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1. Uvod
1.1 Ciel

Tento Standardny pracovny postup (skratka SOP z angl. ,standard operating procedure*) popisuje
postup imunohistochemického farbenia pouzivaného na diagnostiku neurodegenerativnych ochoreni.

1.2 Podstata farbenia

Podstatou skusky je védzba primarnej protildtky na patologicky zmeneny protein na zdklade afinity
ajeho oznaCenie v nervovom tkanive. Pri pozitivnej diagnostike dosiahneme zafarbenie typickych
patologickych Struktar charakteristickych pre jednotlivé neurologické ochorenia.

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

1.4  ZaSkolenie
Veduci oddelenia je zodpovedny za riadne zaSkolenie vsetkych pracovnikov organizacie.

1.5  Definicie
MPW: mili power water

1.6  Zdravotné a bezpe¢nostné upozornenia:

S chemikaliami pouzivanymi pocas prace podla protokolu sa musi pracovat’ bezpetne a s vedomim
o ich charaktere a u¢inku. Potrebné su laboratoérne rukavice, ochranné okuliare a vhodny laboratorny
odev.

Peroxid vodika (30%)( napr. Sigma Aldrich, 216763-500ML-D)

H302 - Zdraviu skodlivy pri poziti.

H318 - Sposobuje vazne poskodenie odi.

Bezpecénostné upozornenia:

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

Kyselina mravcia 98%(napr. Sigma Aldrich, 33015-1L)

H226-horl’avina, prchava latka

H302- po prehltnuti drazdiva

H314- poskodzuje oc¢i a lepta pokozku

H331- toxické vypary

Bezpecnostné upozornenia:

P210- zamedzit’ kontakt s otvorenym ohfiom, teplom, hortcimi povrchmi

P280-nosit’ bezpecnostny odev pri praci, okuliare, rukavice

P303 + P361 + P353-po kontakte s pokozkou, okamzite miesto oplachnut’ pod te¢ticou vodou

P304 + P340-po vdychnuti vyved'te postihnutého na Cerstvy vzduch a umoznite mu pohodine
dychat

P310- vyhladat’ lekarsku pomoc

P305 + P351 + P338-po kontakte s o¢ami, vyplachovat’ pod te¢icou vodou

P403 + P233uskladnovat’ v dobre uzatvorenej nddobe a vetranom priestore

Etanol 96% (napr. Centralchem, L-00274 -1L)
H225 - Vysoko horl'ava kvapalina a pary
H302 - Zdraviu skodlivy pri poziti

H371 - M6ze sposobit’ poskodenie organov
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Bezpecnostné upozornenia:
P210 - Uchovévajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohiia/horticich povrchov. NefajCite
P260 - Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly

Xvlen cisty (napr. Centralchem, L-00395)

H226 - Horl’ava kvapalina a pary

H312 - Skodlivy pri kontakte s pokoZzkou

H315 - Drazdi kozu

H332 - Skodlivy pri vdychnuti

Bezpecnostné upozornenia:

P280 - Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvéare

Izopropylalkohol cisty (napr. Centralchem L-00301 )

H225 - Vysoko horl'ava kvapalina a pary.

H319 - Sposobuje vazne podrazdenie oci.

H336 - M6ze sposobit’ ospalost’ alebo zavraty.

Bezpecénostné upozornenia

P210 - Uchovévajte 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 miniit ich opatrne vyplachujte vodou. Ak
pouzivate kontaktné SoSovky a je to mozné, odstraiite ich. Pokracujte vo vyplachovani.

Triton-X100 (napr. Sigma Aldrich, T9284-500ML)

H302 Skodlivy po poziti.

H315 Drazdi kozu.

H318 Sposobuje vazne poskodenie oci.

H410 VelI'mi toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi uc¢inkami.

Bezpecénostné upozornenia:

P280 Noste ochranné okuliare/ ochranu tvare.

P301 + P312 + P330 PO POZITI: Pri zdravotnych problémoch volajte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE CENTRUM/ lekéra. Vyplachnite Gsta.

