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Uvod
(aneb Navod k pouziti
se Cte vzdy jako posledni)

Histologie je nauka o fyziologické, ,,normalni* stavb¢ buné¢k a tkani a principech jejich usporadava-
ni. Znalost toho, jak je lidské t€lo usporaddno na mikroskopické trovni, ptijde lékati velmi vhod. Byli
bychom radi, kdyby vyuka histologie pfinesla poslucha¢im i povédomi o souvislostech fyziologické
struktury a fyziologické funkce a tuseni, Zze porucha funkce obvykle Gizce souvisi s poruchou struktury.

Pro toto pfani mame padny divod. Histologie totiz umoziuje vidét fadu véci na vlastni oci.

Svételny mikroskop, zkonstruovany pied vice nez 400 lety v Nizozemi, poskytl biologickym védam
zasadni informace, na jejichz zékladé Purkyné, Schleiden, Schwann a Virchow od roku 1837 postupné
formulovali bunécnou teorii. Histologie tak lezi v zdkladech moderni mediciny.

Autorem prvni ucebnice histologie z roku 1841 byl Henle. V této ucebnici byly jiz popsany zakladni
obecné rysy tkéni a organd.

Druha polovina 19. stoleti a zacatek 20. stoleti byly obdobim nejvétsiho rozkveétu klasické deskriptiv-
ni histologie. V té dob¢ bylo ziskano velké mnozstvi poznatkt o struktufe jednotlivych organd lidského
téla. Rozvoj histologie umoznil technicky pokrok v konstrukci mikroskopt a mikrotomu a zdokonaleni
techniky zpracovani tkani pro potieby svételné mikroskopie.

V roce 1830 se podaftilo odstranit chromatickou vadu objektivu, v roce 1898 byl nalezen zpiisob, jak
odstranit astigmatismus ¢ocek svételného mikroskopu. Byl také zkonstruovan mikrotom, ktery umoznil
zhotovit fezy tlusté kolem 10 um. Byly popsany nové metody fixace a barveni tkani. Badatelé byli pii
své praci ale stale omezeni rozliSovaci schopnosti svételného mikroskopu (0,2 pum).

RozliSovaci schopnost mikroskopu je dana nejmensi vzdalenosti dvou bodd, které mohou byt jeste
rozliSeny jako samostatné jednotky. Zavisi na parametrech mikroskopu, zejména na konstrukci jeho
objektivu, a dale na vinové délce zafeni, ve kterém objekt pozorujeme. Zacatkem minulého stoleti byly
technické moznosti zlepSeni konstrukce svételnych mikroskopti jiz vyCerpany.

Badatelé Knoll, Ruska a Knoblauch proto zacali hledat zdroj zateni s kratsi vinovou délkou. Vypo-
cetli, Ze pti uziti korpuskularniho zafeni — proudu urychlenych elektronti — mtize byt teoreticky dosazena
rozliSovaci schopnost 0,2 nm. Pfistroj vyuzivajici tento druh zafeni — elektronovy mikroskop — byl
zkonstruovan ve 30. letech 20. stoleti skupinou némeckych techniki, kterou vedli. Do nasi republiky se
prvni elektronovy mikroskop dostal az po 2. svétové valce v ramci dodavek UNRRA. Svétové urovné
dosahl v konstrukcei elektronovych mikroskopt v Brné Armin Delong.

V 50. letech 20. stoleti pokrocila technologie zpracovani zivo¢i§nych tkani pro potfeby elektronové
mikroskopie natolik, ze byla dosazena prakticka rozliSovaci schopnost okolo 10 nm (v soucasnosti kolem
1 nm). Dalsi bouflivy rozvoj elektronové mikroskopie obohatil naSe znalosti zejména v oblasti cytologie.
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Za objev kryoelektronové mikroskopie byla udélena Nobelova cena v roce 2017 (Dubochet, Frank
a Henderson).

Ve svételné mikroskopii mezitim doslo k objevu prakticky pouZzitelnych fluorescenénich barviv (flu-
orochromtl), a proto se rozsifilo pouzivani mikroskopu fluorescenéniho. Ten vyuziva jevu, kdy je vyso-
koenergetické UV zateni pohlcené fluorochromem vyzateno ve viditelném spektru.

