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Princip: Jedna se o rychlou metodu na vysetfeni vzorkl, pro které je fixovani formaldehydem
nevhodné a znehodnotily by se tim vyznamné latky (napf. prikaz tukd, prikaz enzymatické aktivity...).
PouZiva se nativni material, ktery se musi zamrazit, co nejdfive po odbéru. Dle druhu materialu k
rychlému zamrazeni pouzivame suchy led (-78,8°C), kapalny dusik (-196°C), 2-methylbutan s kapanym
dusikem (-196°C) nebo mrazeni v kryostatu (-25°C).

Suchy led pouzivame ke zmrazeni kdZi na imunofluorescenci. Vzorek nejdrive osusime bunicinou a
nechdme namrazit na kryostatovém stolecku polozeném v rozdrceném suchém ledu. Déle si
pripravime kryostatovy stolecek a do jeho stfedu naneseme lepidlo Cryomount. Jakmile za¢ne bélat,
umistime tkanovy vzorek do lepidla a nechdme zatuhnout. Nasledné stolecek pfesuneme do kryostatu,
kde ho nechdame stabilizovat na teplotu uvnitf aspon 20 minut. Poté se uchyti do pohyblivé ¢asti
rotacniho mikrotomu umisténého ve zmrazovacim zafizeni a makroposunem se sefizne ve svislé roviné
proti pevné umisténé Ziletce. Krajime fezy silné 4 mikrometry, umistime na skla se specidlnim
adhezivnim povrchem a vzorky jsou pripravené na dalsi zpracovani pro imunofluorescenci.

Kapalnym dusikem zamrazujeme biopsie ledvin uréené na imunofluorescenci. Pfipravime si izola¢ni
nadobu naplnénou tekutym dusikem. Poté naneseme do stfedu kryostatového stolecku lepidlo
Cryomount a umistime do néj tkanovy vzorek. Stolecek nasledné ponofime pfiblizné na 1 minutu do
kapalného dusiku. Po zmraZeni stolecek se vzorkem presuneme do kryostatu a stabilizujeme cca 20
minut. Rezy krajime o tloustce 3 mikrometry a prenasime na podlozni skla. Viysledné vzorky jsou
pfipravené pro dalsi zpracovani na imunofluorescenci.

Pripravené 2 vzorky tkané ze svalové biopsie mrazime 2-methylbutanem spolecné s kapalnym
dusikem. Do polystyrenové nadoby nebo Dewarova vdlce v laminarnim boxu pfipravime kapalny dusik.
Zaroven nalijeme do plechovky 2-methylbutan a ponotime jej do kapalného dusiku, dokud se na
okrajich plechovky neobjevi lehka jinovatka. Pfipraveny sval na kovové IZi¢ce umistime do plechovky s
2-methylbutanem a nechame promrazit. Nasledné se vzorek prendsi do kryostatu. Vysledny preparat
krajime o tloustce 8 - 10 mikrometrd pro histochemické reakce a 4 - 6 mikrometri na
imunohistochemii. Vysledek prenasime na podloZni sklo a dale pokracujeme se specifickym barvenim.

V kryostatu rychle mrazime peroperacni biopsie. Tkan se umisti na kryostatovy stolecek, ve kterém je
par kapek vody nebo lepidlo Cryomount. Dale vzorek nechame pred naslednou manipulaci na 1 - 2
minuty zamrazit v kryostatu. Poté stolecek umistime do pohyblivé ¢4sti kryostatu a makroposunem jej
sefizneme do rovné plochy. Po sefiznuti krajime vzorky o tloustce 1,5 - 2 mikrometry, umistime na
podloZni sklo, fixujeme, rychle obarvime, odvodnime a montujeme do pertexu.

Uplatnéni metody: Pomoci kryostatu se nejcastéji zpracovavaji peroperacni biopsie. Ddle biopsie
ledvin, k(iZze na imunofluorescenci, tkané na prikaz enzym( a tuka.
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Uskali metody: Zmrazovaci technikou nelze vysetfit viechny typy tkani. Ziletkou neukrojime napt.
kosti, které maiji sklony se o ostfi potrhat nebo tukovou tkan. V pripadé peroperacni biopsie se tkan
zmrazenim cCastecné poskozuje, coz mlzZe mit za nasledek obtiznéjsi zhodnoceni diagndzy patologem.
Peroperacni biopsie musi byt domluveny pfedem a zhotoveni provadi pouze zkuSeny pracovnik.

Pristrojové vybaveni: Ke zhotoveni preparatu vyuzivame jako pfistroj zmrazovaci mikrotom. Vysledek
nasledné prohlizime ve svételném mikroskopu.

Odbér a transport: Kazda jiz zminéna tkan se odebira jinym zplsobem. VSechny jsou po odbéru
dodavany pro zmrazovaci techniku ve specifickych roztocich, nikoliv zpracovavany klasickou formol-
parafinovou cestou. KoZni excize prichazi do laboratore fixovany v Michellové roztoku B. Svalové a
ledvinové biopsie jsou transportovany v Petriho misce s gdzou namocenou ve fyziologickém roztoku.

87