P305 + P351 + P338 + P310 PO ZASIAHNUTI OCI: Niekol’ko mintt ich opatrne vyplachujte vodou.
Ak pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné, odstrante ich. Pokracujte vo vyplachovani.
Okamzite volajte TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM/lIekéra

1.7  Zodpovednost’

Vedenie TZ je zodpovedné 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

Histologicky tlakovy hrniec Retriever 2100 (APTUM, #R2100EU)
PAP pen (Sigma, Z377821-1EA)

Cover glasses (marienfeld)

Microscope slides Histobond S+ (Marienfeld, 0810501)
Automaticke pipety (Pipetman,Gilson)

Termostat (Binder, #BD115)

Vortex (Ika vortex genius 3)

Magnetické mieSadlo

Vahy (napr. KERN-PLJ)

Sklenené kadicky
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Sklenené odmerné valce (napr. 892/18)

Anatomické pinzety (napr. 2688.1)

Stereolupa (Nikon, SMZ645)

Pipetové $picky (napr. Eppendorf, 10pul, 300ul and 1000ul)

Polypropylénové centrifugacné skumavky 15 a 50ml (napr. Sarstedt, #62.554.502 — 15ml,
#62.547.254 — 50ml)

Mikroskimavky polypropylénové, objem 1,5 ml a 2 ml (napr. Sarstedt, #72.690.001)

Bottle-Top filter, 500 ml objem (napr. Millipore, 595-4520)

Laboratorne rukavice (napr. Vasco Sensitive, Braun)

pH indikatory (Merck, 1.09532.0001)

2. Priprava roztokov a reagencii:

2.1  Roztoky a chemikalie pouzZité v tejto procedire:

Entellan (napr. Merck,1079610)

-montovacie médium

VECTASTAIN Elite ABC Kit, (napr. Vector lab.)

-kit so sekundarnymi protilatkami Specifickymi pre jednotlivé druhy zvierat (mys, potkan,koza)
Metylénova zelena (napr. Vector lab. H-3402)

-,,ready to use‘ pre zafarbenie bunkovych jadier.

Antigen unmasking roztok (napr. Vektor lab., H3300)
-na pripravu citratového roztoku podl'a tabul’ky (

Tabulka ¢. 3 - Riedenie citratovéhu pufru)

1M Tris-HCI roztok (napr. AXON Neuroscience R&D Services.)
50mM Tris-HCI roztok

20x PBS roztok (napr. AXON Neuroscience. R&D Services)
1x PBS roztok

Aptum section block (napr. Aptum, RAP0471500)

VIP peroxidase substrate kit (napr. Vector lab. SK-4600)

xylén &isty (napr. Mikrochem)

isopropylalkohol Cisty (napr. Mikrochem)

30% peroxid vodika (napr. Sigma Aldrich)

96,5 % Etanol (napr. Mikrochem)

70 % Etanol (napr. Mikrochem)

98% Kkyselina mravéia (napr. Sigma Aldrich) — upozornenie — roztok nerecyklujeme

2.2 Priprava roztokov

IM Tris-HCI roztok:
e pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunohistochémie
a dodavany s vyrobnym certifikatom podla zloZenia v tabulke €. 1

Tabulka ¢.1 - 1 M Tris-HCI roztok zloZenie:

Chemikalia Mnozstvo na 1L
Tris base 121,1g

Milli-Q voda 800 ml

HCI podl'a pH

50mM Tris-HC1
e 50mM roztok pripravime zmie$anim 50ml 1M Tris-HCI roztoku s 950ml Mili-Q-vody v 1L
flasi
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50mM Tris-HCI + 0,2% Triton-X 100
e roztok pripravime zmieSanim 50ml z 1M Tris-HCI roztoku s 950 ml Mili- Q- vody v 1L flasi
a pridanim 2ml Triton-X 100. MieSame na magnetickom mieSadle, kym sa triton-X 100
nerozpusti.

20x PBS roztok
e pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunohistochémie
a dodavany s vyrobnym certifikatom podl'a zloZenia v tabul’ke ¢. 2

Tabul’ka ¢.2 - 20x PBS roztok zloZenie:

e Chemikalia MnozZstvo na 1L
KH,PO, 4g
Na,HPO,x 12 H,O 58¢g
KCl 4g
NaCl (napr. Sigma) 160 g
1x PBS roztok:

e 1 x PBS sa pripravi zmieSanim 50 ml 20x PBS pufra s 950 ml Milli-Q vody v 1L fT'asi. Roztok
je stabilny pri laboratornej teplote 5 dni

70 % Etanol:
e do odmerného valca s objemom 500 ml zmieSaj 210ml 96% Etanolu s 90 ml Milli-Q vody.

