Fixace
Uzaviraci media



Co je to fixace...

« Tkane a organy po zastave prisunu kysliku rychle
podléhaji autolyze, ktera je zpusobena
degradaci bunecneho obsahu uvolnénymi
enzymy. K zamezeni autolyzy se pouziva fixace,
jejiz podstata tkvi v koagulaci a denaturaci
bilkovin bunék a tkani.

* Fixace je dgj cileny, pfi kterém se objekty rychle
usmrti nebo se zastavi jiz zapocaté autolytické
pochody.

* Fixace objektu (organizmu, vzorku z tkani a
organu) se provadi pomoci fixacnich prostredku,
které se rozdéluji na fyzikalni, chemickeé a
fyzikalne-chemicke



Fyzikalni fixaéni prostredky - ovliviuji transportni funkci vody a tim narusi
enzymaticky katalyzované reakce v burikach

1. fixace pusobenim nizké teploty: rychlé zmrazeni,“suchy led®, tekuty dusik

2. fixace vysusSenim tkané za nizke teploty (freezing-drying): mrazova sublimace
(histochemie — prukaz aktivity enzymu)

3. Fixace mikrovinnym zarenim

Chemické fixaéni prostiredky — zaloZeno na pusobeni par nebo roztoku ucinnych
latek (fixaCnich tekutin), které ve vhodné koncentraci vyvolavaji jemnou a
Setrnou denaturaci enzymovych proteinu

Fyzikalné chemické metody — kombinace obou predchozich (napr. chlazena
fixaCni tekutina — etanol vymrazeny v -20°C)



Pozadavky na fixaci

Musi rychle pusobit v celém vzorku

Musi co nejlépe zachovat strukturu bunky, tkane,
organu, celého objektu

Musi zachovat dalsi pozadované zpracovani
(vySetreni, barvitelnost) vzorku



Fixujeme

pokud mozno zivé objekty (bunky, tkaneé, organizmy)
primérené velké vzorky mensi zivocichy fixujeme celé
vetSi zivocichy pred fixaci narkotizujeme (éter,
chloroform, hmyz zchladime)

dostateCné mnozstvi fixaCni tekutiny - az 5x vetsi
objem

Vzorek nesmi plavat, ani se prilepit ke dnu

radné uzavrit, radne popsat



Chemicke fixacni prostredky

Etanol, metanol, aceton - Extrahuji lipidy a tkan po nich znacne ztvrdne a
smrsti se. Pouzivaji se vétSinou ve smésich

Organické kyseliny - Octova, trichloroctova a kyselina pikrova, ktera se uziva
v podobe nasyceného vodniho roztoku v kombinaci s formolem a kyselinou
octovou (Bouinova tekutina)

Slouceniny tézkych kovu: Chlorid rtuthaty (sublimat, HgCI2), soli chromu
(K2Cr207) a oxid osmicely (OsO4), ktery kvalitné zachovava strukturu
tkané, strukturu membran a jemne gelifikuje proteiny. Jeho nevyhodou je
pomaly pranik do tkané, inhibice enzymu a vysoka toxicita.

Aldehydy: fixacnim prostredkem cislo jedna je formaldehyd. Pouziva se
zpravidla v 2-5 % koncentraci, doba fixace je 12-24 h. Formaldehyd
uchovava zejmena dobre proteiny a lipidy, nikoliv sacharidy. Pri delsim
stani, hlavné na svétle, castecne oxiduje v metanol a kyselinu mravenci,
které ho znehodnocuji a mohou zpusobit nekvalitni fixaci. Nezadouci
primés Kyseliny mravenci Ize z formaldehydu odstranit praskovym
uhlicitanem vapenatym. Je tfeba mit na zreteli, ze formaldehydoveé pary
Jjsou agresivni a drazdivé. Glutaraldehyd ze skupiny dialdehydu kvalitné
uchovava strukturu bunék a zc¢asti i aktivitu enzymatickych bilkovin. Proto
nasel uplatneni zeiména v elektronove mikroskopii, histochemii a
ultrahistochemii. K dobré fixaci postacuje doba 2-4 h v pufrovaném roztoku.

Fixacni smési : Bouin, Suza, Zenker, Sublimat-alkohol, Davidson, AFA




Etanol (alkohol, etylalkohal, linh,..)

fixuje pouze ve vysoké koncentraci (70-100%)
dodava se 96%-ni

redeni destilovanou vodou

denaturovany 1% benzinu

Vv nizSi koncentraci: Spatne pronika, tkan se
dehydratuje, extrahuji se tuky

pfi dlouhodobém uloZeni objektu v alkoholu—
snizovani barvitelnosti

Cisty etanol — analyza DNA



Metanol (absolutni)

pro fixaci krevnich natéru
je jedovaty

Formaldehyd

35-40%-ni roztok = 100% formol
pouziti — 4%, fedi se obyCejnou vodou

bezbarvy, drazdivy, na svétle vznika oxidaci formaldehydu
kyselina mravenci (zména pH, poSkozeni tkané),uchovavani v
hnedych lahvich

vyhody: dobre srazi bilkoviny, dobre pronika, dobre konzervuje,
levny, jednoducha priprava i v terénu



