1 Casova naroénost

priprava vzorki vlastni pracovni postup
24 hod. 24 hod.

2 Zpracovani vzorku

2.1 Mnozstvi vzorku
QOdebira se:

masnych vyrobek 1 kus v baleni z trzni sité

minimalné vSak 30g v kuse

3 Vlastni pracovni postup

3.1 Priprava parafinovych rezu
e fixaci vzorku v 10% formalinu minimalné 24 h

vypirani formalinu VOJOU  .....oooiiiiiiiiieieee e 30 min
alkohol 5090, .. 40 min
T000. e 20 min
0690, 60 min
0690, 100 min
0690, 60 min
1000, e 60 min
L0090, 60 min
ACELON s 20 min
XYIEN [ (CISEY) e 20 min
XYIEN 11 (DL ) s 20 min
PArapPlast | e ————— 180 min
Paraplast Il e ——————— 12 hod

zaliti dO PArafinU s



3.2 Imunohistochemické zpracovani
Rezy je nutné pro lepsi pfilnuti fezi ke skli¢ku pied vlastnim zpracovanim nechat 1 hodinu na

vyhtivaci ploténce. Pouzivat skla superfrost +, nebo jiné s adhezivama.
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Termostat (60°C)

Xylen I (v kyvet¢, pti laboratorni teploté)

Alkoholeter (v kyveté, pii laboratorni teplot¢)

Cerstva vodovodni voda (v kyvet, pii laboratorni teplot&)

Destilovana voda (v kyveté, pti laboratorni teplote)

PBS (v kyveté, pti laboratorni teplot¢)

4% pufr — AICIs (pfipraven pted pouzitim, v mikrovince 5 min. pii 650W, pak
nechat chladnout)

Chladnuti v 4% pufru — AICIs (nechat v pivodnim roztoku, pii pokojové
teplote)

Chladnuti v PBS

3% roztok H202v PBS (v kyvetg, pii laboratorni teplot¢)

PBS (v kyveté, pti laboratorni teplot¢)

MIléko proti nespecifické vazbé 5% roztok v TBS s TWEEN 20 /0,59 do 10ml
TBS + 5ul TWEEN 20)

Miléko odsat filtraénim papirkem

Primarni protiliatka (polyklonalni) Anti-Peanut Protein (fedén4 fedidlem na
protilatky DakoCytomation (1:500), ve vlhéené komirce, pii teploté 8°C)
PBS (v kyveté, pti laboratorni teplot¢)

Piiprava Vectastain Elite ABC KIT (ABC reagents)

(ABC reagents ptipravime podle navodu: 2 kapky reagentu A do 5ml TBS

a pridat 2 kapky reagetu B, nutné 30 min pfed pouzitim)

Sekundarni protilatka biotinylovana Anti-Chicken IgY (protilatky fedeny s
fedidlen na protilatky DakoCytomation v pomé&ru 1:500, ve vlhéené komiirce,
pii laboratorni teplote)

PBS (v kyveté, pii laboratorni teplotc)

Vectastain Elite ABC KIT (ABC reagents)

(ve vlhéené komiirce, pii laboratorni teplote)

PBS (v kyveté, pii laboratorni teplotc)

DAB (1 kapka DAB ¢inidla do 1ml DAB fedidla, nutna kontrola zabarveni)
Destilovana voda (v kyveté, pii laboratorni teplote)

Barveni pozadi (modifikovany Calleja)

6 min
10 min.
10 min.
7 min.
7 min.
5 min.
5 min.

20 min

5 min.
20 min.
2 X 5 min.
20 min.

12 hod.
pies noc

2 X 5 min.

30 min.

2 X 5 min.
30 min.

2 X 5 min.
3 min.
5 min.
viz dale




Pfiprava roztoku:

Fosfatovy pufr — zasobni roztok PBS (phosphate buffered saline):
2000 ml destilovana voda
160g chlorid sodny
49 chlorid draselny
49 dihydrogen fosfore¢nan draselny
46,89 hydrogen fosfore¢nan sodny
2 pecky hydroxid sodny

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

- pred pouzitim 10x fedit

4% Pufr — AICl3

500 ml destilovana voda

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

1000 ml destilovana voda

1ks sacek TBS

- zasobni roztok uchovavat v lednici!



Protokol 06
Sledovana sloZka potraviny Podzemnice olejna
Druh potraviny Masné vyrobky
Zpusob vysetieni vzorku Imunohistochemické vySetteni
ZKraceny protokol/plna verze Skracena verze

3.2.1 Barveni pozadi - modifikovany Calleja
Postup barveni:

roztok B Calleja 5 minut
destilovana voda oplach
destilovana voda oplach
alkohol 96% oplach
odvodnéni
alkohol 100% oplach
o xylen I (Cisty) 7 minut
projasnéni )
xylen 11 (p. a.) 7 minut
Vysledek barveni:
svalova tkan zelené s Cervenymi jadry
elastické vazivo zluté
kolageni vazivo modfe

podzemnice olejna  hnédé
Skrob a neutralni tuky nebarvi se

Pfiprava roztoku:

Roztok B Calleja:

100 ml destilovana voda

19 indigokarmin
200  ml kyselina pikrova
- roztok prefiltrujeme
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Modelovy vyrobek, hnédé proteiny Kontrolni vzorek, pti¢ny fez osemenim
podzemnice olené, zveétSeno 400x. podzemnice olejné, zveétSeno 400x.
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