Fixace

Uzaviraci media




Co je to fixace...

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

* Fixace je dgj cileny, pri kterem se objekty rychle usmrti
nebo se zastavi jiz zapocCate autolytické pochody.

« Fixace objektu (organizmu, vzorku z tkani a organu) se
provadi pomoci fixaCnich prostfedku, které se rozdéluji na
fyzikalni a chemicke.



Fixacni prostredek musi...

rychle pronikat do objektu

co nejvice zachovavat strukturu tkane, organu nebo
celeho objektu

zachovat barvitelnost tkané



Jak spravne fixovat...

pokud mozno zivé objekty (organizmy, bunky,
tkané)

mensSi zivocichy fixujeme celé

vetsi pred fixaci narkotizujeme

dostateCné mnozstvi fixacni tekutiny



Fixacni prostredky

Fyvzikalni fixacni prostredky

 fixace suchym teplem nebo varem

* |yofilizace (vyschnuti za nizké teploty; rychlé zmrazeni — sublimace
zmrzlé vody pfi nizkém tlaku a teploté v susarné)

e mrazova substituce

Dve posledni procedury nejsou fixaci v pravem slova smyslu,
protoze proteiny jsou denaturovany pouze v omezene mire
a zachovavaji si antigenni viastnosti.



Chemickeé fixacni prostredky

Etanol, metanol, aceton

- extrahuji lipidy a tkan po nich znacne ztvrdne a smrsti se

- pouzivaji se vetsinou jen ve smesich

Organické kyseliny

- octova, trichloroctova a kyselina pikrova, ktera se uziva v podobé

nasyceneho vodniho roztoku v kombinaci s formolem a kyselinou
octovou (Bouinova tekutina)

Slouc€eniny tézkych kovu
- chlorid rtutnaty (sublimat, HgCI2), soli chromu (K2Cr207) a oxid
osmicely (OsO4), ktery kvalitne zachovava strukturu tkane,

strukturu membran a jemné gelifikuje proteiny. Jeho nevyhodou je
pomaly prunik do tkané, inhibice enzymu a vysoka toxicita



Chemickeé fixacni prostredky

Aldehydy: fixacnim prostredkem cCislo jedna je formaldehyd. Pouziva
se zpravidla v 2-5 % koncentraci, doba fixace je 12-24 h.
Formaldehyd uchovava zejména dobre proteiny a lipidy, nikoliv
sacharidy. Pri delSim stani (hlavne na svetle) CasteCne oxiduje v
metanol a kyselinu mravenCi — znehodnoceni a nekvalitni fixace.
Nezadouci primés kyseliny mravenci lze z formaldehydu odstranit
praskovym uhliCitanem vapenatym. Je treba mit na zreteli, ze
formaldehydové pary jsou agresivni a drazdivé! Glutaraldehyd ze
skupiny dialdehydu kvalitné uchovava strukturu bunék a zcCasti i
aktivitu enzymatickych bilkovin. Proto nasel uplatneni zejména v
elektronové mikroskopii, histochemii a ultrahistochemii. K dobré
fixaci postaCuje doba 2-4 h v pufrovaném roztoku.

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



Etanol — EtOH (alkohol, etylalkohol, lih,..)

fixuje pouze ve vysoké koncentraci (70-100%)

dodava se 96%-ni

redeni destilovanou vodou

denaturovany 1% benzinu

V nizsi koncentraci: Spatne pronika, smrstuje tkan, rozpousti 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 rozkladajici —kyselina mravenci
(uchovavani v hnédych lahvich)

vyhody: dobre srazi bilkoviny, dobre pronika, nerozpousti tuky a
lipidy, dobre konzervuje, levny, jednoducha priprava,...



