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K ARIERA BARWNIKOW W HISTOLOGII

Trudno sobie wyobrazi¢ czasy kiedy badacze, chcac
opisa¢ widoczne pod mikroskopem niewybarwione
obiekty, musieli wykaza¢ si¢ niezwykla pomystowo-
$Scig, cierpliwoscia i doskonatym wzrokiem. Poczat-
kowo przedmiotem ich badan byta topografia tkanek
i budowa narzagdéw organizméw zywych. W kolej-
nych latach zainteresowanie badaczy koncentrowato
sie na procesach metabolicznych, funkcjach komoérek
i tkanek oraz budujacych je czasteczkach, takich jak
specyficzne biatka, wielocukry i lipidy. Jednocze-
$nie naukowcy stosowali coraz doskonalsze techniki
i aparature¢ badawcza. Niezaleznie jednak od tego, jak
zmieniaty si¢ cele badawcze i narzgdzia, barwniki sg
niezmiennie integralng cze¢scig badan w histologii —
nauki o budowie i funkcjonowaniu tkanek.

Kazdy czytelnik zainteresowany rozwojem nauki
na pewno zadawal sobie pytanie, jak przebiegaty po-
czatki stosowania barwnikéw histologicznych i ja-
kich informacji dostarczaly one na temat topografii
i budowy tkanek. Sprobujmy zatem przesledzi¢ po-
krétee historie barwnikow i1 przedstawic¢ kilka najpo-
pularniejszych technik barwien.

Poczatki barwien histologicznych i ich rozwdj

Niektore barwniki stosowane byly juz w staro-
zytno$ci do barwienia tekstyliow. Byly to gldwnie
barwniki naturalne — chlorofile, karotenoidy i antocy-
jany uzyskiwane poprzez gotowanie swiezych badz
suchych lisci, korzeni, nasion i owocow roslin oraz
koszenila — uzyskiwana poprzez gotowanie i wysu-
szenie na stoncu larw owadéw — czerwcdw polskich
(Porphyrophora polonica) oraz czerwcdw kaktuso-
wych (Dactylopius coccus). Praktyczne wykorzysta-
nie barwnikéw do celow przemystowych datuje si¢ na
okres S$redniowiecza, natomiast ich stosowanie
do badan w naukach biologicznych zaczyna si¢
w XVII wieku.

Rozwdj histologii zapoczatkowany zostal wraz
z wynalezieniem mikroskopu. Pierwszy mikroskop,
skonstruowany w XVI wieku w Holandii, nie zdo-
byt uznania z powodu niewielkich powigkszen (10x).
Przetomem w mikroskopii okazato si¢ zastosowanie
przez Brytyjczyka Roberta Hooke’a (1635-1703)
w 1665 roku soczewki, dzigki czemu mozliwe stato
si¢ ksztaltowanie wiazki $wiatta i uzyskanie lepszej
jakosci obrazu. Dalsze ulepszenie mikroskopu przez
Holendra Antoniego van Leeuwenhoeka (1632—1723)

pozwolito na obserwacje niewybarwionych i niewy-
magajacych specjalnej obrobki matych obiektow
zywych, takich jak rosliny, wodne mikroorganizmy,
a takze wlosy i sier§¢ ssakow w wigkszym powiek-
szeniu. Antoni van Leeuwenhoek uznawany jest nie
tylko za ojca mikroskopii, ale takze za pierwszego,
ktory zaobserwowal pod mikroskopem zywe komor-
ki glonu z rodzaju Spirogyra, a takze rzetelnie opisat
ludzkie plemniki oraz erytrocyty. Van Leeuwenho-
ek w swych listach do Towarzystwa Krélewskiego
w Londynie (ang. Royal Society of London) opisuje
uzycie sproszkowanego szafranu zmieszanego z wi-
nem do lepszego uwidocznienia preparatéw wiokien
mig$niowych pochodzacych m. in. od krowy utuczo-
nej i chude;j. Listy te zawierajg zatem informacje o jed-
nych z pierwszych udokumentowanych zastosowa-
niach barwnika do wybarwienia tkanek kregowcow.

Poczawszy od drugiej potowy XVIII wieku ba-
dacze wybarwiali gtownie tkanki roslinne ze wzgle-
du na sztywnos$¢ ich $cian komdrkowych, mimo ze
wystepujace w komorkach roslinnych organelle, ta-
kie jak jadra komoérkowe, chloroplasty i wakuole sg
stosunkowo dobrze widoczne pod mikroskopem bez
specjalnego wybarwienia.

