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1. Uvod
1.1 Ciel’

Tento Standardny pracovny postup (skratka SOP z angl. ,standard operating procedure*) popisuje
postup histochemického farbenia pouzivaného v rutinnej praxi pri diagnostike neurodegeneracnych
ochoreni.

1.2 Podstata skuasky
Podstatou farbenia je viazba dvoch zloziek (hematoxylinu a eosinu) na Specifické oblasti v bunke.
Konkrétne sa na zasaditu cytoplazmu viaze eosin a kyslé jadro bunky zase naviaZze hematoxylin.
Takymto zafarbenim dosiahneme kontrast medzi jednotlivymi Struktrami ¢im sa zretelne vykresli
povrch tkaniva.

1.3 Ukel
Tento SOP je zdviznym dokumentom pre vsetkych zamestnancov organizacie.

1.4 ZasSkolenie
Veduci oddelenia je zodpovedny za riadne zaskolenie vSetkych pracovnikov organizacie.

1.5 Definicie
MPW: mili power water

1.6 Zdravotné a bezpecnostné upozornenia:
S chemikaliami pouzivanymi poc¢as prace podla protokolu sa musi pracovat bezpecne a s vedomim
o ich charaktere a u¢inku. Potrebné su laboratérne rukavice, ochranné okuliare a vhodny laboratorny
odev.

Kyselina octovd (napr. Centralchem, L-00713)

H226 - Horl’ava kvapalina a pary.
H314 - Spdsobuje t'azké poleptanie koze a poskodenie o¢i.

Bezpec¢nostné upozornenia

P280 - Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

P310 - Okamzite volajte NARODNE TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo
lekara.

Etanol 96% (Centralchem, L-00274 -11)
H225 - Vysoko horl'avé kvapalina a pary
H302 - Zdraviu 8kodlivy pri poziti

H371 - Mdze sposobit’ poskodenie organov

Bezpecnostné upozornenia:
P210 - Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohia/horticich povrchov. Nefajcite
P260 - Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly

Xylén ¢cisty (Centralchem, L-00395)
H226 - Horl'ava kvapalina a pary

H312 - Skodlivy pri kontakte s pokozkou
H315 - Drazdi kozu

H332 - Skodlivy pri vdychnuti
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Bezpecnostné upozornenia:
P280 - Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

Izopropylalkohol Cisty (napr. Centralchem L-00301 )
H225 - Vysoko horlava kvapalina a pary.

H319 - Sposobuje vazne podrazdenie oci.

H336 - Mdze sposobit’ ospalost’ alebo zavraty.

Bezpecnostné upozornenia

P210 - Uchovéavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohna/horticich povrchov. Nefajcite.

P261 - Zabraite vdychovaniu prachu/dymu/plynu/hmly/par/aerosélov.

P305+351+338 - PO ZASIAHNUTI OCI: Niekol’ko minut ich opatrne vyplachujte vodou. Ak pouZivate
kontaktné SoSovky a je to mozné, odstraite ich. Pokracujte vo vyplachovani.

1.7 Zodpovednost’
XXX je zodpovedny za to, Ze kazdy uzivatel’ tohto SOP je pouceny o jednotlivych krokoch procedury
a kritickych miestach.

1.8 Material a pristrojové vybavenie
Sklenené vanicky
Kovové stojany
Cover glasses (marienfeld)
Microscope slides Histobond S+ (Marienfeld, 0810501)
Vortex (Ika vortex genius 3)
Magnetické miesadlo
Sklenené kadicky
Vahy (napr. Kern PLJ)
Sklenené odmerné valce
Anatomické pinzety
Laboratdrne rukavice (napr. Vasco Sensitive, Braun)

2. Pufre a chemikalie pouZité v tejto procedure:

Entelan (napr. Merck Merck 1.07961.0500)
-montovacie médium

Xylén (napr. Centralchem, L-00395)
-zmes iZomérov

Etanol (96%)(napr. Centralchem, L-00274 -1L)
-dodavany ako 96%.

Mayersov hematoxylin (napr. Dako):
-,,ready to use bez d’alSicho naried’ovania.

