoznuje sledovat priabéh neurodegenerativniho
procesu uz v zacatcich a kvantifikovat rozsah odumirajici tkané.

Priklady pouziti :

- identifikace odumirajicich bunék v traumaticky postizeném mozku.

- kvantifikace infarktového loziska na ischemickém Ci reperfuznim
podkladé (korelace s neuromotorickymi funkcemi.)

- nalez neuronalni degenerace po status epilepticus (v hipokampu)



Mozecek mysi- ve fluorescenénim mikroskopu, barveny technikou Fluoro-Jade




Imunohistochemické zobrazeni anticalbindinem

Calbindin —patfi do velké rodiny proteinu vazicich vapnik. Je obsazen v
centralnich i perifernich nervovych tkanich, v imunoreaktivnich
neuronech v hypotalamu, ale také v Purkyriovych bunkach v mozecku.
Ty, znacCené protilatkou jsou pak snadno detekovatelné. Toho Ize
s vyhodou vyuzit pri sledovani neurodegenerativnich onemocneni
mozecCku, ktera postihuji pravé Purkynovy bunky.

Priklady pouziti :

- sledovani degenerace Purkynovych bunek u Lurcher mutantnich mysi
(olivocerebelarni degenerace s excitotoxickou apoptézou Purkyriovych
bunek).

- pozorovani diferencujicich se Purkynovych bunék v embryonalnim

transplantatu u Lurcher mutantnich mysi.
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Mozeéek — 21 denni mys typu Lurcher- jiz silné profidlé Purkyiovy buiiky znaéené anticalbindinem ($ipka)