W 1839 roku niemieccy badacze Teodor Schwann
(1810-1882), Matthias J. Schleiden (1804—1881) oraz
Robert Remak (1815-1865) sformutowali komoérko-
w3 teori¢ budowy organizmoéw zywych. Przedstawita
ona niezwykle zrdznicowanie struktur biologicznych
1 sktonita badaczy do poszukiwania przyczyn obser-
wowanej réznorodnosci. Od 1850 roku powszechng
praktyka stalo sie wykorzystywanie technik bar-
wienia w mikroskopii, a niemiecki uczony Joseph
von Gerlach (1820-1896) w swej pracy o dziata-
niu karminu na tkank¢ nerwowa zwrocit szczegdlng
uwage na uzyteczno$¢ barwienia tkanek w histologii
1 zachgcit wielu niemieckich badaczy do korzystania
z barwnikow.

W drugiej potowie XIX wieku zaczeto na wigk-
sza skale produkowac i stosowac¢ barwniki. Wpro-
wadzono nowe barwniki pochodzenia naturalnego,
np. hematoksyline, alizaryn¢ czy safranine, jak row-
niez barwniki sztuczne syntetyzowane z aniliny. Mie-
szano roézne barwniki i odkrywano dla nich coraz to
nowe zastosowania.

Na przetomie XIX i XX wieku na zwickszenie za-
interesowania histologig bez watpienia wptyw miaty
badania hiszpanskiego patologa, laureata nagrody
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Nobla, Santiago Ramoéna y Cajala (1852—-1934). Jest
on uznawany za ojca neurobiologii, pioniera badan
nad anatomig centralnego i obwodowego uktadu ner-
wowego. Jego niebywale doktadne rysunki komorek
nerwowych i innych zwigzanych z nimi komorek
(m.in. komoérek neurogleju, komorek Schwanna) sa
wykorzystywane po dzi§ dzien w szkotach i na uczel-
niach jako materiaty dydaktyczne.

Réznice w specyfice, jakosci i kolorze barwnikow
wytwarzanych w Europie i Stanach Zjednoczonych
uswiadomity badaczom na poczatku XX wieku jak
bardzo potrzebna byla standaryzacja procedur pro-
dukcji barwnikow. Temat ten stat si¢ przedmiotem
dwoch konferencji, ktore skupity kilkunastu czoto-
wych naukowcow, a w 1922 roku powolano tzw. Ko-
misj¢ ds. Standaryzacji Barwnikéw Biologicznych
(ang. Commission on the Standardization of Biologi-
cal Stains), funkcjonujaca po dzi$ dzien w USA.

Dalszy rozw6j nauk chemicznych w XX wieku
i lepsze zrozumienie reakcji chemicznych zacho-
dzacych w czasie barwienia tkanek uswiadomily
naukowcom, jak wiele informacji mozna uzyskac
dzigki réznicujgcemu wybarwianiu preparatow mi-
kroskopowych tkanek (ryc. 1,2).
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Ryc. 1. Preparat mikroskopowy z 1908 roku, ze zbiorow Zaktadu Anato-
mii Porownawczej UJ. Bydto domowe (Bos taurus), przekrdj poprzeczny
przez uktad pokarmowy, w — watroba, t — trzustka, j — jelito. Fot. Dag-
mara Podkowa.

Barwienia histologiczne obecnie

Wspolczesnie stosowane techniki histologiczne
opracowywane zostaty dla tkanek kregowcow, ponie-
waz — w odroznieniu od tkanek roslinnych — poszcze-
golne organelle komorek kregowcdw, takie jak jadra
komorkowe czy skladniki cytoplazmy, ogladane przy
uzyciu mikroskopii $wietlnej bez zastosowania odpo-
wiednich barwnikoéw pozostajg niezréznicowane.

Obecnie przedmiotem badan sg zaréwno tkanki ro-
$linne jak i zwierzgce 1 w obu przypadkach wazny jest
odpowiedni dobor techniki barwienia. Zalezy on za-
réwno od typu analizowanej czasteczki (biatka, wie-
locukry, lipidy), jak i poziomu szczegoétowosci badan
(mikroskopia $wietlna, mikroskopia elektronowa).
Przed przystapieniem do procesu barwienia istotne
jest odpowiednie przygotowanie tkanki. Najpierw
tkanke nalezy utrwali¢ w utrwalaczu, ktory pozwala

na zachowanie struktury tkanki mozliwie najbardziej
zblizonej do jej naturalnej struktury. Najpowszech-
niejsze utrwalacze to alkohol etylowy i metylowy,

10 mm

Ryc. 2. Oko $wini. Preparat mikroskopowy zatopiony w celoidynie, wyko-
nany w 1930 roku (ze zbioréw Zaktadu Anatomii Porownawczej UJ), n —
nerw wzrokowy, r — rogowka, s — soczewka. Fot. Dagmara Podkowa.