1% peroxid vodika
e pripravime podla tabulky:
Reagent MnoZstvo (400 ml)
30% peroxid vodika 13,4 ml
50mM Tris- HCI 386,6 ml

3. Pracovny postup

Vzorky st pripravené podla protokolu SOP-V-004 a oznacené na sklickach ID ciselnymi koédmi
vzoriek aby nedoslo k zdmene tkaniva. Na skli¢ka je mozné napisat’ aj dopliujuce informacie. Takto
pripravené preparaty je potrebné umiestnit’ do §p§.<‘:_i_z_§_l-riillo kovového stojanu podla (Obrazok 1).

Obrdazok 1

1. Deparafinizicia tkaniva- sklicka s tkanivom s umiestnené do roztokov s rozptstadlami, ktoré
postupne odstrania parafin z tkaniva.
Umiestni pripraveny stojan so sklickami do sklenenych nadobiek s latkami podl'a nasledujtcej
postupnosti:

- 5 min xylén Cisty
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- 5 min xylén Cisty

- 5 min isopropylalkohol Cisty

- 5 min 96,5 % etanol

- 5 min 70 % etanol

- 5 min MPW

2. Chemické opracovanie tkaniva- stojan so sklickami ponor do 98% kyseliny mravcej na 1 min.
(Je potrebné si odsledovat spravanie tkaniva na sklicku, ak by sa tkanivo zacalo odliepat’ od
podlozného sklicka, je nutné tkanivo vybrat z kyseliny skér a casovu zmenu zaznamenat' v protokole z
farbenia.)

3. Bezprostredne preplachni 2x v MPW a nasledne vzorky preloz 2x do roztoku 50mM Tris-HCI,
obe preplachnutia po dobu 5 min. v sklenenych nadobach na to uréenych.

4. Tepelné opracovanie tkaniva na sklicku - v histologickom tlakovom hrnci Retriever 2100 sa
autoklavuju pri teplote 121°C po dobu 20min. Po skonceni cyklu sa odporuca ponechat’
nadobu uzatvorenui najmenej 2h. Vzorky st ulozené do Specidlnych stojanov dodavanych
k pristroju Retriever 2100 a v roztoku citratového roztoku nariedeného podrla tabul’ky ( Stojan
naplin nariedenym roztokom citratového pufru a naskladaj do stojanu preplachnuté sklicka
(obrazok 3). Nasledne bezpecne uzavri tlakovy hrniec podl'a manualu.

5. Tabulka ¢. 3 - Riedenie citratovéhu pufru) na znizenie pH roztoku. Stojan napli nariedenym
roztokom citratového pufru a naskladaj do stojanu preplachnuté sklicka (obrazok 3). Nasledne

bezpec¢ne uzavri tlakovy hrniec podl'a manudlu.

Tabul’ka ¢. 3 - Riedenie citratovéhu pufru

Reagent Mnozstvo
Antigen unmasking 656l
Destilovana voda 70ml

Obrazok 2 Obrazok 3 Obrazok 4

6. Premyvanie v roztoku 50mM Tris-HCl — premiestni sklicka opit’ do Specialneho kovového
stojanu a premyvaj skli¢ka 2x v roztoku po dobu 5 min.

7. Blokovanie endogénnej peroxidazy- endogénnu peroxidazu blokujeme pomocou 1% roztoku
peroxidu vodika zmieSaného s roztokom 50mM Tris-HCI podl'a nasledujucej tabulky:

Reagent Mnozstvo (400 ml)
30% peroxid vodika 13,4 ml
50mM Tris-HCl 386,6 ml

Premiestni stojan so skli¢kami do roztoku 1% peroxidu na dobu 25 min.

8. Premyvanie v roztoku 50 mM Tris-HCI + 0.2 % Triton X-100 — premiestni stojan so sklickami
2x do roztoku 50 mM Tris-HCI + 0.2 % Triton X-100, oba na dobu 5min.