Eosin Y roztok (napr. Sigma aldrich):
je pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunohistochémie
a dodavany s vyrobnym certifikatom. ZloZenie roztoku je uvedené v tabulke 1.
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Tabulka 1. Eosin Y roztok

Reagent MnoZstvo
Eosin Y lg
Milli-Q-voda 100ml

Phloxine B roztok:

je pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunohistochémie

a dodévany s vyrobnym certifikatom. Zlozenie roztoku je uvedené v tabulke 2.

Tabulka 2 Phloxine B roztok - zloZenie

Reagent MnoZstvo
Phloxine B lg
Milli-Q-voda 100ml

Eosin- Phloxine B pracovny roztok:

Zmiesaj v dostato¢ne vel'kej sklenenej kadicke mnozstva roztokov podla tabulky (Tabulka 3 Eosin-

Phloxine pracovny roztok).

Tabulka 3 Eosin-Phloxine pracovny roztok

Reagent MnoZstvo
Eosin Y roztok 100ml
Phloxine B roztok 10ml
Etanol (96%) 780ml
Kyselina octova 4ml

3. Pracovny postup

1. Deparafinizacia tkaniva- sklicka s tkanivom s umiestnené do roztokov s rozptstadlami, ktoré

postupne odstrania parafin z tkaniva.

Postup: umiestni pripraveny stojan so sklickami do sklenenych nadobiek s latkami podla

nasledujticej postupnosti:

5 min xylén Cisty

5 min xylén Cisty

5 min isopropylalkohol €isty
5 min 96,5 % etanol

5 min 70 % etanol

5 min MPW

1. vzorky rychlo premy v Milli-Q-vode.

2.
vyrobcu.
3.
4. rychlo premy v Milli-Q-vode.
5. 10x ponor do 96% etanolu.
6.
7. ponor vzorky do 96% etanolu na 3 min.

zafarbenie jadier - ponor vzorky do Mayersovho hematoxylinu na 6-18 min podl'a odportac¢ania

nechaj vzorky vymyvat’ pod teplou te¢ucou vodou po dobu 10 min.

zafarbenie cytoplazmy-ponor vzorky do eosin —phloxinB pracovného roztoku na 3 minuty
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2. Proces dehydratacie tkaniva- prebicha v nasledujucich rozpustadlach v presne

poradi.
- 5 min 70 % etanol
- 5min 96,5 % etanol
- 5 min isopropylalkohol
- 5 min xylén
- 5 min xylén

stanovenom

8. Montovanie tkaniva po zafarbeni- tkanivo na sklicku zalejeme montovacim médiom a
prikryjeme krycim sklickom dostatocne dlhym podl'a velkosti tkaniva tak, aby sa pod krycim
sklickom nevytvorili vzduchové bubliny a aby ziadna ¢ast’ tkaniva nevyschla.

3.1 Vyhodnotenie vysledkov:

Preparaty pozorujeme pod mikroskopom a podla vopred ur¢eného zdmeru sa snazime identifikovat’

Specifické patologické zmeny na tkanive .

4. Suvisiace dokumenty
- http://www.aptum—bio.com

- http://www.ihcworld.com
- F1-SOP-M-002- Protokol o vysledku

5. Zoznam priloh
1. F1-SOP-M-002 — protokol z histochemického farbenia
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PROTOKOL Z HISTOCHEMICKEHO FARBENIA

Datum:

Metoda:

Metodu vykonal:

Testované tkanivo:

ID ¢&islo pacienta: |

Testované oblasti:

70 % Etanol

Mayersov hematoxylin

Eosin- Phloxine B pracovny roztok

Phloxine B roztok

Eosin Y roztok

* oznad krizikom

oblast’ * oblast’ * oblast’ oblast’ *
1 5 9 13
2 6 10 14
3 7 11 15
4 8 12 16
*oznaé krizikom
Pouzité roztoky:
Roztok * ¢islo Sarze Poznamky:

Vysledky:

Poznamky:
Doba vyvolavania signalu:

Zaver:

Schvalil:
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