Opréseni a rozvinuti starého patentu snimani obrazu z jedné roviny zaostfeni (Minsky 1957; plzensti
Petran a Hadravsky 1965) vedlo v konci 20. stoleti ke konstrukci prakticky vyuzitelnych svételnych
konfokalnich mikroskopt. V roce 1990 (Webb) byl zaveden dvoufotonovy mikroskop. Konfokalni
a dvoufotonové mikroskopy spolu s vizualiza¢nimi systémy dale zminénych metod umoziuji postihnout
nejen zastaveny d¢j ve fixované bunce nebo tkani, ale i Casové sekvence v bunkach zivych nebo ome-
zen¢ prezivajicich. Slozenim jednotlivych rovin zaostieni 1ze rovnéZz rekonstruovat trojrozmérmy obraz
ezl silnych az 400 um. Znama deskriptivni stranka histologie tak ziskava vztah k funkci bunék, tkani
i organt.

K rozvoji histologie velkou mérou ptispély poznatky ziskané histochemickymi, imunocytochemic-
kymi, imunohistochemickymi a hybridiza¢nimi metodami. Zcela zasadni prilom ptinesla v 70. letech
minulého stoleti moznost hybridomové konstrukce monoklonalnich protilatek (Nobelova cena 1984 pro
Kohlera a Milsteina), umoziujicich imunolokalizaci jednotlivych epitopl sledovanych antigend. Jinak
feceno, umoznujicich identifikovat jednotlivé molekuly, at’ uz strukturalni nebo funkéné ditlezité, v misté
jejich vyskytu neboli in situ.

A tu se dostavame k dal$imu uskali zékladniho pfedmétu mediciny. Popisovy aparat celé zapadni
mediciny je zalozen na latinskych a feckych terminech, ptipadné jejich hybridech. Je to logické, nebot’
latina byla dlouhou dobu universalizujicim jazykem vzdélanych lidi. Terminy proto v sob& nesou infor-
maci, ktera poslucha¢iim nepoznamenanym mnohdy ani zaklady latiny (natoz koiné) bohuzel unika.
Osobné bych si pral, aby i k nasim studentim dolehl zavan jazykové elegance a nebarbarského uzivani
odbornych termindg.

Posledni piani souvisi s tim, Ze histologie je z pohledu posluchace 1ékafstvi jen jednim ze zakladnich
pfedmétl a Ze mu ma poslouzit jako ndstroj poznani a prace. Zcela védomée proto nebudeme tuplné
vysvétlovat pojmy a metody ,,vyplijcené ze sousednich oborti a budeme si prat, aby kazda takova
nejasnost (i v tomto uvodu uz byly) byla popichnutim k vlastni iniciativé. V dnes$ni dob¢ je informac¢nich
zdroju ptece ad nauseam usque.

Pan profesor Tomas Halik nedavno konstatoval, ze studenti fadu predmétii povazuji za balast, tedy
zbytecnou véc.! Je zajimavé se vratit k pivodnimu vyznamu slova balast ze sttedovékého namoinictvi.
Plachetnice potiebovaly néjak vyvazit silu vétru na plachtovi. Proto se do kylu umistoval balast — zatéz
(zpocatku kameny, pak kov, nakonec voda), ktera tvotila mrtvou, neuziteCnou ¢ast ptepravovaného obje-
mu a hmotnosti. | pfes tuto nevyhodu je balast dilezitou soucasti konstrukce lodi, nebot’ zabranuje
prevrzeni lodi, a tedy viitbec umozZiiuje lodi plout.2 Takovym balastem histologie a embryologie pro
medicinu opravdu je. V angli¢ting posmé&$nou konotaci ono slovo nema3. Inu, namoini velmoc. Djo,
mofe...

Za sebe 1 za spoluautory preje piijemné cteni
Ludék Vajner
V Praze 2010 a 2018

U Lidovy slovnik pro chalupdre [online]. [cit. 19. 4. 2018]. Dostupné z: http://lidovyslovnik.cz/index.php?dotaz=balast/

2 Voln¢ podle Wikipedie. Oteviena encyklopedie [online]. [cit. 19. 4. 2018]. Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki
/Balastni_nadrz/

3 Wiktionary. The Free Dictionary [online]. [cit. 19. 4. 2018]. Dostupné z: https://en.wiktionary.org/wiki/ballast/
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Ale nyni prosim in medias res!