9. Blokovanie neSpecifického signdlu- blokujeme pomocou Aptum Sekcion block po dobu
10min. Postupne vyberaj sklicko po sklicku zo stojanu a na kazdé tkanivo napipetuj mnoZzstvo
200- 500ul blokovacicho média (podl'a velkosti tkaniva) a umiestiuj sklicka na rovnu
podlozku. Postupuj rychlo, blokovanie na kazdom tkanive nesmie presiahnut’ ¢as 10 min.
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10. Aplikdcia primarnej protilatky- primarnu protilatku vyberame podla typu diagndzy, typy
primérnych protilatok su v prilohe ¢. 1. Primérna protilatka je rozriedena v 1x PBS podla
stanoveného riedenia a aplikovana postupnym pipetovanim mnozstva 200-500 500ul (podla
velkosti tkaniva) jednotlivo na kazdé tkanivo rovnako ako blokovacie médium. Sklicka
s aplikovanou protilatkou poukladaj do inkubaéného boxu tak, aby sa nachadzali nad
navlh¢enou utierkou (vid' obrazok 5), ktora zabezpe¢i vlhkejSie prostredie pocas dlhej
inkubécie. Protilatku inkubuj po dobu 12-20h pri teplote 4°C.

11. V tomto bode je ukonceny prvy dei.

- AN \
Obrazok 5

12. Nasledujuci den za¢ina premyvanim v roztoku 50 mM Tris-HCl s 0.2 % Triton X-100 - stojan
so sklickami umiestni 2x do roztoku 50 mM Tris-HCI s 0.2 % Triton X-100, oba po dobu 5
min.

13. Aplikécia sekundarnej protilatky z VECTASTAIN Elite ABC Kitu - sekundarna protilatka je
rozriedena v 1x PBS (pozri prikladovu tabulku riedenia) a aplikovana je na kazdy rez na
sklicku zvlast, rovnakym spdsobom ako blokovacie médium a primarna protilatka.
Sekundarnu protilatku inkubuj po dobu 1h v inkubacnom boxe (moze byt pouzity rovnaky
box ako na inkubaciu primarnej protilatky).

Riedenie sekundarnej protilatky z kitu: otvor flasku so sekundarnou protilatkou a napipetuj
pozadované mnozstvo podla riedenia (50:10 000) znazornené v prikladovej tabulke do 1x
PBS pufra. Za pomoci vortexu premiesaj a nechaj reagovat’ pri izbovej teplote 20 min.

Tabulka riedeni sekundarnej protilatky z ABC kitu - priklad:
Reagent 1x PBS (5 ml)

sekundar 25 ul

14. Premyvanie v roztoku 50 mM Tris-HCI + 0.2 % Triton X-100.- umiestni sklicka do
$pecidlneho stojanu a stojan so sklickami umiestni 2x do roztoku 50 mM Tris-HCl s 0.2 %
Triton X-100, oba po dobu 5 min.

15. AB-komplex kit- VECTASTAIN Elite ABC Kit, pozostava z dvoch aktivnych zloziek-
avidinu a biotinu, ktoré st spolu nariedené do 1x PBS podl’a navodu, ktory je uvedeny v kite
(pozri prikladova tabulku riedenia).Aplikdcia nariedeného roztoku je rovnaka ako pri
sekundarnej protilatke. Inkubuj po dobu 1h.

Riedenie ABC kitu: otvor flasku s reagentom A resp. B a napipetuj pozadované mnozstvo
z oboch reagentov podla riedenia (100:5000) znazornené v prikladovej tabul’ke do 1x PBS
pufra. Za pomoci vortexu premiesaj a nechaj reagovat pri izbovej teplote 20 min.

Tabulka riedeni ABC kitu:
Reagent 1x PBS (5 ml) 1x PBS (10 ml)
A 100pd 200ul
B 100ul 200ul
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16. Premyvanie v roztoku 50 mM Tris-HCI- premiestni sklicka opédt’ do Specialneho kovového
stojanu a premyvaj sklicka 2x v roztoku po dobu 5 min.

17. Vyvolavanie signalu systémom VIP peroxidase substrate kit — pomocou peroxidazového kitu
nariedeného v 1x PBS podla predpisaného riedenia uvedeného v prikladovej tabulke
nariedime roztok do falkony obalenej v alobale, aby roztok ostal chraneny pred svetlom. Do
falkony naber pozadované mmnozstvo roztoku 1x PBS, ktoré je zavislé od poctu sklicok
s tkanivami. Nasledne kvapkaj postupne reagenty, pricom postupuj od reagentu 1 az 3
a hydrogen peroxid je posledny. Po kazdom reagente roztok premiesaj za pomoci vortexu.