kwas octowy 1 pikrynowy, formaldehyd i glutaralde-
hyd. Najprostszym sposobem utrwalenia jest zanu-
rzenie tkanki w utrwalaczu na okreslony czas, w cia-
gu ktorego grupy chemiczne utrwalacza usztywniaja
tkanke w rozny sposob. Alkohole i wigkszo$¢ kwasow
powoduja denaturacje i wytracenie si¢ bialek, nato-
miast utrwalacze aldehydowe wytwarzaja wigzania
krzyzowe wzmacniajac dodatkowo strukture tkanki.
Utrwalone tkanki nalezy zatopi¢ w odpowiednim do
krojenia medium, np. parafinie, celoidynie, zelatynie
czy zywicach (ryc. 3). Utwardzenie i zatopienie tkan-
ki pozwala na pokrojenie jej na odpowiednio cienkie
skrawki. Im ciensze sa skrawki, tym lepiej przecho-
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Ryc. 3. Metody utwardzania materialu biologicznego. Opracowanie:
Dagmara Podkowa, Ewa Bres.

dzi przez nie $wiatlo i tym lepiej struktura tkanki jest
widoczna pod mikroskopem. Sposobem na utwardze-
nie tkanki moze by¢ rowniez jej zamrozenie. Skrawki
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skrawane sg wtedy na specjalnym mikrotomie mro-
zeniowym.

Przyktadowo, tkanki utwardzone i zatopione w pa-
rafinie tnie si¢ na skrawki o grubosci 5—7 pm i nakta-
da na szkietka mikroskopowe. Przed przystapieniem
do procedury barwienia nalezy zanurzy¢ tak przy-
gotowane skrawki w rozpuszczalniku organicznym
w celu usunigcia hydrofobowej parafiny. Nastepnie
skrawki nawadnia si¢ w malejacych stezeniach al-
koholu i barwi. Po wybarwieniu skrawki odwadnia
si¢ we wzrastajgcych stezeniach alkoholu i zatapia
w balsamie kanadyjskim, permoncie lub innym me-
dium o odpowiednich wilasciwosciach optycznych,
ktory twardniejgc daje trwate preparaty mikroskopowe.

Przykladowe barwienia histologiczne

Barwienia przeglgdowe

W  réznicowaniu preparatow mikroskopowych
tkanek zwierzecych najczgsciej spotykamy si¢ z tak
zwanymi barwieniami przegladowymi. Cechuje je
z reguly niska swoisto$¢, gdyz barwnik moze zostac
zwigzany przez wiele roznych czasteczek. Barwienia
przegladowe stosuje si¢ wiec gldwnie do porownan
topograficznych migdzy réznymi typami tkanek.
Przyktadem barwienia przegladowego jest barwienie
hematoksyling i eozyna. Jest ono uniwersalne i szyb-
kie, totez czgsto stosuje si¢ je w pracowniach histo-
logicznych i histopatologicznych, jak rowniez w pla-
cowkach dydaktycznych i instytucjach naukowych.

Hematoksylina to barwnik zasadowy uzyskiwany
z drewna modrzejca kampechianskiego (Haematoxy-
lum campechianum). Barwi jadra komorkowe nada-
jac chromatynie jadrowej zabarwienie od koloru nie-
bieskiego do fioletowego. Sama hematoksylina jest
barwnikiem stabym, dlatego taczy si¢ ja z ré6znymi
solami metali aby utatwi¢ wniknigcie barwnika do tkanki.

Eozyna jest pochodna fluoresceiny i reprezentuje
barwniki kwasne. Barwi cytoplazme komorek na ko-
lor r6zowy.

Schematyczny przyktad barwnienia hematoksyling
i eozyng przedstawia ryc. 4.

Barwienia trojbarwne

Barwienie trojbarwne (ang. trichrome — trzy kolo-
ry) specyficznie roznicuje tkanke taczng zawierajaca
wiokna kolagenowe oraz tkanke migsniowa. W barwie-
niu tym uzywa si¢ dwoch barwnikéw kwasnych oraz
kwasu mineralnego, np. kwasu fosfowolframowego
lub fosfomolibdenowego. Pierwszy czerwony barw-
nik kwasny jest stosowany do przebarwienia catych
skrawkow tkankowych. Kwas mineralny zwigksza
powinowactwo wiokien kolagenowych do drugiego

barwnika kwasnego — zielonego lub niebieskiego —
zabarwiajacego wiokna kolagenowe. W rezultacie
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Ryec. 4. Schematy przyktadowych komorek wybarwionych hematoksylina
i eozyna.

