


Priprava preparatl‘] pro svételnou
mikros ..

- projasnéni

- otisky
- roztlak
- rucni rezy (ziletka, ru¢ni mikrotom)

- fezy pomoci mikrotomu

° Fezani pri normalni teploté: prosyceni a zaliti do parafinu, Steedmanova vosku...

> vibratom: zaliti do agardzy

° Fezani pri nizkych teplotach (kryorezy): kryoprotektiva, zaliti do specialniho média (napf. O.C.T.)

> ultramikrotom: polotenké rezy (prosyceni a zaliti do pryskyrice, vhodné i pro transmisni
elektronovou mikroskopii)




Schéma priprav mikroskopickych preparatu
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Fixace

= zachovdni bunék a pletiv ve stavu co
nejblizSimu k Zivému stavu
= sniZzeni strukturdlnich zmén a zmén
~ chemického slozeni

» strukturdlni proteiny a jiné slouceniny se
musi zménit na nerozpustné ve vsech
reagenciich, se kterymi prijdou v pribéhu
celého procesu do styku

» perfektni fixace = jen teoreticka

» fyzikdlni
» vysoka teplota - koagulace bilkovin, tani tukd

= chladova

= freeze drying” (mrazové vysouseni,
lyofilizace)
= freeze substitution” (nahrazovani

krystall;ﬁ ledu rozpoustédlem za
mrazovych teplot)

» chemicka
= fixativa koagulujici - koagulace

cytoplazmatickych proteinu nici strukturu
organel (napr. mitochondrie)

= fixativa nekoagulujici - zachovavaji organely
(pro EM)




Fixacni Cinidla

. A , A od .
- - Fixacni smesi - FAA (FPA)
= Formaldehyd - nekoagulujici, tvorba mustku mezi i = .
bilkovinami, reaguje ziejmé i s fosfolipidy, Formaldehyde-Acetic (Propionic) acid - Aethanol
fenolickymi latkami
~ ™ Glutaraldehyd - dobfe zachovdvd jemné cytologické

struktury, silnéjsi nez formaldehyd (nevhodny pro » 50% nebo 70% ethanol 90 ml
sledovani enzymatické aktivity), pomalé pronikani
= Ethanol - 50-707% roztok, koagulujici, ale nechdva ®» |ledova kYSE|II1CI octova 5 ml
funkéni skupiny bilkovin ve znaéne mife v plvod. stavu
/- -
= Kys. octova - Castd slozka fix. smési, kompenzuje / 37 - 40% for'maldehyd 5 ml

srdzeni pletiva nebo ,prezervativum”

= Oxid osmicely - velmi pomaly, ale jeden z mdla . I
efektivnich fixativ lipidd fixdz koagulujici

stdla
rychle pronika
pro anatomické ucely




A '}
(fixace) — (kryoprotekce) — zaliti do média — rychlé zmrazeni
- fezani

kryoprotekce: inkubace v roztocich sacharozy (zabranéni
tvorby velkych krystal()

medium vhodneé pro rezani za nizkych teplot — Optimal
Cutting Temperature (OCT) (SLOZENI: polyethylen
glykol+polyvinyl alkohol)

Kryotom

Pracovni prostor v kryotomu



Priprava:
Kryoprotekce
Zamrazeni v —80°C

\ "4
Kryo rezy Krajeni v kryostatu v cca. — 20°C

* VV\yhody kryorezu:

— Rychld priprava rezll
— Zachovani enzymatické aktivity i antigenicity
tightening screw.

— Zachyceni latek, které by se standardni to hold stdbRERUERA

technikou rozpustily (lipidy)

W stubs

— Zachovani bunécné morfologie

— Na fixovanych i nefixovanych vzorcich

* Nevyhoda — nizsi kvalita preparatU

(tlustsi, riziko poskozeni krystaly)




Ultratenke (polotenke) rezy

tloustka fezd 500 nm az 2 um (vhodné pro TEM)
Priprava

- fixace glutaraldehydem nebo osmiem

- odvodneéni alkoholova rada + aceton

- infiltrace a zaliti do pryskyrice
- epoxidova pryskyrice polymeruje pri 60°C, akrylatova plsobenim UV

- krajeni na ultramikrotomu

TEM: umisténi fezu na specidlni sitku
Lo g

Vedle noze je
vanicka na vodu,
na jejiz hladinu se
splavi fezy

E-book:



Moreemient
forward-backward

Vibratom

- vibruijici Cepel

- fixovany nebo Cerstvy material zality v agardze

- bloCek pripevnén ke kovovému bloku a fezani probiha
pod vodou nebo pufrem
Vyhody:
* Bez dehydratace materidlu, rozpousténi parafinu a rehydratace rezl
» 7adné vysoké teploty ani chemické zasahy (zachovana aktivita enzym{, stabilita
antigen()
* snizeni autofluorescence (formaldehyd a parafin zvysuiji)
* nejsou strukturalni zmeény vlivem dehydratace nebo nizkych teplot

Nevyhody:

* pouze jeden fez

» vétsi tloustka rezu (nevadi u konfokalniho mikroskopu)
* problémy s lepenim fezl na sklicko diky jejich tloustce