Tabulka riedeni - priklad:

Reagent 1x PBS (5ml) 1x PBS (10ml)
1 3 kvapky 6 kvapiek
2 3 kvapky 6 kvapiek
3 3 kvapky 6 kvapiek
hydrogen peroxid | 3 kvapky 6 kvapiek

Signal nasledne detegujeme pod stereolupou (stereomikroskopom) a dobu, pocas ktorej sa
tkanivo zafarbi, je nutné zaznacit’ do protokolu z farbenia. Postupne napipetuj mnozstvo 200-
500ul (podla velkosti tkaniva) VIP roztoku na tkanivo pod stereolupov (stereomikroskopom)
anechaj reagovat kym sa zretene nezafarbia Struktiry charakteristické pre ten dany typ
protilatky, ktora bola na tkanive inkubovand. Postupuj jednotlivo sklicko po skli¢ku.
Zafarbené tkaniva na sklickach po vyvolani umiestiiuj do stojanu v roztoku 50 mM Tris-HCI
na zastavenie vyvolavacieho procesu.

18. Premyvanie v roztoku 50 mM Tris-HCI 2x po 10min.- stojan so sklickami umiestni do
roztoku 50 mM Tris-HCI po dobu 10 min.

19. Premyvanie v MPW - stojan so sklickami umiestni do MPW na dobu 5 min.

20. Podfarbovanie bunkovych jadier pomocou metylénovej zelenej- metylénova zelena musi byt
nahriata na teplotu min. 55°C a viac v termostate. Po dosiahnuti potrebnej teploty, vloz do
nadoby stojan so sklickami a umiestni nadobu naspit’ do termostatu s nastavenou teplotou. Po
5 min. skontrolyj kvalitu zafarbenia. V pripade, Ze pozadované Struktiry st dobre viditelné,
ukon¢i proces farbenia. V opacnom pripade pokracuj vo farbeni az pokial’ nie je tkanivo
dostato¢ne zafarbené do zelena. Po zafarbeni sklicka vyber a preplachuj v destilovanej vode,
kym voda nebude ¢ira.

21. Proces dehydratacie tkaniva- prebieha v nasledujucich rozpustadlach v presne stanovenom
poradi.

- 5 min 70 % etanol

- 5 min 96,5 % etanol

- 5 min isopropylalkohol
- 5 min xylén

- 5 min xylén

22. Proces montovania - tkanivo na sklicku zalej montovacim médiom a prikry krycim sklickom
dostato¢ne dlhym podla velkosti tkaniva tak, aby sa pod krycim sklickom nevytvorili
vzduchové bubliny a aby Ziadna Cast’ tkaniva nevyschla.

3.1 Problémy ktoré mézu nastat’ pocas procedury
Pocas farbenia moze dojst’ k niekol’kym nedostatkom.

Nasledujuce body su kritické pre spravne vykonanie tejto procedury:
e dodrzanie spravnej teploty (121°C) v histologickom tlakovom hrnci - potrebna teplota na
opracovanie vizbovych miest pre antigén.
e sprdavne nariedenie protilatok podla Specifického riedenia- pri podriedeni koncentracie
dosiahneme vel'mi slaby alebo ziadny signal
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e sprdvne nariedenie ABC kitu - podriedenie roztoku ma za nasledok slaby alebo Ziadny signal.

o sprdvne pouiitie sekunddrnej protilatky podla povodu primarnej protilatky- pri zamene
sekundérnej protilatky (mySacia, zajacia a opacne) neddjde k naviazaniu sekundarnej na
primarnu protilatku.

e sprdavne nariedenie Tris-HCl + 0,2% triton-X100 - na dosiahnutie dostatocnej
permeabilizacie bunkovych membran

e sprdvne nariedeny roztok H;0,— na dostatocné vyblokovanie endogénnej peroxidazy. Roztok
je potrebné nariedit’ vzdy Cerstvy.

Najcastejsie sa vyskytuji nasledovné problémy:

1. Popraskané tkanivo na sklicku:
Pric¢ina: tkanivo je az prili§ presusené. Prili§ suchy rez nedrzi na podloznom sklicku a popraskanie sa
pocas farbenia zvdcSuje. PoSkodenie tkaniva je viditeIné po opracovani 98% kyselinou mravcou
v bode 2 tohto postupu.
Riesenie: znizit teplotu dosuSovania rezov, skratit’ as susenia, zopakovat’ pripravu sklicka.