A. Ogolny schemat komorki zwierzgcej. Organelle wybarwione hema-
toksyling: jadro komorkowe (j) z chromatyng i jaderkiem (gwiazdka),
mitochondrialny DNA (m), szorstka siateczka s$rodplazmatyczna (s).
Struktury wybarwone eozyna: cytoplazma (¢), ziarna wydzielnicze (z).
Struktury niezabarwione: aparat Golgiego (G). B. Granulocyt kwaso-
chtonny (eozynofil) zawiera w cytoplazmie ziarna wykazujace powno-
wactwo do barwnikow kwasnych, barwigce si¢ eozyng. C. Granulocyt
zasadochtonny (bazofil) zawiera w cytoplazmie ziarna wykazujace po-
winowactwo do barwnikéw zasadowych, barwigce si¢ hematoksyling.
Opracowanie: Dagmara Podkowa, Ewa Bres.

takiego barwienia otrzymuje si¢ trzy kolory. Tkan-
ka mig$niowa przyjmuje zazwyczaj kolor czerwony,
a wlokna kolagenowe kolor zielony lub niebieski.

Barwienia réznymi trichromami przedstawiaja
ryc. 5, 6. Ryc. 7 ilustruje poroéwnanie techniki barwie-
nia przegladowego z technikg barwienia trojbarwne-
go na przykladzie skory zaby wodnej (Pelophylax
esculentus).

Barwienia tkanki nerwowej

Kolejng grupa barwien histologicznych stoso-
wanych dla tkanek kregowcow sg barwienia specy-
ficzne dla tkanki nerwowej. Wszystkie opracowane
metody charakteryzujg si¢ selektywnoscia, poniewaz
w przypadku tej tkanki wysoka zawartos¢ lipidow
oraz wyspecjalizowana struktura sprawiaja, ze zwy-
kte barwienia nie sg dla niej wystarczajace. Barwie-
nia tkanki nerwowej réznicujg jej poszczegolne ele-
menty strukturalne, czyli komorki nerwowe, ostonki
mielinowe, komorki neurogleju. Do barwienia tkanki
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nerwowej czesto stosuje si¢ srebro i ztoto, zgodnie
z technikami opracowanymi m.in. przez Camillo Gol-
giego (1843-1926) oraz Santiago Ramona y Cajala.

W technikach barwienia opracowanych przez San-
tiago Cajala, skrawki tkanek umieszczane sa w roz-
tworze z jonami srebra i redukujagcym je zwigzkiem

Ryec. 5. Karlik szponiasty (Hymenochirus boettgeri). Przekrdj poprzeczny prez skore, n — naskorek, sk — wiokna kolagenowe w skorze wilasciwe;j,
$1 — gruczoty $luzowe, su — gruczoly surowicze.
A. Trichrom Van Giesona. B. Trichrom Dubreuilla i Curtisa. C. Trichrom Casona. Fot. Dagmara Podkowa.

Camillo Golgi jako pierwszy wybarwit losowo
srebrem ograniczong pule komorek tkanki nerwowej
oraz przyczynit si¢ do lepszego zrozumienia morfolo-
gii komorek nerwowych. Okreslone przez Golgiego
mianem ‘czarnej reakcji‘ (wl. reazione nera) barwie-
nie umozliwito mu obserwacje komoérek nerwowych
w mozgu. ‘Czarna reakcja’ polega na zatrzymaniu
czasteczek chromianu srebra na btonie komoérek ner-
wowych. Czarny osad gromadzi si¢ w ciele komorki
nerwowej, aksonie oraz wszystkich dendrytach dajac
ostry ich obraz na zottym tle. Wada jest kapry$nosé
techniki — nie wszystkie komorki nerwowe si¢ wy-
barwiajg. Zbior barwien wykorzystujacych utrwale-
nie tkanki w mieszaninie aldehydu-osmu-dichromia-
nu potasu w polaczeniu z impregnacja solami srebra
nosi dzi$ nazwe technik Golgiego.

chemicznym. Na skutek zachodzacej reakcji che-
micznej wytwarza si¢ osad metalicznego srebra, kto-
ry odktada si¢ na ostonkach mielinowych wypustek
komoérek nerwowych (ryc. 8). W celu zwigkszenia
kontrastu zabarwionych komoérek nerwowych wy-
znakowane srebrem tkanki sg czesto umieszczane
w roztworze chlorku ztota (tonowanie ztotem).

