1 Popis vzorku
Podle tohoto postupu lze vyBetvzorky riznych druli masnych vyrobk na

piitomnost parenchymatickych tkani a protegodzemnice olejné.

2 Detekéni limit vySet feni
Detekeni limit byl dle nize uvedeného postupu stanovenOnh % hmotnostniho

piidavku podzemnice olejné do vyrobku.

3 Casova naro énost

piriprava vzorki vlastni pracovni postup
24 hod. 24 hod.

4 Zpracovani vzorku

4.1 Mnozstvi vzorku
Vzorky se odebiraji v dosta@®em mnoZstvi, tak aby bylo moZno provést poZzadovana

vySeteni.
Odebiré se:
masnych vyrobek 1 kus v baleni z trzn¢ sit

minimalrg vSak 30g v kuse

4.2 Odb ér vzork
Masné vyrobky se odebiraji v trzni siti, kde jsabizeny spdebiteli. Mohou se viak

zpracovavat také vzorky dodané vyrobcege(® masného dila) chlazené nebo zmrazené.

4.3 Vlastni zpracovani vzork a
Vzorky se co nejidve po odebrani fixuji v 10 % roztoku neutralnileonfiolu, nejlépe

piimo na mist odkéru. Zmrazené vzorky se zpracovavaji po rozmrazeni.



Zasady pri fixaci :
odebrany vzorek musime vlozit do fém tekutiny co nejtive po odkru
vzorek se dava do fixai tekutiny ve specialnich kratéidch nebo zabaleny do gazy, kdy
pramér vzorku, by nerdl byt vétSi nez 1 cm
mnoZzstvi fix&ni tekutiny musi alesmo20x az 50x fevysSovat objem fixovaného vzorku,
tekutina musi mit ze vSech strafispup ke vzorku, proto vzorek podkladame inaatou

nebo filtra&nim papirem.

5 Metoda

5.1 Chemikalie a roztoky:
- alkohol

- dvojchroman draselny

- formol

- chlorid hlinity

- chlorid sodny

- chlorid draselny

- dihydrogen fosforénan draselny
- hydrogen fosforégnan sodny

- hydroxid sodny

- tvrdy parafin strouhany

- siran hlinito-draselny

- syntetick& pryskiyce

- vodovodni voda

- destilovana voda

- Xxylengisty

- xylenp. a.

- peroxid vodiku farmaceuticky 30%
- indigokarmin

- kyselina pikrova

- zeley swtla Zlutava



3,3 diaminobenzidin

fedidlo na protilatky

trisfosfatovy pufer (trisphosphate bufered saline)

TWEEN R 20

primérni protilatka proti sezamu ziskana atdize (IGY)
sekundarni biotinilovana protilatka protiathezi IGY z kralika

avidin biotin komplex

5.2 Pristroje a za Fizeni
(pouzivané fesre dle pracovniho navodu dodanéhaistpojem)

autotechnikon

mikrotom

digestd stolni

barvici kyvety
mikropipeta 10 — 100 pl
mikropipeta 100 — 1000 pl
mikropipeta 0,1 — 2 ul
mikropipeta 1 — 10 ml
mini centrifuga MPW 15
destila&ni pristroj

vahy

pH metr

lednice

mrazici box

topné hnizdo

termostat

vih¢ena konirka

5.3 Laboratorni pom ucky



- gaza

- pinzety

- skalpel

- naz

- ochranné rukavice

- mikrozkumavky Eppendorf 1,5 ml
- pasteurova pipeta plastova 1 ml

- pasteurova pipeta plastova 3,5 ml
- podlozka na krajeni

- zalévaci konrky

- popisovaci tuzky

- liquid blocker super panpen

- teplonmery (1 jako etalon)