2. Rezy schadzaju zo sklicka:
Pri¢ina: tkanivo bolo nedostato¢ne narovnané. Zvlnené tkanivo sa nedostatocne uchyti a neskor sa
pocas farbenia postupne odlepuje. Nedostatocné uchytenie tkaniva je viditeIné po opracovani 98%
kyselinou mravcou v bode 2 tohto postupu.
Riesenie: predizime ¢as narovnavania rezu na vodnej hladine a zaéneme nové farbenie.

3. Na pozitivhej vzorke nie je pozorovany signal:
Pric¢ina: doslo k chybe pocas farbenia a nedodrzania kritickych kontrolnych bodov.
Riesenie: opétovne je potrebné skontrolovat’ kompatibilitu primarnej a sekundarnej protilatky a datum
exspiracie kitov. Zopakujeme farbenie.

4. Slabé kontrastné farbenie jadier buniek s metylénovou zelenou:
Pric¢ina: metylénova zelena bola nedostatocne ohriata na teplotu vyssiu ako 55°C alebo prekrocila
svoju Zivotnost’.
Riesenie: Vymenit’ za novu a zahriat’ ho na pozadovanu teplotu.

5. Silné nespecifické farbenie:
Pric¢ina: sposobené drastickym chemickym alebo tepelnym opracovanim tkaniva, alebo nedostatoénym
vyblokovanim endogénnej peroxidazy.
Riesenie: skontrolovat’ kvalitu tkaniva a pripravit novy roztok peroxidu. Farbenie zopakujeme na
novom tkanive.

3.2 Vyhodnotenie vysledkov:

Kvalitativne postdenie farbenia vykondvame pod mikroskopom. Vyhodnotenie obrazu zapiseme do
protokolu o farbeni - formulara F1-SOP-M-001 (priloha €. 2). Protokol skontroluje vediici pracoviska
a potvrdi svojim podpisom.

4. Suvisiace dokumenty
- http://www.aptum-bio.com
- http://www.ihcworld.com
- knihy o danej problematike
- F1-SOP-M-001 - Protokol o farbeni
- SOP-V-004- Priprava a krajanie v parafine zaliatych vzoriek

5. Zoznam priloh
Zoznam protilatok pouzivanych na diagnostiku
F1-SOP-M-001 — protokol z imunohistochemického farbenia

[N
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Priloha ¢. 1
Zoznam protilatok pouZivanych na diagnostiku

Protilatka Epitop protilatky Riedenie

ATS viaze sa na fosforylované epitopy TAU proteinu | 1:1000
vytvarajuice PHF ¢im oznacuje NFT's v mozgovom
tkanive ktoré sa vyskytuja u pacientov
s Alzheimerovou chorobou.

-amyloid viaze sa na zvysky aminokyselin 17-24 proteinu - | 1:500
y ysKy y

(clon 4G8) amyloid. Hromadenie proteinu a vytvaranie depozitov
je charakteristické pre Alzheimerovu chorobu
a Downov syndrém

a-synuclein protilatka sa viaZe na protein a-synuclein, ktory vytvara | 1:500
(clon 4D6) Struktaru tzv Lewieho teliesok v bunke a je
charakteristicky pre Parkinsonovu chorobu
Anti-p62 protilaitka sa viaze na T- lymfocytarny protein Ick | 1:500
(Lck ligand) nachadzajuci sa v cytoplazme buniek
Anti-phospho TDP-43 | protilatka sa viaze na cely nuklearny ribonukleoprotein | 1:1000
(pSer.409/410) ktory je sucastou ubiquitin- pozitivnych a tau-
negativnych inkluzii charakteristickych pre FTDP-U a
ALS
Anti- FUS oznacuje patologicky FUS protein, ktory sa nachadza | 1:100

v cytosole neurénov a glii.

Referencie:

Alafuzoff I, Ince PG, Arzberger T, Al-Sarraj S, Bell J, Bodi I, Bogdanovic N, Bugiani O, Ferrer I,
Gelpi E, Gentleman S, Giaccone G, Ironside JW, Kavantzas N, King A, Korkolopoulou P, Kovics GG,
Meyronet D, Monoranu C, Parchi P, Parkkinen L, Patsouris E, Roggendorf W, Rozemuller A,
Stadelmann-Nessler C, Streichenberger N, Thal DR, Kretzschmar H. Staging/typing of Lewy body
related alpha-synuclein pathology: a study of the BrainNet Europe Consortium. Acta Neuropathol.
2009 Jun;117(6):635-52.