Barwienie technikg Franza Nissla (1860-1919)
wybarwia ziarna Nissla, inaczej tigroid, czyli spe-
cyficzne dla komorek nerwowych nagromadzenie
szorstkiej siateczki §rodplazmatycznej 1 miejsce in-
tensywnej syntezy biatek. Do barwienia stuzy wiek-
szo$¢ barwnikow zasadowych, np. fiolet krezylu
czy blekit toluidyny zabarwiajacych ziarna Nissla,
nagromadzenia RNA oraz chromatyn¢ jadrowa na
niebiesko.
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Bardzo specyficzng technikg wykorzystywang
w badaniach komorek nerwowych jest wprowadzanie
barwnikow lipofilowych, czyli tzw. ‘tracerow’. Jest to

mEm

Ryc. 6. Kumak gorski (Bombina variegata). Barwienie trichromem Pa-
siniego.

A. Przekroj poprzeczny przez skorg, n — naskorek, sk — wiokna kolage-
nowe w skorze wlasciwej, sul — gruczoty surowicze I typu, sull — gruczo-
ty surowicze II typu, §l — gruczoty $luzowe. B. Przekrdj podtuzny przez
przednia konczyng, ¢ — chrzastka, m — mig$nie. Fot. Dagmara Podkowa.

obecnie najszerzej stosowana technika do $ledzenia
transportu wzdhuz ciala komorki nerwowej. Barwniki
lipofilowe znakuja komorki nerwowe poprzez boczng
dyfuzje w ich blonie plazmatycznej. Nie sg toksycz-
ne i pozwalaja na znakowanie zarowno zywych, jak
i utrwalonych komorek nerwowych, a ich uzycie
gwarantuje otrzymanie doskonatego, trojwymiaro-
wego obrazu tkanki nerwowe;j.

Znacznie trudniej uwidoczni¢ jest w preparatach
histologicznych komoérki neurogleju. Neuroglej two-
1z3 astrocyty, oligodendrocyty i mikroglej w central-
nym systemie nerwowym oraz komorki Schwanna
i komorki satelitarne w obwodowym systemie ner-
wowym. Komorki neurogleju wytwarzaja mieling,
ochraniajg i wspomagaja komorki nerwowe w ich
funkcjach. Cho¢ jadra komorek neurogleju barwia
si¢ barwnikami zasadowymi takimi jak hematoksyli-
na, ich ciata pozostaja w barwieniach przegladowych
niewyroznicowane. Dlatego stworzono techniki spe-
cjalnie dla komodrek neurogleju takie, jak techniki
Golgiego czy opracowane przez Carla Weigerta
(1845-1904). Techniki te pozwalaja na specyficzne

uwidocznienie cial komorek neurogleju wraz z ich
wypustkami.

Ryc. 7. Zaba wodna (Pelophylax esculentus), przekrdj poprzeczny przez
skorg, n — naskorek, sk — witokna kolagenowe w skorze wiasciwe;j,
su — gruczoty surowicze, $§l — gruczoty $luzowe.

A. Hematoksylina i eozyna. B. Trichrom Gomoriego. Fot. Dagmara Pod-
kowa.

Barwienia alizaryng

Do wybarwienia tkanek zmineralizowanych, takich
jak kosci, zgby czy tuski kregowcow, ktore zawieraja
jony wapnia, stosuje si¢ alizaryne. Tkanki takie szli-
fuje si¢ mechanicznie do otrzymania plytek o gru-

Ryc. 8. Przekrdj poprzeczny przez widkno nerwowe barwione metoda
srebrzenia wg Bielschovskiego. Preparat ze zbiorow Zaktadu Biologii
i Obrazowania Komorki UJ. Fot. Dagmara Podkowa.




Wszechswiat, t. 113, nr 10—-12/2012

ARTYKULY

przylaczajaca si¢ do miejsc bogatych w wapn i uwi-
daczniajacg je na rubinowo. W przypadku tusek ryb
nie trzeba wykonywac¢ szlifu z uwagi na duza cien-
kos$¢ tych struktur (ryc. 9). Najbardziej spektakular-
nym przyktadem barwien alizaryna jest ukazanie bu-
dowy anatomicznej utrwalonego, calego organizmu
in situ (czyli bez naruszenia struktury organizmu).

M

Ryec. 9. Luska zgrzeblowata (ktenoidalna), jazgarza (Acerina cernua) wy-
barwiona alizaryng. Fot. Dagmara Podkowa.