Kyselina octova (100%)

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

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



Sublimat (chlorid rtut’'naty)

nejpouzivanegjsi ze soli tézkych kovu

tvori bilé krystalky dobre rozpustné 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 (odstranéni
jodovou tinkturou nebo alkoholovym roztokem jodjodkalia po pridani
do 70%-niho alkoholu-barva konaku)

vyborny pro fixaci vlhkych roztéru



Bouinova fixaz

LIV 4

nejpouzivangjsi fixacni smes
smes nasyceného vodného roztoku kyseliny pikrove, 30%
formaldehydu a kyseliny octove — zluta barva (kyselina pikrova)

vyhody: dobre 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: rezové preparaty, skanovaci elektronova mikroskopie



Uzaviraci média

Funkce:
- pozorovaci prostredi (pruhledné, bezbarvé, optimalni index lomu)

- konzervace (x rozklad tkané)

- zachovani zbarveni (nesmi odbarvovat nabarvené preparaty)

musi byt pod celou plochou kryciho sklicka !!!




Rozdeéleni

1) s vodou misitelna
* glycerol

* glycerin-zelatina
 Liquido-Faure

2) s vodou nemisitelna
 Kanadsky balzam

« Dammara

« synteticke pryskyrice (Eukitt)



Uzaviraci média s vodou misitelna

- montovani neobarvenych objektu (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 prevadime 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 odparit — ramecek



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!)
— 0CiSteni od prebytecného media
— omyti formaldehydem, ramovani

- pouziti: drobni korysi, hmyz,..

- nevhodné pro uzavirani barvenych objektu — odbarveni



Liquido-Faure

Swanovo médium, Berlesovo medium, Hoyerova
smes 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 objektu—
projasneni

nevhodny pro: barvene objekty— odbarveni
suseni preparatu v termostatu (40°C)




Polyvinylalkohol + kyselina mlécna

- bily prasek (PVA)

- pouziti: textilni a farmaceuticky prumysi

- pro pripravu uzaviracino meédia: 15% roztok PVA v destilované vode
- projasnovaci schopnost (k. mlécna)

- suseni v teple, neramuje se

- pouziti: roztoci, vajicka hlistic, korysi



Glycerol - supiny ryb  ramovat

ktenoidni

Glycerol-zelatina: larva muchnicky
ramovat ~ komara, pakomara

8 . ER, WLU Dept. of Biology

chvostoskok Podura aquatica

Liquido-Faure:

Varroa destructor
nejdfive kapka média, rychle
prenést objekt, ponorit do média

a orientovat ho, prikryt krycim
sklem - neramuje se

susit v termostatu pri 40;C



http://images.google.co.uk/imgres?imgurl=http://www.ansp.org/~mcnair/simulium1.jpg&imgrefurl=http://www.ansp.org/~mcnair/proj_turbulence.html&h=1200&w=1200&sz=52&hl=en&start=2&um=1&tbnid=PYKPX2fYcwKnBM:&tbnh=150&tbnw=150&prev=/images%3Fq%3Dsimulium%26um%3D1%26hl%3Den
http://images.google.co.uk/imgres?imgurl=http://jan.zlatylist.org/084-makovka.jpg&imgrefurl=http://jan.zlatylist.org/1_tema.php&h=324&w=400&sz=36&hl=en&start=20&um=1&tbnid=Fa4Gnjp-LeUFqM:&tbnh=100&tbnw=124&prev=/images%3Fq%3Dpodura%26um%3D1%26hl%3Den%26sa%3DN
http://www.mini-ardenne.be/index.php?L=fr&statut=view&fichetitre=Collembole&pseudo=&pass=
http://images.google.co.uk/imgres?imgurl=http://newsimg.bbc.co.uk/media/images/40341000/jpg/_40341009_wax-hria203.jpg&imgrefurl=http://news.bbc.co.uk/1/hi/sci/tech/3857583.stm&h=152&w=203&sz=10&hl=en&start=25&um=1&tbnid=sxekLgCg347JFM:&tbnh=79&tbnw=105&prev=/images%3Fq%3Dvarroa%2Bdestructor%26start%3D20%26ndsp%3D20%26um%3D1%26hl%3Den%26sa%3DN