Alafuzoff I, Thal DR, Arzberger T, Bogdanovic N, Al-Sarraj S, Bodi I, Boluda S, Bugiani O,
Duyckaerts C, Gelpi E, Gentleman S, Giaccone G, Graeber M, Hortobagyi T, Hoftberger R, Ince P,
Ironside JW, Kavantzas N, King A, Korkolopoulou P, Kovacs GG, Meyronet D, Monoranu C, Nilsson
T, Parchi P, Patsouris E, Pikkarainen M, Revesz T, Rozemuller A, Seilhean D, Schulz-Schaeffer W,
Streichenberger N, Wharton SB, Kretzschmar H. ssessment of beta-amyloid deposits in human brain:
a study of the BrainNet Europe Consortium. Acta Neuropathol. 2009 Mar;117(3):309-20.

Alafuzoff I, Gelpi E, Al-Sarraj S, Arzberger T, Attems J, Bodi I, Bogdanovic N, Budka H, Bugiani O,
Englund E, Ferrer I, Gentleman S, Giaccone G, Graeber MB, Hortobagyi T, Hoftberger R, Ironside
JW, Jellinger K, Kavantzas N, King A, Korkolopoulou P, Kovacs GG, Meyronet D, Monoranu C,
Parchi P, Patsouris E, Roggendorf W, Rozemuller A, Seilhean D, Streichenberger N, Thal DR,
Wharton SB, Kretzschmar H. The need to unify neuropathological assessments of vascular alterations
in the ageing brain: multicentre survey by the BrainNet Europe consortium. Exp Gerontol. 2012

Nov:47(11):825-33.

Kovacs GG, Rozemuller AJ, van Swieten JC, Gelpi E, Majtenyi K, Al-Sarraj S, Troakes C, Bodi I,
King A, Hortobagyi T, Esiri MM, Ansorge O, Giaccone G, Ferrer I, Arzberger T, Bogdanovic N,
Nilsson T, Leisser I, Alafuzoff I, Ironside JW, Kretzschmar H, Budka H. Neuropathology of the
hippocampus in FTLD-Tau with Pick bodies: a study of the BrainNet Europe Consortium.
Neuropathol App! Neurobiol. 2013 Feb,;39(2):166-78.

© Tento dokument je dusevnym viastnictvom Neuroimunologického ustavu SAV v.v.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobam
nie je bez suhlasu vedenia spolocnosti dovolené.




Prva slovenska mozgova banka,
Neuroimunologicky istav SAV, Dubravska cesta 9, 845 10 Bratislava

Tkanivové zariadenie

Standardny pracovny postup: Strana: 2/2
IMUNOHISTOCHEMICKE FARBENIE Cislo vydania: 1
Kéd: SOP-M-001 Déatum vydania:

Alafuzoff I, Pikkarainen M, Neumann M, Arzberger T, Al-Sarraj S, Bodi I, Bogdanovic N, Bugiani O,
Ferrer I, Gelpi E, Gentleman S, Giaccone G, Graeber MB, Hortobagyi T, Ince PG, Ironside JW,
Kavantzas N, King A, Korkolopoulou P, Kovics GG, Meyronet D, Monoranu C, Nilsson T, Parchi P,
Patsouris E, Revesz T, Roggendorf W, Rozemuller A, Seilhean D, Streichenberger N, Thal DR,
Wharton SB, Kretzschmar H. Neuropathological assessments of the pathology in frontotemporal lobar
degeneration with TDP43-positive inclusions: an inter-laboratory study by the BrainNet Europe
consortium. J Neural Transm (Vienna). 2015 Jul; 122(7):957-72

Alafuzoff I, Arzberger T, Al-Sarraj S, Bodi I, Bogdanovic N, Braak H, Bugiani O, Del-Tredici K,
Ferrer I, Gelpi E, Giaccone G, Graeber MB, Ince P, Kamphorst W, King A, Korkolopoulou P, Kovacs
GG, Larionov S, Meyronet D, Monoranu C, Parchi P, Patsouris E, Roggendorf W, Seilhean D,
Tagliavini F, Stadelmann C, Streichenberger N, Thal DR, Wharton SB, Kretzschmar H. Staging of
neurofibrillary pathology in Alzheimer's disease: a study of the Brain Net Europe Consortium.
BrainPathol. 2008,18(4):484-96.