- vata

- vatové tampony

- filtra¢ni papir

- magnetické michadlo

5.4 Laboratorni sklo (kalibrované)

- pipeta 5ml

- pipeta 10ml

- kadinky 200 ml

- kadinka 2000 ml

- podlozni skla pro imunohistochemické vygei
- kryci skla

- nalevky



6 Vlastni pracovni postup

6.1 Priprava parafinovych rezu
Tento postup zahrnuje:

* fixaci vzorku v 10% formalinu minimé&é24 h

e odvodréni vzorki:

a/ ruéné
vypirani formalinu VOAOU ...........eiiiiiiiiiei e
alkohol 2090, e e
B0, ——
D000, sttt —————————————————-
T000 ettt e
BO0D0..ceiiiiieeie e —— e
0690, ..t ———
LO00Y0.ccceeeeeeieieee ettt
MethylSaliCYIAt | e
methylsaliCylat Il e
methylsalicylat Il - e
XY BN | —————————————
XYIEN Il e ————————————
XYIEN Il
parafin | CISY) e —————
parafin Il (P. @.) e
parafin l (P. @.) e
ZAlItT
b/ v autotechnikonu
vypirani formalinu VOAOU ..........ueiiiiiiiiii e
alkohol B5O0.ccceeiiieeeeeee e
T000. ettt ———————————————
06890, .. e e eee e ——

30 min
30 min
60 min
60 min
120 min
pres noc

60 min
120 min

60 min

60 min
ps noc

15 min

15 min

15 min
120 min
120 min
pS noc

4. den

30 min
40 min
20 min

60 min



D0, e e e——————— s 100 min

0690, ..o 60 min

L000.ccieeeeeiiiiieee et eeeeeeennraeaeas 60 min

OO0 e 60 min
ACEION et a e e e aene 20 min
XYIEN T (CISTY) e 20 min
XYIEN I (. @) e ——— 20nm
Parafin | e 180 min
parafin Il e ————— s 12 hod

ZAl

6.2 Zalévani
K zalévani pouzijeme komaw pripravené zalévaci medium, jehoz zakladem je

parafin upravenydelim voskem. Jedna se o medium nerozpustné & Wabrek prosyceny
parafinem, se zaléva v zalévacich Kokdch na zalévaci lince a po zchladnuti ziskame
blo¢ek pipraveny ke kréjeni.

Pro kazdy vzorekijpravime alespio 1 blatek.

6.3 Krajeni blo ¢ku

Krajeni vzorkKi pro imunohistochemické vy3eni se provadi podle uvedeného
schématu. Pro vy&eni jednoho vzorkuijpravime 6rezi (vySetujeme minimalg 3tezy).

Schéma krajenirezi

1. ¥ez— asi 50 um odkrojit 2. Fez— asi 50 um odkrojit 3. ez -asi 50 um odkrojit 4. ez

—asi 50 pm odkrojit 5. ez -asi 50 pum odkrojit 6 . ez

Tkare zalité v parafinu se krajeji na mikrotomu. Tlék&iez se nastavi 4m.



6.4 Imunohistochemické zpracovani

Rezy je nutné pro lepsiimnuti fezi ke skléku pred vlastnim zpracovanim nechat 1 hodinu na

vyhtivaci ploténce. Pouzivat skla superfrost +, neh@ § adhezivama. Vlastni zpracovani je

z divodu Fizptisobeni prosedi pro UspSnou vazbu antigen — protilatka zahajeno

odparafinovanimiez. Parafin se ¥ezech rozpousti rozpogdtem (xylen) a sestupnou

alkoholovouradou se vzorkyigvedou do vody.

Cely postup se provadi ¢e ve specialnich kyvetach. Reak snesi, protilatky a barviva

se aplikuji dle popsaného postupu.

6.4.1 Postup metody ABC

13

14
15
16
17

18
19

20

21

22

24
25

Termostat (60°C) 6 min
Xylen | (v kyveg, pri laboratorni teplat) 10 min.
Alkoholeter (v kyveg, pii laboratorni teplaf) 10 min.
Cerstva vodovodni vodav kyvet, pri laboratorni teplaf) 7 min.
Destilovana voda(v kyveg, pri laboratorni tepla) 7 min.
PBS (v kyvet, pii laboratorni teplaf) 5 min.

4% pufr — AICI 3 (pripraven ped pouzitim, v mikrovince 5 minfipgg50W, pak | 5 min.
nechat chladnout)

Chladnuti v 4% pufru — AICI 3 (nechat v pvodnim roztoku, $ pokojové 20 min
teplog)

Chladnuti v PBS 5 min.
3% roztok H,0,v PBS(v kyveg, pri laboratorni teplaf) 20 min.
PBS (v kyvet, pii laboratorni teplaf) 2 X 5 min.

