Protokol 04
Sledovana slozka potraviny pSeni¢na bilkovina
Druh potraviny masné vyrobky
Zpusob vysetieni vzorku imunohistochemické vySetfeni
Verze protokolu plna verze

1 Popis vzorku

Podle protokolu €. 04 1ze vysetfit vzorky riznych druhi masnych vyrobkl na pfitomnost pSenicné

bilkoviny.

2 Detek¢ni limit vySetifeni

Pfitomnost pSeni¢né bilkoviny lze spolehlivé prokazat, pokud je jeji mnozstvi ve vyrobku vétsi nez
10 g/kg a vice s pravdépodobnosti nad 95 % pfi vysetieni alespon tfech fezli z riznych odbérovych

mist.

3 Casova naroc¢nost

Ptiprava vzorku: 72 hodin

Vlastni pracovni postup: 9 hodin

4 Odbér a fixace vzorku

4.1 Mnozstvi vzorku

Vzorky je potieba odebrat v dostate¢ném mnozstvi tak, aby bylo mozno provést pozadovana

vySetieni. Odebira se cely masnych vyrobek (1 kus v baleni z trzni sit€) nebo minimalné 30g v kuse.

4.2 Odbér vzorku

Masné vyrobky se odebiraji v trzni siti, kde jsou nabizeny spotiebiteli. Lze vSak zpracovavat také

vzorky dodané vyrobcem (vcetné masného dila) chlazené nebo zmrazené.
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4.3 Fixace vzorku

Vzorky se co nejdiive po odebrani fixuji v 10 % roztoku neutralniho formolu, po 24 hodin pted dalsim

zpracovani. Zmrazené vzorky se zpracovavaji po pozvolném rozmrazeni (pfi teploté 27°C).

Zasady pri fixaci:
e odebrany vzorek musi byt vloZen do fixa¢ni tekutiny co nejdiive po odbéru do fixacni tekutiny
ve specialnich krabi¢kach nebo zabaleny do gazy
e pramér vzorku by nemél byt vétsi nez 1 cm
e mnozstvi fixacni tekutiny musi alespoii 20x az 50x pfevySovat objem fixovaného vzorku
e tekutina musi mit ze vSech stran pfistup ke vzorku, vzorek je vhodné podklozit napt. vatou

nebo filtracnim papirem.

5 Material a vybaveni

5.1 Chemikalie a roztoky

- alkohol

- dvojchroman draselny

- formol

- kyselina citronova

- chlorid sodny

- chlorid draselny

- dihydrogen fosfore¢nan draselny
- hydrogen fosforecnan sodny
- hydroxid sodny

- tvrdy parafin strouhany

- siran hlinito-draselny

- synteticka pryskytice
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vodovodni voda

destilovana voda

xylen Cisty

xylen p. a.

peroxid vodiku farmaceuticky 30%
toluidinova modf
3,3’diaminobenzidin

fedidlo na protilatky

trisfosfatovy pufer (trisphosphate bufered saline)

TWEEN R 20

primarni protilatka proti pSenicné bilkoving (gliadin) ziskand na krélikovi

avidin biotin komplex se sekundarni protilatkou proti krali¢i primarni protilatce

5.2 Pristroje a zarizeni

(pouzivané presné dle pracovniho nadvodu dodaného s pfistrojem)

autotechnikon

mikrotom

digestoft stolni

barvici kyvety
mikropipeta 10100 pl
mikropipeta 100-1000 pl
mikropipeta 0,1-2 ul
mikropipeta 1-10 ml
mini centrifuga MPW 15
destila¢ni pfistroj

vahy

pH metr

lednice
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mrazici box
topné hnizdo
termostat

vlhéena komurka

5.3 Laboratorni pomiicky

gaza

pinzety

skalpel

nlz

ochranné rukavice

pasteurova pipeta plastova 1 ml
pasteurova pipeta plastova 3,5 ml
podlozka na krajeni

zalévaci komurky

popisovaci tuzky

liquid blocker super pappen
teploméry (1 jako etalon)

vata a vatové tampony

filtra¢ni papir

magnetické michadlo

5.4 Laboratorni sklo (kalibrované)

pipeta 5ml
pipeta 10ml
kadinky 200 ml
kadinka 2000 ml

4/12

Zuzana Rezacova Lukaskova

1.8.2013




Protokol 04
Sledovana slozka potraviny pSeni¢na bilkovina
Druh potraviny masné vyrobky
Zpusob vysetieni vzorku imunohistochemické vySetfeni
Verze protokolu plna verze

- podlozni skla pro imunohistochemické vysetieni

- kryci skla

- nalevky

6 Vlastni pracovni postup

6.1 Priprava parafinovych blocki
Ptiprava parafinovych fezi zahrnuje fixaci vzorku v 10% formalinu 24 h (pokud vzorky nejsou jiz
vyxované) a odvodnéni vzorkt dle tabulky 1 (ru¢ni zpravocani) nebo dle tabulky 2 (zpracovani v

autotechnikonuy).