Buiiky jsou ptedmétem zajmu CYTOLOGIE.

Jednotlivé bunky v organismu zpravidla spolupracuji, a tak vytvareji funkéni soubory zvané tka-
né. Zakladni typy tkani jsou prekvapivé jen Ctyfi (epitelova, pojivova, svalova a nervova) a pojedna-
vé o nich OBECNA HISTOLOGIE. Jejich kombinaci vznikaji tkané odvozené, slozené (napf. tka
lymfaticka).

Tkan¢ jsou zakladem pro organy a organové systémy studované histologii specialni neboli MIK-
ROSKOPICKOU ANATOMII.
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1/ Cytologie

Burika je zakladni strukturalni i funkéni jednotkou téméf vSech zivych organismi, a to jednobunéc-
nych i mnohobunécnych. Jeji ziva hmota, protoplasma, je od okoli ohrani¢ena bunécnou membranou.
V bunice probihaji metabolické dé€je, buiika je schopna rlistu a pohybu a odpovida na zevni podnéty. Tak
je zajisténa existence buiiky i predpoklad jeji replikace.

Existuji dva morfologicky odlisné typy bun¢k (Archaea pro nase potfeby vynechame), jednak bunky
prokaryotické, jednak eukaryotické. Bunky prokaryotické nemaji vyvinuty obal, ktery oddéluje gene-
ticky material — deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) — od dalSich slozek buiiky. Jejich DNA neni ani
vazana na specifické bazické proteiny histony. V protoplasmé nemaji dale vyvinuty Zzadné membranou
ohrani¢ené bunécné organely. Jsou to buitkky malé, primémeé obvykle méti pouze do 5 um. Typickymi
predstaviteli prokaryotickych buné¢k jsou bakterie. Bunky eukaryotické jsou obvykle vétsi. Doslo zde
k oddéleni karyoplasmy od cytoplasmy, to znamena, Ze buniky obsahuji jadro oddélené jadernym obalem
od cytoplasmy. V jadfe se kromé nukleovych kyselin vyskytuji i histony. V cytoplasmé nachazime cetné
membranou ohranicené organely. Protoze pfedmétem naSeho studia je histologie ¢loveka, bude se dalsi
vyklad tykat vyhradné bun¢k eukaryotickych.

V pribéhu fylogenetického vyvoje se nediferencované primitivni buniky, které musely vykonavat
doposud nepiili§ efektivné celou fadu aktivit, postupné transformuji v buriky, které jsou schopny vykona-
vat, obvykle ve spolupréci s dal§imi obdobnymi buiikami, velice efektivné pouze omezeny pocet funkei.
Obdobné procesy pozorujeme i v pribéhu ontogenetického vyvoje. Tento proces funkéni specializace
se oznacuje jako bunécna diferenciace. V lidském organismu se vyskytuje okolo 200 typt riizn¢ termi-
naln¢ diferencovanych bunck.

Prave diky probéhlé diferenciaci je tvar bunék v téle mnohobunécnych organismi velmi rizny. Je
ovlivnén funkei bunék i jejich vztahem k okoli. Bunky tésné vedle sebe uspotfadané, tvofici bunécné
vrstvy, maji obvykle tvar polyedricky. Podle vysky je rozdélujeme na buiiky ploché (dlazdicové), kubic-
ké nebo cylindrické. Bunky vystylajici sférické prostory acinti maji tvar pyramidovy. Bunky, které se
uvolnuji ze svazku s okolnimi buiikami nebo jsou suspendovany v fidkém prostfedi, maji tendenci se
zakulacovat, nabyvat tvaru sférického. Nékteré bunky maji specialni tvar. Hladké svalové bunky jsou
vietenovité, nékteré neurony se svymi ¢etnymi vybézky maji tvar hvézdicovy. Jiné neurony maji tvar
pyramid. Bunky az bizarnich specializovanych tvart se nachazeji zejména v nékterych smyslovych
organech.