Mléko proti nespecifické vazl& 5% roztok v TBS s TWEEN 20 /0,5g do 10ml 20 min.
TBS + 5ul TWEEN 20)
Mléko odsat filtra¢nim papirkem

Primérni protilatka (polyklonélni) Anti-Peanut Proteiffecénéaiedidlem na 12 hod.
protilatky DakoCytomation (1:500), ve wné konirce, @i teplog 8°C) pies noc
PBS (v kyvet, pii laboratorni teplaf) 2 X 5 min.

Priprava Vectastain Elite ABC KIT (ABC reagents)

(ABC reagents fipravime podle ndvodu: 2 kapky reagentu A do 5mETB

a pridat 2 kapky reagetu B, nutné 30 mime@ pouZzitim)

Sekundarni protilatka biotinylovanéAnti-Chicken IgY (protilatky fedeny s 30 min.
fedidlen na protilatky DakoCytomation v pém 1:500, ve vibené kondrce,

pii laboratorni teplaf)

PBS (v kyvet, pii laboratorni teplaf) 2 X 5 min.
Vectastain Elite ABC KIT (ABC reagents) 30 min.




(ve vlihcené kontrce, @i laboratorni teplaf)

26 PBS (v kyvet, pii laboratorni teplat) 2 X 5 min.
27 | DAB (1 kapka DABcinidla do 1ml DABtedidla, nutna kontrola zabarveni) 3 min
28 Destilovana voda(v kyveg, pii laboratorni teplag) 5 min.
29 | Barveni pozadi(modifikovany Calleja) viz déle

Pouzité protilatky

Primarni protilatka

Anti-Peanut Protein, Code: APP, Quantity: 0.1 Mglume: 0.1 ml
Gallusimunotech inc., USA: 412 Waverly Hills Dri@ary, NC 27519

Host: Chicken, Type: Affinity purified

Physical State: liquid, Concentration: 1.0 mg/ml|

Diluent: Phosphate buffered saline, pH 7.2

Procedure: Chickens were immunized with peanua¢his hypogaea) protein

immunoglobulin fraction prepared. Antibodies warenunoaffinity purified

Sekundarni protilatka

Anti-Chicken IgY (H+L), Quantity: 0.5 mg, Volum@&:5 ml
Gallusimunotech inc., USA: 412 Waverly Hills Dri@ary, NC 27519
Host: Donkey, Type: Biotin conjugated

Physical State: liquid, Concentration: 1.0 mg/ml|

Diluent: Phosphate buffered saline (PBS), pH 34 glycerol

Ptiprava roztok:

Fosfatovy pufr — zasobni roztok PBS (phosphatetrdfsaline):

2000 ml destilovana voda

160 g chlorid sodny

49 chlorid draselny

49 dihydrogen fosfotman draselny
46,8 g hydrogen fosfotean sodny

2 pecky hydroxid sodny

- roztok je nutné fefiltrovat! a jeho pH upravit na 7,4




- pied pouzitim 10xedit

4% Pufr — AIC}

500 ml destilovana voda

20 g chlorid hlinity
- roztok je nutné fefiltrovat a jeho pH upravit na 3,2!
Tris buffered saline (TBS):

1000 ml destilovana voda

1ks séek TBS

- zasobni roztok uchovavat v lednici!

6.4.2 Barveni pozadi

Dobarveni preparatu (pozadi) se pouziva ke zvyrdzostatnich struktur ve vy¥evaném
vzorku, pro dosazenitghlednosti celéhéezu a vhodného barevného kontrastu. Pro moznost
vySetovani i dalSich mikroskopicky posouditelnych partmheryrobku je pro dobarveni
preparatu zvoleno barveni modifikovanym Callejegr&t zarove poskytuje odpovidajici
barevny kontrast proffpadnou kvantifikaci vysledk(obrazovou analyzoti stereologickymi

postupy).