Moéwimy wtedy o tzw. preparatach alizarynowych
(ryc. 10). Alizaryng¢ mozna stosowa¢ w polaczeniu
z innymi barwnikami, np. bi¢kitem alcjanu uwidocz-
niajacym tkanke chrzestng. Istniejg takze kombinacje
techniki alizarynowej z technikami histochemiczny-
mi. Pozwalaja one m.in. na uwidocznienie szkieletu
wraz z uktadem nerwowym.

zachodzacych pomigdzy skladnikami komorki
a barwnikami. Wprowadzony barwnik laczy si¢
z ugrupowaniem chemicznym specyficznym dla
danego rodzaju biatek, wielocukrow czy lipidow.
Prowadzi to do powstania statych, widzialnych pod
mikroskopem barwnych stratow. W celu lepszego
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Ryc. 10. Barwienie szkieletu in situ alizaryna.

A. Kumak (Bombina sp.). Widok od strony brzusznej. Kosci wybarwio-
ne na czerwono alizaryna, chrzastka wybarwiona na niebiesko bigkitem
alcjanu. B. Traszki zwyczajne (Lissotriton vulgaris). Widok od strony
grzbietowej. Fot. Dagmara Podkowa.

wyr6znienia wybarwionych zwigzkéw chemicznych
czesto stosuje si¢ barwniki kontrastujace, takie jak
hematoksylina nadajaca kolor jadrom komorkowym
lub czerwien jadrowa podbarwiajaca cytoplazme, ja-
dra komoérkowe i tkanke taczna.

Jest wiele przyktadow barwien histochemicznych.
Szeroko stosowana reakcja PAS (ang. Periodic Acid
Schiff reaction) uwidacznia obojetne wielocukry
(ryc. 11). Do wybarwiania substancji lipofilowych
stuzy czerwien oleista, a bigkit alcjanowy rdéznicuje
kwasne glikozaminoglikany wchodzace w sktad bton
podstawnych, elementow tkanki tacznej, chrzestnej
1 kostnej czy wydzielin gruczotoéw (ryc. 12).

OH

Ryc. 11. Przebieg reakcji PAS wykrywajacej obojtne wielocukry (polisacharydy) zawierajace pierscienie heksozowe. Utlenianie materiatu w kwasie
nadjodowym prowadzi do otwarcia piescienia i powstania grup aldehydowych (strzatki). Odczynnik Schiffa, czyli odbarwiona forma fuksyny zasado-
wej przytacza si¢ do grup aldehydowych dajac barwny produkt reakeji (F). Zmodyfikowane wielocukry barwig si¢ na kolor purpurowy. Opracowanie:

Dagmara Podkowa.

Barwienia histochemiczne

Techniki histochemiczne maja na celu wyodreb-
nienie ugrupowan chemicznych tworzacych komor-
ki i tkanki nie zmieniajgc ich wlasciwosci chemicz-
nych i pozwalajac na okreslenie charakteru tkanki.
Histochemia opiera si¢ na reakcjach chemicznych

Innym typem reakcji histochemicznych sg reak-
cje uwidaczniajgce produkty aktywnosci enzymow,
na przyklad hydrolaz czy enzymoéw oksydacyjno-re-
dukcyjnych. Zasada dziatania oparta jest na podaniu
do srodowiska reakcji substratu dla danego enzymu.
W celu uwidocznienia powstatego produktu reakcji
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stosuje si¢ roznego rodzaju barwniki. Przyktadowo,
aktywno$¢ dehydrogenaz mleczanowych uwidacznia
si¢ stosujac sole tetrazolowe. W formie utlenionej
sole te sg bezbarwne, natomiast pod wplywem reak-
cji dehydrogenazy z mleczanem, ulegajg one redukc;ji
dajac niebiesko-granatowe zabarwienie.

Ryc. 12. Barwienie histochemiczne: bigkit alcjanu i reakcja PAS.

A-B. Jelito ptotki (Rutilus rutilus). A. Blekit alcjanu, komorki kubkowe
w nablonku jelita zawierajace kwasne mukopolisacharydy zabarwione
na kolor niebieski (strzatki). B. Rekacja PAS, komorki kubkowe w na-
blonku jelita zawierajace obojg¢tne wielocukry zabarwione na purpurowo
(strzatki). C-D. Skora zaby wodnej (Pelophylax esculentus). C. Blekit
alcjanu, gruczoly sluzowe (§1) zawierajace kwasne mukopolisacharydy
zabarwione na kolor niebieski. D. Reakcja PAS, gruczoty $luzowe (8I)
zawierajace obojetne wielocukry zabarwione na purpurowo. Gruczoly
surowicze (su) nie wykazaly dodatniej reakcji na bigkit alcjanu i PAS.
Fot. Dagmara Podkowa.