Také velikost bunék je rizna, v lidském téle Siroce kolisa mezi 4 az 150 pm. V jedné vrstveé kliry
mozecku nachazime jedny z nejmensich bunék v lidském organismu — drobné neurony s primérnou
velikosti okolo 4 um. V sousedni vrstveé se vyskytuji velké neurony zvlastniho tvaru — Purkynovy bunky,
které dosahuji velikosti az 120 um. Nejvétsi buiikou lidského organismu je oocyt. Jeho primér dosahuje
az 150 pm. Primérma velikost somatickych bunék se ale pohybuje v rozmezi mezi 10 — 20 pum.
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Délka Zivota jednotlivych bunek se rovnéz vyrazné lisi. Nekteré buiky, naptiklad krevni elementy,
ziji pomérné kratce, jen nékolik dnti. Naopak jiné bunky by mély zit po celou dobu existence lidského
organismu. Pfikladem takovych bunék jsou neurony a kardiomyocyty.

Protoplasmu eukaryotickych bunék Ize popsat, jak uz bylo naznaceno, jako dvé casti — karyoplas-
mu a cytoplasmu. Spolecné tvofi tyto dvé ¢asti celek, ktery je nezbytny pro zajisténi zivotnich projevi
a funkci bunky. Jen ojedinéle a na predem naprogramovanou dobu mohou existovat buniky bez jader,
napf. erytrocyty nebo vlakna cocky.

Cytoplasmu buniky miizeme definovat jako veskerou zivou hmotu buiiky kromé¢ jadra. Od okolniho
prostiedi je oddélena bunéénou membranou — plasmalemou. Cytoplasmu tvoii buné¢na matrix neboli
cytosol, v némz jsou obsazeny struktury, které mizeme rozd¢lit do tii skupin. Jsou to bunécné organely,
elementy cytoskeletu a inkluse. S rozvojem bunécné biologie se vSak zda, Ze toto déleni ma spise didak-
ticky, nez fakticky vyznam, jak konecné vyplyne i z naseho dalsiho vykladu.

Bunééné organely jsou permanentni soucasti cytoplasmy eukaryotickych bunék. VétSina jejich
typt je ohrani¢ena membranou. Obsahuji enzymy, které se u¢astni metabolickych pochodu buiiky.
Mezi organely patii:

— mitochondrie,

— endoplasmatické retikulum (ER),

— Golgiho komplex,

— lysosomy,

— peroxisomy

— adale tak zvané nemembranové organely, jako jsou ribosomy, proteasomy (které jsou permanentni-

mi slozkami cytoplasmy) a n¢kolik dalSich, dosud ne uplné pfesné zatazenych struktur, které buiika

obsahovat nemusi.

Elementy cytoskeletu predstavuji v cytoplasmé dynamickou opérnou a transportni sit’. Elementy
cytoskeletu jsou:

— mikrofilamenta,
— intermedialni filamenta a
— mikrotubuly a jejich komplexy — centriol a jeho derivaty.

Cytoplasmatické inkluse jsou do¢asné komponenty buiiky, které mohou nebo nemusi byt ohrani-
¢eny membranou. Mohou obsahovat nékteré enzymy, které se vSak na metabolickych pochodech buiiky
pfimo nepodileji. Jedna se obvykle o rizné pigmenty nebo o nahromadéni bunéénych metabolitii — lipi-
da, proteint a sacharidi.

Biologick4a membrana

Buiiky vymezuje vici okolnimu prostfedi bunééna membrana — plasmalemma. Tato membrana
zprostiedkovava mezi bunkou a jejim okolim vyménu nejriznéjsich latek, dlezitych pro Zivotni funkce
bunky jak metabolicky, tak informac¢né. Jak jiz bylo naznaceno v tivodu kapitoly, krom¢ buné¢né mem-
brany se v bunce vyskytuji i membrany ohranicujici Fadu dalSich struktur. Najdeme je kolem vétSiny
organel, n¢kterych inklusi, tvofi jaderny obal. Tyto membrany tedy jednak oddé€luji jednotliva prostiredi
(,,kompartmenty*), jednak zprostredkuji jejich vzajemnou komunikaci.