Kyselina octova (100%)

krystalizuje pfi 17° C — ledova k. octova
pouziva se ve fixacnich smeésich (se sublimatem, k.
chromovou a k. osmicelou)

kyselou reakci usnadnuje a urychluje fixacni uCinek
vlastnich fixaCnich slozek a zlepSuje barvitelnost



Sublimat (chlorid rtut’naty)

nejpouzivanéjsi ze soli tézkych kovu

tvori bilé krystalky dobre rozpustne ve vode a
alkoholu

jedovaty!

pouziva se ve smesich (napr. sublimat-k. octova,
sublimat-alkohol)

zachovava barvitelnost tkani, dobra fixace jadra

po fixaci zbyva ve tkani srazeniny rtuti —artefakty
(odstraneni jodovou tinkturou nebo alkoholovym
roztokem jodjodkalia po pridani do 70%-niho
alkoholu-barva konaku)

vyborny pro fixaci vinkych roztéru



Bouinova fixaz

- smeés nasyceného vodného roztoku k. pikrové, 30% formaldehydu
a k. octové—Zluta barva (k. pikrova)

- vyhody: dobfe pronika a fixuje, snadna pfiprava, objekty se po ni
dobre barvi, nemusi se z tkané dlouho vypirat,..

- prumérna doba fixace: 24h—vypirani v 70%-nim alkoholu
- pouziti: frezové preparaty, skanovaci elektronova mikroskopie

AFA
Davidsonova fixaz



Uzaviraci meédia

Funkce:

- pozorovaci prostiedi (pruhledné, bezbarve,
optimalni index lomu)

- konzervace (zabranuje rozkladu objektd)

- zachovani zbarveni (nesmi odbarvovat
nabarvené preparaty)

musi byt pod celou plochou kryciho sklicka !!!




Rozdeéeleni

s vodou misitelna s vodou nemisitelna
« glycerol . Kanadsky balzam
« glycerin-zelatina « Dammara

 Liquido-Faure * syntetickeé pryskyrice



Uzaviraci media s vodou misitelna

- montovani neobarvenych objektu, které vyzaduji projasnéni

Glycerol (glycerin)
- misi se s alkoholem i vodou
- vysoky index lomu (1,45)
- objekty do ného nemuzeme uzavfit pfimo (smrsténi, potrhani)
- objekty fixované vodnimi fixazemi (napf. 4% formaldehyd) prfevadime
nejdrive do glycerinu s vodou (1:10 x 1:5)

- objekty fixované alkoholem prevadime do glycerinu s alkoholem (1:10 x
1:5), vodu nebo alkohol nechame odpafit - ramujeme




Glycerol-zelatina

smes zelatiny (tuhne), glycerol (projasnuje), destilovana voda,
krystalicky fenol (proti plisni)

- rozehrati ve zkumavce na vodni lazni
— prenos na objekt na podloznim sklicku
— prekryti krycim sklickem (bez bublin!)
— 0ocCisteni od prebytecného media
— omyti formaldehydem, ramovani
- pouziti: drobni korysi, hmyz,..
- nevhodné pro uzavirani barvenych objektu — odbarveni
- ramujeme



Liquido-Faure

Swanovo médium, Berlesovo médium, Hoyerova smeés atd.

- slozeni: destilovana voda, arabska klovatina
glycerol, chloralhydrat,

- vyhody: muze se soucasné pouzivat jako fixacni
prostredek, dobre tuhne, nevyzaduje ramovani

- vhodny pro uzavirani malo pruhlednych objekti—
projasnéni

- nevhodny pro: barvené objekty— odbarveni

- suseni preparatu v termostatu (40°C)




Polyvinylalkohol + kyselina mlécna

- bily prasek (PVA)

- pouziti: textilni a farmaceuticky pramysl

- pro pripravu uzaviraciho media: 15% roztok PVA v destilované vodé
- projasnovaci schopnost (k. mlécna)

- suseni v teple, neramuje se

- pouziti: roztoCi, vajicka hlistic, korysi



ramovat

chvostoskok Podura .équ.atica

Liquido-Faure:

Varroa destructor — fixace 70% etanol
nejdrive kapka média, rychle prenést
objekt, ponorit do média a orientovat
ho, prikryt krycim sklem —

neramuje se

susit v termostatu pri 40°C

glycerol - Supiny ryb - ramovat

Prenést Supinu na podlozni sklo (je
pfevedena v glycerolu)

dokapnout glycerol
Prikryt krycim sklickem - ramovat

glycerol- zelatina: ramovat — chvostoskoci jsou v
glycerolu, prenést aspon 5 jedincl na podlozni sklo,
zakapnout rozehratou glyc.-zel., prikryt krycim sklem -
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