Barwienia immunohistochemiczne

Immunohistochemia to technika odnoszaca si¢ do
procesu wykrywania antygenow, takich jak biatka
w komorkach lub tkankach, przy pomocy przeciw-
cial wigzacych si¢ specyficznie do antygenow tkan-
kowych. Pozwala to na poznanie doktadnego miejsca
lokalizacji biatka w obrg¢bie komorki i tkanki. Wizu-
alizacja reakcji przeciwciala z antygenem odbywa
si¢ poprzez przylaczenie do przeciwciala enzymu,
np. peryoksydazy, katalizujacego powstanie barwne-
go produktu reakcji. Alternatywnie, do przeciwciata
moze by¢ takze dolaczony barwnik fluorescencyjny,
np. fluoresceina.

Immunohistochemiama wiele zastosowan, m. in. do
wykrywania bialek odpowiedzialnych za procesy no-
wotworzenia, do identyfikacji biatek obecnych w ko-
morkach podlegajacych apoptozie, czyli zaprogramo-
wanej $mierci komorkowej, jak i do znakowania ko-
morek proliferujacych, czyli mnozacych si¢. Metody
imunohistochemiczne pozwalaja ponadto na specy-
ficzne uwidocznienie komorek zawierajacych badane
czasteczki. W ten sposdb mozna na przyktad wybior-
czo wybarwi¢ w mozgu astrocyty, znakujgc zawarte

w nich specyficzne biatko GFAP (ang. Glial Fibril-
lary Acidic Protein; kwasne biatko wldokienkowe)
albo wybidrczo wybarwi¢ komorki nerwowe zawie-
rajace poszukiwany neuroprzekaznik peptydowy.
Ryc. 13A przedstawia preparat mikroskopowy
nerwu kulszowego kumaka gorskiego (Bombina va-
riegata) wyznakowanego immunohistochemicznie.

Ryc. 13. Kumak gorski (Bombina variegata). zdjgcia z mikroskopu kon-
fokalnego nalezacego do: Confocal Microscopy Laboratory, Institute of
Zoology, Jagiellonian University, LSM 510 META, Axiovert 200 M,
ConfoCor 3 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, Germany).

A. Preparat mrozeniowy nerwu kulszowego wyznakowany dwoma prze-
ciwciatami I-rzedowymi (anty-lamininy i anty-S00) oraz skierowanymi
przeciwko nim przeciwciatami II-rzgdowymi sprzezonymi z fluorochro-
mami. Lamininy (wybarwione na zielono) to glikoproteiny bedace gtow-
nym sktadnikiem btony podstawnej komorek. S-100 (wybarwione na
czerwono) to specjalna rodzina bialek obecna w komoérkach Schwanna,
melanocytach, keratynocytach czy komorkach dendrytycznych. Potacze-
nie znakowania przeciwciatami oraz barwienia DAPI pozwolito na okre-
$lenie granic komorek (laminina, potozenia jader komorkowych (DAPI)
oraz identyfikacji komorek Schwanna otaczajacych nerwy (S-100).
B. Przekroj poprzeczny przez skore. Jadra komorkowe wybarwione na
niebiesko za pomo¢a DAPI-barwnika fluorescencyjnego silnie wigzacego
si¢ z DNA, n — naskorek, sk — skora whasciwa. Fot. Dagmara Podkowa, Ewa Bres.

Fluorescencja

Kolejng precyzyjng technika jest fluorescencja.
Fluorescencja jest to rodzaj $wiecenia (luminescen-
cji) polegajacy na emitowaniu pochlonigtego wcze-
$niej kwantu promieniowania elektromagnetycznego
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przez dang organelle w komérce. Swiatto emitowane
przez taka organelle odznacza si¢ wigksza dtugoscia
fali i mniejsza energig niz $wiatlo pochlonigte.

Tylko nieliczne organelle komorkowe, takie jak
lizosomy i mitochondria, wykazuja autofluorescen-
cje, czyli naturalng emisje $wiatta dzigki obecnosci
w ich wnetrzu fluoroforéw. W przypadku pozostatych
organelli, ich wyodrebnienie odbywa si¢ poprzez wy-
znakowanie fluoroforem sztucznie wprowadzonym
do komorki. Fluorofory to zwiagzki chemiczne, ktore
moga absorbowac¢ energi¢ o okreslonej dtugosci fali,
a nastepnie wyemitowac swiatlo o innej dtugosci fali.
Kolor fluorescencji zalezy od wtasnosci fluoroforu.
Przyktadowe fluorofory najczesciej stosowane to
DAPI — barwnik jadrowy (ryc.13B), fluoresceina czy
jodek propidyny. Bardzo duzym zainteresowaniem
cieszy si¢ takze fluorofor wyodrgbniony z tkanek me-
duzy (dequorea victoria). Jest to wykazujace autoflu-
orescencje biatko GFP (ang. Green Fluorescent Pro-
tein), szeroko obecnie stosowane m.in. w inzynierii
genetycznej do badan nad ekspresja genow.