A Comparative Study of Sample Preparation for Staining
and

Immunodetection of Plant Cell Walls by Light Microscopy
(Verhertbruggen et al., 2017)

Ultramicrotome Microtome Vibratome
A e A

B e

FIGURE 1 | Section quality and tissue integnty of plant matenal depend of the sample preparation. The micrographs show transverse A. thaliana stem sections
obtained with an ultramicrotome (A}, a microtome (B) and a vibratome (C) and stained with toluidine blue. The thickness of the sections is 0.5, 12, and 60 pm,
respectively. The staining with toluidine blue highlights how the image definition depends on the thickness of the section and how tissue integrity depends on the
method of sectioning and its comesponding mode of embedding. The arrows in micrograph A highlight regions where the tissue integrity has been affected by the
procedure of resin embedding. Mote that equivalent alterations can occur when sections are embedded in wax. cp, cortical parenchyma; pp, pith parenchyma. Scale
bar: 200 pm.




Nebo

do
média nemisitelného s vodou
(kanadsky balzam,
Eukitt®, Entelan, DPX) -
prikryti krycim sklem




Priprava materialu

O zpracovavame cerstvy, Cisty a neposkozeny material

o velikost rostlinného segmentu prizplsobime zalévacimu médiu (vétsi organy rozrezeme na
mensi casti)




Stonkové a korenové vrcholy, pupeny bylin NAVASIN, CRAF I, 11, llI

| |
F Ixa Ce Miadé stonky a koreny CRAF I, Il

o usmrceni a stabilizace zivych pletiv

Starsi listy FAA, FPA

o dlouhodobé uchovavani- konzervace vzork

o vybér fixaéni smési > musi se prizpUsobit
fixovanému objektu i mikroskopické analyze Kvétni pupeny CRAF IIl, FAA, FPA
o fixacni Cinidlo > zachovat strukturu, rychle

prostoupit pletiva a neovlivinovat vysledek
barveni

Semeniky CARNOY, CRAF I

o fixace probiha v nadobach s dobrym
uzavérem, objem fixaze ma byt 20ti az 50ti
nasobny oproti objemu fixovaného objektu>
fixaci mazeme urychlit vakuovou infiltraci

Miadé plody CRAF I, Il




FAA (formaldehyd-acetic acid-etyl
alcohol)

o nejCastéji pouzivany fixacni roztok

o stdla, rychle pronikajici fixdz, vhodna pro 50-70% etanol 90 ml

e e R

o fixace 6-24h

37-40% formaldehyd 5ml

o dobré konzervacni vlastnosti- dlouhodobé
uchovavani




Obecné schema parafinove metody

Odbeér vzorku

Fixace segment

Odvodnéni

Prosyceni
Intermédiem

Zaliti do parafinu

Prosyceni
parafinem

ProC vzorky musime dehydratovat nez je

muUzeme prosytit voskem?

Protoze vosk je hydrofobni. Tudiz nejprve musime vzorek
odvodnit a prosytit intermédiem (latka, ktera se misi
s odvodnujicim i zalévacim médiem). Teprve pak prosycujeme
zalévacim médiem (parafinem).

- /




Zalevani N
segmentu e J .

Utery | (10ml TBA+ 40 ml 95% EtOH+ 50ml H,0) 2h
[I (20ml TBA+ 50 ml 95% EtOH+ 30ml H,0) 2h
Steedmandv vosk BENeEnE Il (35m! TBA+ 50 ml 95% EtOH+ 15ml H,0) 2h
trvani V (75ml TBA+ 25 ml 100%EtOH) Pfes noc
Stfeda TBA | 2h
PBS 30min TBA I 2h
Dehydratace 30% EtOH v PBS 30 min TBA Il 3h
0 :
50% EtOH v PBS 30 min Vzorky i s TBA prelijeme do misky s parafinem, .
70% EtOH v PBS 30 min i =28°C Pres noc
% EtOH v PBS 30 mi e x
90% v min parafinem Ctvrtek t=40°C 3h
0 .
96% EtOH v PBS 30 min t= 60°C 3h
(0,5% toluidinova modf v EtOH) 10 min » ) o .
Zalévani 96% EtOH v PBS. t= 37°C 10 min Odliti vrchni vrstvy, doplnéni Cistym parafinem 2h
vzorku Vosk + EtOH (1:1), t= 37°C Pres noc Odliti vrchni vrstvy, doplnéni ¢istym parafinem  Pfes noc
100% vosk t=37°C 1h Patek Wima \éh tok R
100% vosk t=37°C 1h o ate Ym(vena ce (? O roztoku
7alévani do formicek Zaliti do Vyména celého roztoku 3h
alévani do formice e

Ptiprava parafinovych block




dehydratace Braune et a/. 1982 | Piprava blo¢ku ke krdjeni
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Zalevani d
tjr!r.lﬁ"e.rr Paraffin Paraffin  Benzol/Paraf- Benzol 30" Benzof 30" eyl - .
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Microtome Sectioning

....
faaity



Ukazka z
lekarskeé
fakulty

1 - odbér

2, 3 — fixace

4 — zalévani

5 — kréjeni

6,7— napinani fezl
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