Existenci membrany, ktera obklopuje a chrani bunku, prokéazal jiz v roce 1855 Négeli. Odhalil také
semipermeabilni charakter této struktury. Mnohem pozdéji bylo zjisténo, ze bunécna membrana je
7,5 az 10 nm silna. Je tedy hluboko pod rozlisovaci schopnosti svételného mikroskopu. Struktura, kte-
rou na povrchu bunék popsal Nageli a kterou i my nyni pozorujeme ve svételném mikroskopu, je vlastni
bunécna membrana, jeji zevni obal a také vrstvicka proteint pfiloZzend k cytoplasmatickému povrchu
membrany.
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Velmi zahy bylo zjis$téno, ze hemolyzou erytrocyti je velmi snadné ziskat izolované bunééné mem-
brany ve velkém mnozstvi. Vzhledem ke snadné dostupnosti tohoto materialu bylo chemické slozeni
bunécné membrany znamo diive nez jeji ultrastruktura.

Jiz v roce 1925 Gartner a Grendel vyslovili nazor, ze buné¢na membrana se sklada z bimolekularni
vrstvy lipidQ s vysokym obsahem fosfolipidt. Dalsi chemicky vyzkum ukazal, Ze molekuly fosfolipida
se skladaji z hydrofilni a hydrofobni ¢asti. Déle bylo zjisténo, Ze proteinové molekuly se vazou na hyd-
rofilni ¢asti téchto molekul. Na zakladé téchto poznatki vytvorili v roce 1935 Dawson a Danielli model
biologické membrany.

Ultrastrukturou membranovych struktur, které se v buiice nachazeji, se v 50. letech 20. stoleti zaby-
val Robertson. Zjistil, Ze jednotlivé membrany v bunce — buné¢¢nd membrana, membrany ohranicujici
jednotlivé organely i membrany tvofici jaderny obal — se do jisté miry lisi. Nejnapadnéjsi jsou rozdily
v jejich tloustce. Ten¢i a mén¢ kompaktni membrany vytvareji fosfolipidy s nenasycenymi vazbami
v hydrofobnich ¢astech molekuly (viz dale). Ultrastrukturu maji vSak v zasad¢ stejnou. V transmisnim
elektronovém mikroskopu se vSechny membrany jevi jako trojvrstevné. Setkame se také s ndzvy trojité
nebo dvojité konturované (obr. 1). Robertson se domnival, Ze elektronové densni vrstvy jsou tvoreny pro-
teiny a stfedni vrstvicka je tvofena lipidy. Membrany vyskytujici se v buiice nazval ,,unit membranes®.
V cestiné se uziva nazev biologicka membrana.

V roce 1972 Singer a Nicholson vytvoftili novy model struktury biologické membrany. Tento model
se nazyva model tekuté mozaiky (obr. 2) nebo také ,,dvojrozmérné kapaliny*. Je dosud platny a shrnuje
nasSe soucasné predstavy o molekularni struktufe membran pfitomnych v bunce. Slozky membrany
jsou samoziejmé kodovany genomem, ale vyslednd podoba konkrétni membrany je dana matricovym
zplsobem, tj. mnozeni membran probiha vzdy jako pokraovani jiz existujici membrany — tedy vSechny
membrany jsou maternalniho pivodu! V somatické buiice pocina replikace membrany v hladkém
endoplasmatickém retikulu.

Zaklad biologické membrany tvoii bimolekularni vrstva fosfolipidi. V nejlépe prozkoumané
bunécéné membrané skladaji vnéjsi list, hrani¢ici s mimobunéénym prostorem, pievazné molekuly fos-
fatidylcholinu neboli lecitinu a sfingomyelinu neboli sfingolecitinu. Vnitini list, obraceny k cytoplasmé,
skladaji prevazné molekuly fosfatidyletanolaminu neboli kefalinu, fosfatidylinositolu a fosfatidylserinu
neboli serinkefalinu. Za urcitych okolnosti mize dojit k rotaci fosfolipidu v rameci listu nebo mnohem
vzacngji k preklopeni fosfolipidu (napt. fosfatidylserinu) z jednoho listu do druhého za ucasti enzymu
skramblazy. Molekuly fosfolipidt jsou odvozeny od triacylglycerolu. V biologické membrané¢ sméiuji
jejich dlouhé apolarni hydrofobni fetézce do stfedu membrany, jejich hydrofilni ¢asti tvofi povrchy obou
listd biologické membrany. Mezi fosfolipidy jsou vmezefeny mensi molekuly cholesterolu. Zejména
ve vnéjs$im listu bunéné membrany jsou pfitomny i molekuly glykolipidi. Tim je zalozena asymetrie
biologickych membran. Molekuly cholesterolu se kumuluji spolu s transmembranovymi useky molekul
proteinil nebo glykolipidl, ¢imz omezuji jejich libovolnou lateralni difazi (tj. ,,pluti* listem membrany)
a vytvareji funkéni mikrodomény zvané lipidové rafty.