Alafuzoff I, Pikkarainen M, Arzberger T, Thal DR, Al-Sarraj S, Bell J, Bodi I, Budka H, Capetillo-
Zarate E, Ferrer I, Gelpi E, Gentleman S, Giaccone G, Kavantzas N, King A, Korkolopoulou P,
Kovdacs GG, Meyronet D, Monoranu C, Parchi P, Patsouris E, Roggendorf W, Stadelmann C,
Streichenberger N, Tagliavini F, Kretzschmar H. Inter-laboratory comparison of neuropathological

assessments of beta-amyloid protein: a study of the BrainNet Europe consortium. Acta Neuropathol.
2008;115(5):533-46.

Alafuzoff I, Parkkinen L, Al-Sarraj S, Arzberger T, Bell J, Bodi I, Bogdanovic N, Budka H, Ferrer I,
Gelpi E, Gentleman S, Giaccone G, Kamphorst W, King A, Korkolopoulou P, Kovacs GG, Larionov S,
Meyronet D, Monoranu C, Morris J, Parchi P, Patsouris E, Roggendorf W, Seilhean D,
Streichenberger N, Thal DR, Kretzschmar H; BrainNet Europe Consortium. Assessment of alpha-
synuclein pathology: a study of the BrainNet Europe Consortium. J Neuropathol Exp Neurol. 2008
Feb;67(2):125-43.

© Tento dokument je dusevnym viastnictvom Neuroimunologického ustavu SAV v.v.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobam
nie je bez suhlasu vedenia spolocnosti dovolené.




Prva slovenska mozgova banka,
Neuroimunologicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 845 10 Bratislava

Tkanivové zariadenie

Standardny pracovny postup: Strana: 1/1
IMUNOHISTOCHEMICKE FARBENIE Cislo vydania: 1
Kéd: SOP-M-001 Déatum vydania:

Priloha ¢. 2 — formular F1-SOP-M-001 — Protokol z imunohistochemického farbenia
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Formular F1-SOP-M-001 Eltrzna:. 11 /12
Protokol z imunohistochemického farbenia yoanie:

Détum vydania:

PROTOKOL Z IMUNOHISTOCHEMICKEHO FARBENIA

Datum:

Metoda:

Metodu vykonal:

Testované tkanivo:

ID ¢&islo pacienta: |

Testované oblasti:

oblast’ * oblast’ * oblast’ * oblast’ *
1 5 9 13
2 6 10 14
3 7 11 15
4 8 12 16
* oznaé krizikom
Pouzité primarne protilatky: Pouzité sekundarne protilatky:
Primarna protilatka * Cislo Sarze Sekundarny kit * Cislo Sarze
AT8 VECTASTAIN Elite ABC
Kit HUMAN
B-amyloid (clon 4G8) VECTASTAIN Elite ABC
Kit MOUSE
a-synuclein (clon 4D6) VECTASTAIN Elite ABC
Kit RABBIT
Anti-p62 (Lck ligand) Poznamky:
Anti.phospho TDP-43
(pSer.409/410)
Anti- FUS
* oznaé krizikom

Pouzité roztoky:

Roztok * ¢islo Sarze Poznimky:

Antigen unmasking roztok

1M Tris-HCI roztok

50mM Tris-HCI roztok

50mM Tris-HCI + 0,2% Triton-X 100
20x PBS roztok

1x PBS roztok

Aptum section block
70 % Etanol
1% peroxid vodika

sk

ozna¢ krizikom

Pouzity VIP peroxidazovy Kkit:

. A Yy Poznamky:
Typ Kkitu Cislo Sarze § Y

VIP peroxidase substrate Kit

Vysledky:
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Formular F1-SOP-M-001 g}trzna{ % /12
Protokol z imunohistochemického farbenia yoanie:

Détum vydania:

Poznamky:

Doba vyvoldvania signalu:

Zaver:

Schvalil:

© Tento dokument je duSevnym viastnictvom Neuroimunologického ustavu SAV v.v.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobam nie je bez suhlasu
vedenia spolocnosti dovolené.