Zastosowanie fluorescencji pozwala na znakowa-
nie organelli komorkowych i zwigzkéw chemicznych
obecnych w komorce w minimalnych ilo$ciach oraz
na wglad w toczace si¢ we wnetrzu komorki procesy
chemiczne. Ogladanie tkanek i komorek wyznakowa-
nych fluorescencyjnie mozliwe jest dzigki mikrosko-
pii fluorescencyjne;.

Wraz z rozwojem nauk biologicznych i bio-
technologicznych cigglym modyfikacjom podlegaja

tradycyjne techniki barwien, jak rowniez pojawiaja
si¢ nowe, bardziej zaawansowane. Obecnie stosu-
je si¢ rozne kombinacje opisanych powyzej technik
histologicznych. Udoskonalenie procedur barwienia
pozwala na poszerzenie mozliwos$ci klasycznych bar-
wien histologicznych, zwigkszenie precyzyji i szyb-
kos$ci wykonania preparatu.

Nasze krotkie spotkanie z barwnikami histologicz-
nymi i ich niezwykle interesujaca historia powoli
dobiega konca. Zapoznajmy si¢ jeszcze ze zdjecia-
mi preparatow mikroskopowych i alizarynowych
przedstawiajacymi niektore z dawniej i obecnie sto-
sowanych technik barwien histologicznych. Czgs¢
preparatow mikroskopowych pochodzi ze zbiorow
Zaktadu Anatomii Porownawczej UJ z 1900 roku.
Porownujac wspotczesne preparaty mikroskopowe
z XX-wiecznymi czytelnik moze sam przekonac si¢
o zmianach jakie zaszly w dziedzinie barwien histo-
logicznych. Dotycza one rodzaju uzywanych barw-
nikdéw oraz sposobu wykonania i opisu preparatow.
Dawniej czynnos$ci te wymagaty od badacza o wiele
wigkszego naktadu czasu i byly bardzo pracochtonne.

Obecnie stosowane techniki barwien sa wcigz udo-
skonalane i wspomagane coraz bardziej precyzyjna
aparaturg badawcza. Kariera barwnikow w histolo-
gii trwa nieprzerwanie, a one same wciaz inspiruja
badaczy.

Bl MgrEwa E. Bres jest doktorantka w Zakladzie Anatomii Porownawczej UJ przy Instytucie Zoologii UJ w Krakowie. E-mail: ewa.bres@uj.edu.pl.

ZWIERZETA—,,MATEMATYCY” — FAKTY, ROZWAZANIA

Wprowadzenie. O czym bedzie mowa?

Czyz zwierze moze by¢ matematykiem?

— To zalezy od rozumienia dwdch terminow. Jesli
matematyke bedziemy rozumieli $cisle jako ,,zespot
nauk postugujacych si¢ metoda dedukcyjna, zajmu-
jacych sig¢ gtownie badaniem zbioréw liczb, punktow
i innych elementéw abstrakcyjnych”, a matematyka
jako ,,pracownika naukowego zajmujacego si¢ mate-
matyka”, albo jako osobe (a wigc cztowieka) ,,studiu-
jaca matematyke, uzdolniong w tej dziedzinie” — to
oczywiscie zwierzg nie moze by¢ matematykiem!

Jezeli wszakze dokona¢ pewnej modyfikacji
znaczenia tych terminow (kto§ moze powiedzieC...

manipulacji), to si¢ okaze, iz istniejg zwierzeta, ktore
mozna uzna¢ za matematykéw — chocby w cudzystowie.

Przede wszystkim trzeba z definicji matematyka
usung¢ jednoznaczng charakterystyke podmiotu jako
cztowieka; wystarczy powiedzie¢, ze jest nim — ,,isto-
ta zywa”. A matematyke okreslmy po staroswiecku
jako ,,umiejetno$¢ postugiwania si¢ liczbami i utwo-
rami przestrzennymi (figurami geometrycznymi)”;
wszak gr. mathématiké' wywodzi si¢ z mdthéma
‘umiejetnosé, a dopiero wtdrnie — nauka’. Wypada tez
dopuscié, ze ,,matematyk” nie musi expressis verbis
postugiwa¢ si¢ liczbami, ale tym, co one wyrazajg —
a wiec, ze zajmuje si¢ tym, co mozna liczy¢ i mie-
rzyé: wilasno§ciami cial, zjawiskami i relacjami.