Obr.1: Struktura biologické membrany
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Obr. 2: Biologickda membrana v modelu tekuté mozaiky

Proteiny tvofi obvykle okolo 50 % hmotnosti kazdé membrany, jejich zastoupeni v jednotlivych
membranach se ale casto vyrazné li§i. Vnitfni mitochondridlni membréana obsahuje az 80 % proteind,
naopak v modifikovanych bunéénych membranach tvoticich myelinové pochvy nachazime méné nez
18 % proteind.

Proteiny obsazené v membranach délime na integralni a periferni. Integralni proteiny predstavuji
skupinu proteinti, které jsou pfimo zabudovany do lipidové dvojvrstvy a jsou zde pevné¢ vazany. Jejich
vazba je vysledkem interakce mezi lipidy a hydrofobnimi oblastmi na povrchu makromolekul proteint.
Integralni membranové proteiny 1ze z membran izolovat pouze drastickymi metodami, naptiklad uzitim
detergentll, coz vede k destrukci struktury zkoumaného tseku.

Integralni membranové proteiny miizeme dale délit na penetrujici (transmembranové) a nepenetru-
jici. Nepenetrujici integralni membranové proteiny jsou zakotveny do lipidové dvojvrstvy, ptipadné
jen do jednoho jejiho listu, a vy¢nivaji jen na jednom povrchu membrany. Molekuly penetrujicich
integralnich proteini jsou tak velké, ze prostupuji celou dvojvrstvou lipidovych molekul. Periferni
proteiny jsou k povrchu membran pfipojeny volnéji. Lze je izolovat aplikaci nékterych solnych roztoki.

Fosfolipidova dvojvrstva piedstavuje prostiedi, ve kterém nejsou integralni membranové proteiny
rigidné vézany na jednom miste, ale mohou se touto dvojvrstvou pohybovat ve smérech rovnobéznych
s povrchem membran (lateralni diftize). Mohou se kumulovat v urcité oblasti membrany a spolu s chole-
sterolem vytvaret lipidové rafty. Tim Ize dosahnout vyrazné asymetrie v uloZeni proteinovych molekul,
naptiklad nahlouceni receptor. Pohyb integralnich membranovych proteini neni ndhodny. Je fizen
mechanismem, ve kterém hraji velkou tlohu aktinova mikrofilamenta, ktera tvoii terminalni sit’ v oblasti
pod bunéénou membranou. Pfekazku pro volny pohyb integralnich membranovych proteint lipidovou
dvojvrstvou predstavuji zonulae occludentes (viz dale).

Diilezitou ulohu ve struktuie biologické membrany hraji také sacharidy. Sacharidové fetézce se
tu vyskytuji ve vazbé na lipidy nebo proteiny, tedy jako glykolipidové nebo glykoproteinové moleku-
ly. Sacharidové fetézce glykoproteinii a glykolipidll vy¢nivaji v pfipad¢ bunééné membrany nad zevni
povrch. Predstavuji dilezité komponenty membranovych receptori, které hraji dilezitou tlohu pii
zajistovani adheze a rozpoznavani riiznych latek buiikou. Lokalizace sacharidovych fetézct glykoli-
pida a glykoproteind dale ptispiva k asymetrii, ktera je jednou ze zdkladnich vlastnosti biologickych
membran. Na nekterych bunénych membranach nachazime velké mnozstvi anténovité vycnivajicich
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