Zpracovani vzorku pro histologické vysetreni

Fixace vzorku

Po odebréani vzorku tkdné dojde k preruseni regula¢nich vztahl bunék, zasobovani kyslikem a dezorganizaci
buné&¢ného metabolismu. Cinnosti vlastnich enzym( bufky dochézi k autolyze (posmrtnému samonatraveni)
bunék. Vzorek mlze byt znehodnocen i mikroorganismy (hniloba — v laboratori by k ni nemélo nikdy dojit). Témto
zménam zabranime rychlou fixaci vzorku (okamzité po odbéru).

Fixace = denaturace bilkovin (tedy i enzymQ) bunék a tkani, provddéna za G¢elem, aby nedoslo k autolyze.

Fyzikalni metody fixace o

Cinnost enzymd je vézéana na vodné prostfedi, proto ustane, kdyz
ovlivnime transportni funkci vody.

Pusobeni velmi nizkych teplot

Metoda freezing-drying — vysouseni vzorku za mrazu, kdy dochazi k
sublimaci vody ve vakuu (metoda velmi drahd). Vyuziva se pfi
prikazu aktivity enzym.

Metoda rychlého zmrazeni — pomoci suchého ledu (pevny CO,) nebo
kapalnych plyn( napf. dusiku. Musi probihat rychle, aby nevznikly
krystaly ledu, které by ponicily buriky.

Pusobeni vysokych teplot

VyuZziti kahanu — natér bakterii na podloznim skle se protdhne
plamenem kahanu, metoda pouzivana v mikrobiologii.

Mikrovinné zareni — tizeny ohrfev v mikrovinné troubé v rozmezi
45-55 °C 1, Doché&zi k jemné denaturaci bilkovin, pouziva se v
béZnych histopatologickych metodach, ale i pri rychlém zpracovani
peroperacni biopsie.

Chemické metody fixace Ukladani vzorku do fixa¢niho roztoku

Rychla a Setrnd denaturace bilkovin pomoci chemickych fixa¢nich prostredkdl. Takové prostredky jsou napriklad
roztoky smési nékolika latek tzv. fixa€ni roztoky (fixacni tekutiny). Fixace obvykle probiha za pokojové teploty, Ci
pfi mirném zahrati (pro usnadnéni priniku roztoku do vzorku). Vzorek nechavédme ve fixa¢ni tekutiné na presné
uréenou dobu. Pri fixaci vzorkd uzivanych v elektronové mikroskopii (malé rozméry vzorkd), jsou fixa¢ni ¢asy kratsi.

U nékterych fixac¢nich tekutin neni problém, pokud se doba fixace prodlouzi (formol), ale u jinych tekutin musi byt doba fixace presné
dodrzovana (sublimat), aby nedoslo ke vzniku fixa¢nich artefaktd.

PozZadavky na fixacni tekutinu:

= Rychld, ale Setrna fixace (neposkozuje vzorek, zachovava strukturu bunék a tkani).
= Rychly prinik do tkdné&, musi pUsobit v celém vzorku.
= Musi umoznit dalsi zpracovani vzorku.

Optimalni vzorek ma velikost do 1 cm3. Fixa¢ni tekutiny musime dat 25—50 krat vice, neZ je objem vzorku. Vzorek
v nadobé s fixa¢ni tekutinou podlozime filtracnim papirem/gazou (aby nedoslo k pfilepeni vzorku na dno nadoby a
tim zamezeni fixace vzorku zespod).

Formol (formalin)

Nejcastéji pouzivana fixacni tekutina. Z chemického hlediska, 100% formol = 40% roztok formaldehydu
(HCHO). Pfed pouzitim formolu, se Fedi na 10—25% roztok. Redime pramenitou vodou (ide&lné z vodovodu),
kterd udrzuje roztok formolu v neutrdlnim stavu. Obcas se k fedéni vyuziva také fyziologicky roztok, jehoz
smichdm s formolem ziskdme tzv. slany formol nebo pufr zvany naraznikovy formol. Fixace trvé 24 hodin.
NemdzZe vzorek prefixovat.

Skladuje se v lahvich z tmavého skla, které je pokryté vrstvou mletého vapence (CaCOs, MgCO3). Na svétle totiz formol oxiduje a méni se na
kyselinu mravenci. Tmavé sklo brani oxidaci a mlety vépenec vaze vzniklou kyselinu mravenci.

Bakerova tekutina

Smés 10% formolu, chloridu vapenatého (CaCl,) a vody. Vhodna fixa¢ni tekutina pro fixaci lipidd a enzyma
vazanych na membrany. Fixace trva 24 hodin.
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Bouinova tekutina
Tekutina zluté barvy. Chemicky to je nasyceny roztok kyseliny pikrové (3 dily) smichany s formolem (1 dil).
Pred pouzitim se na kazdych 100 ml roztoku pridava 5 ml ledové kyseliny octové. Po fixaci se vzorek dava do
80% ethanolu. NemUze vzorek prefixovat. Neni vhodné ji pouzit pfi fixaci krevnatych organ( ¢i pri prikazu
lipidd.

Bromformol

Tekutina obsahujici 15% formol a bromid amonny (NH4Br). Vyuziva se u impregnacnich metod, pfi prikazu
gliovych bunék v nervové tkani.

SUSA
Fixa¢ni tekutina obsahujici SUblimat, SAIt (NaCl), formol, kyselinu octovou, kyselinu trichloroctovou a
destilovanou vodu. Po fixaci se prenasi do 90% ethanolu, v kterém se provadi jédovani (odstranéni
sublimatovych srazenin). Vyuziti pro cytologii, fixaci kosti, zub@ a chrupavek.

Zenkerova tekutina
Vznikd jako smés sublimatu (chlorid rtutnaty), dichromanu draselného, siranu sodného, ledové kyseliny octové

a destilované vody. NEOBSAHUJE formol.[?! Fixace probiha 24 hodin. Déle se vzorek 24 hodin vypira v
tekouci vodé. Takto vyprany vzorek se prenasi do 70% ethanolu a jéduje se.

Etanol
Pouziva se zejména v neurohistologii pfi Nisslové metodé. Tkan se znacné dehydratuje a extrahuji se tuky.

Dojde ke zvyraznéni komplexd granuldrniho ER v podobé tzv. Nisslovy substance. Ta se pak barvi napfiklad
thioninem.

Fyzikalné-chemické metody fixace

Kombinace fyzikalnich a chemickych metod (napf. silné vychlazena fixani tekutina).

Odkazy

Souvisejici clanky
= Odbér materidlu pro histologické vysetreni
= Biopsie
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