modifikovany Calleja
Postup barveni:

roztok B Calleja
destilovana voda
destilovana voda
alkohol 96%
alkohol 100%
xylen | (isty)
xylen Il (p. a.)
Vysledek barveni:

odvodreéni

projasrni

svalové tkéa zelert sc¢ervenymi jadry

elastické vazivo Zlet
kolageni vazivo mae

5 minut
oplach
oplach
oplach
oplach
7 minut

7 minut



podzemnice olejna  hidé
Skrob a neutralni tuky nebarvi se

Ptiprava roztoku:
Roztok B Calleja:

100 ml destilovana voda
19 indigokarmin
200  ml kyselina pikrova

- roztok gefiltrujeme

6.5 Uzavirani obarvenych rezd

Dobie nabarveny preparat se uzavirA mezi podlozni ailsiklo do vhodného média,
nag. syntetické pryskiyce. Obvykle se jako montovaci médium pouzivajyaterozpustné
ve vod, a proto je nutnérezy prevést vzestupnou alkoholovokadou (odvodnit) do

rozpoustdla (xylenu).

Postup B montovani :

Kapka média se umisti na okiagu, kryci skkikko se piloZi v Ghlu 4% a opatr@ se spousti.
Dulezité je spoust sklicko pomalym pohybem, aby nevznikly bubliny. Prepa@tnecha
pies noc zaschnout v termostatil @0 °C a po zatvrdnuti pryskige se opatr ocisti okraje

alkoholem a ziletkou.

7 VySetfeni preparat ¢ a hodnoceni vysledk a
Zpracované a dobarvetiézy jsou vySébvany ve setelném mikroskopu i zvétSeni

100x a 400x, pro studium detailje pouzivano &sSiho z¢¥tSeni. Obvykle se jedna
o kvalitativni vySeteni. Pro fotodokumentaci volime &Seni 400x, vfipac nutnosti
zobrazit ¥tSi detaily volime z&tSeni nap 600x. Sleduje sefftomnost jednotlivych druh
tkani ve vySdbvanych vzorcich seetelem na fitomnost proteifi podzemnice olejné, ktera
je zvyrazién DAB chromogenem l&lé. Pozitivni nalez j@ast&né mozné opit také o nalez

Skrobovych zrn (5 - 1fmm) (viz protokol histochemické stanoveni podzerarotejné). H



identifikaci tkani ziv@iSného i rostlinnéhotvodu je nutné vychazet z uday literatue, pro
srovhavani pouzivat vzorkytipravené v laboraio a dale také schématické obrazky a

fotodokumentaci z literatury.

8 Dokumentace
O kazdém vySébvaném vzorku je veden laboratorni protokadrsito Udaji — datum

odkéru, druh vyrobku, vyrobce, sloZzeni (pokud bylo zédmpostup zpracovani (fixace,
barveni), vysledek vyS@ni. Aby nedoslo k za#n¢ vzorki, je teba ozné&it nadobku nazvem
vzorku ac¢islem, pod kterym je vzorek veden v laboratorniwtqkolu, @ip. i datem odéru,
a dale i druh pouzité fixai tekutiny. Stejnym zjsobem ozn&dme blaky a mikroskopicka
skla.

VSechny zhotovené preparaty jsou uchovany, podldielpp je zhotovena

fotodokumentace.

9 Vysledky

Hnédé zbarven protein podzemnice olejné

Morfologicky popis:
Lze pozorovat endosperm podzemnice olejné ve ktggémhredé obarveny aleuronové zrna

(proteiny). V jejich blizkosti jsodetna neobarvena Skrobova zka.



Protokol 06

Sledovana slozka potraviny

Podzemnice olejna

Druh potraviny

Masné vyrobky

Zpusob vySeteni vzorku

Imunohistochemické vySeni

Zkraceny protokol/plna verze

PIna verze

10 Fotodokumentace

= "'-0.

Modelovy vyrobek héde protelny
podzemnice olené, seno 400x.

Kontrolm vzorek, plcnyrez osemen
podzemnice olejné, 2t5eno 400x.

11 Seznam pouzitych zkratek
...... avidin biotin komplex

Pospiech Matej, Zvonkova Jana

...... 3,3 diaminobenzidin

....... débezi imunoglobulin
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trisfosfatovy pufer (trisphosphate befesaline)
polyfosfatovy pufer (phosphate buferaling)
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