Tab. 1 Ruéni priprava parafinovych blocki

Krok ¢&. Popis kroku/pouzita chemikalie Cas

1 vypirani formalinu vodou 30 min.
2 alkohol 20% 30 min.
3 alkohol 40% 60 min.
4 alkohol 50% 60 min.
5 alkohol 70% 120 min.
6 alkohol 80% pies noc
7 alkohol 96% 60 min.
8 alkohol 100% 120 min.
9 methylsalicylat I 60 min.
10 methylsalicylat 11 60 min.
11 methylsalicylat 111 pies noc
12 xylen | 15 min.
13 xylen Il 15 min.
14 xylen 111 15 min.
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15 parafin | (Cisty) 120 min.
16 parafin 11 (p. a.) 120 min.
17 parafin 11 (p. a.) pies noc
18 zaliti 4. den
Tab. 2 Piiprava parafinovych blo¢ki v autotechnikonu
Krok ¢&. Popis kroku/pouzita chemikalie Cas
1 vypirani formalinu vodou 30 min.
2 alkohol 50% 40 min.
3 alkohol 70% 20 min.
4 alkohol 96% 60 min.
5 alkohol 96% 100 min.
6 alkohol 96% 60 min.
7 alkohol 100% 60 min.
8 alkohol 100% 60 min.
9 aceton 20 min.
10 xylen I (Cisty) 20 min.
11 xylen Il (p. a.) 20 min.
12 parafin | 180 min.
13 parafin 1 12 hod.
14 zaliti

6.2 Zalévani parafinovych blocki

K zalévani parafinovych blocka pouzijeme komercné ptipravené zalévaci medium, jehoz zdkladem
je parafin upraveny vcelim voskem. Jednd se o medium nerozpustné ve vod€. Vzorek prosyceny

parafinem se zalévd v zalévacich komurkich na zalévaci lince. Po zchladnuti ziskdme blocek

ptipraveny ke kréajeni. Pro kazdy vzorek pfipravime alespoii 1 blocek.
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6.3 Krajeni blocki

Tkang zalit¢ v parafinu se krajeji na mikrotomu o tloustce fezli 4 um. Krajeni vzorkd pro
imunohistochemické vySetfeni se provadi podle uvedené¢ho schématu.

Schéma krajeni ezt

1. fez—50 pm odkrojit-2. Fez—50 pm odkrojit-3. Fez—50 um odkrojit—4. Fez—50 um odkrojit-5. Fez—
50 um odkrojit—6. ez

6.4 Imunohistochemické zpracovani

Rezy je nutné pied vlastnim zpracovanim nechat 1 hodinu na vyhiivaci ploténce. Vlastni zpracovani
je z duvodu pfizpisobeni prostiedi pro usp&$nou vazbu antigen — protilatka zahajeno
odparafinovanim fezu. Parafin se v fezech rozpousti rozpoustédlem (xylen) a sestupnou alkoholovou
fadou se vzorky ptrevedou do vody. Cely postup se provadi ru¢né ve specialnich kyvetach nebo v
automatu pro imunohistochemické zpracovani. Reakéni smési, protilatky a barviva se aplikuji dle

popsaného postupu.

6.5 Postup metody ABC

Tab. 3 Postup imunohischotemického vySetieni

Krok ¢. Faze Popis kroku Cas
potteni podloznich skel do roztoku 0,5 g
1 Fixace Zelatiny rozpusténé ve 100 ml teplé vody s
ptidavkem 0,05 g siranu chromitodraselného a

1 ml poly-L-lysinu
2 lazen v xylenu 7 min.
3 . . lazen v xylenu 7 min.
4 | Odparafinovani lazen ve 100% alkoholu 7 min,
5 lazen ve 100% alkoholu 7 min.
6 PHibrava pro lazen ve vodovodni vodé 7 min.
7 H Cp vvie t?em’ lazen v destilované vodé 7 min.
8 y lazeii v PBS (80 g/l NaOH, 2g/l KCI, 2 g/l 7 min.
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Krok &. Faze Popis kroku Cas
KH2POg4, 23,4 g/l NaHPO4*12 H-0, 0,16 g/l
NaOH, upravit pH na 7,4, fedéni 1:10)
9 lazen v citratovém pufru, zahiati v mikrovince 5 min.
po dobu pii 650W
10 chladnuti 20 min.
11 oplach v PBS 5 min.
12 lazen v 200 ml PBS s 6,7 ml H202 20 min.
13 lazen v PBS 5 min.
14 lazen v PBS 5 min.
15 inkubace fezil s roztokem o slozeni 0,25 g 20 min.
suseného mléka do 5 ml TBS + 5ul Tweenu
16 inkubace s primarni protilatkou v mnozstvi 45 1 hod. pti
ul na jeden fez teploté 24°C
17 lazen v PBS s ptidavkem Tweenu 5 min.
18 lazenr v PBS s ptidavkem Tweenu 5 min.
19 inkubace se sekundarni biotinilovanou 30 min.
protilatkou v mnozstvi 45 pul na jeden fez
20 Vlastni IHC vy- lazenn v PBS 5 min.
21 Setieni lazen v PBS 5 min.
29 inkubace s ABC reagentem (5 ml TBS, 2 30 min.
kapky reagentu A a 2 kapky reagentu B)
23 lazen v PBS 5 min.
24 lazen v PBS 5 min.
25 inkubace s DAB 3-5 min.
26 lazen v destilované vodé 5 min.
97 lazen v barvicim roztoku/roztocich dle pouzitych
Barveni roztokl
28 oplach v destilované vod¢ —
29 . lazen v alkoholu 10 min.
Odvodnéni ,V -
30 lazen v acetonu 3 min.
31 Proiasnéni lazen v xylenu I 5 min.
32 J lazen v xylenu II 5 min.
pSeni¢na bilkovina hnédé
Vysledky barveni ostatni komponenty dle pouzitého
barveni
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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

46,8 g hydrogen fosfore¢nan sodny

2 pecky hydroxid sodny
- roztok je nutné piefiltrovat a jeho pH upravit na 7,4
- pted pouzitim 10x fedit
Citratovy pufr — zasobni roztok

2000 ml destilovana voda

42 g kyselina citronova

189 hydroxid sodny
- roztok je nutné prefiltrovat a jeho pH upravit na 6,0
- pted pouzitim 10x fedit, pravidelné kontrolovat pH
Tris buffered saline (TBS)

1000 ml destilovana voda

1ks sacek TBS

- zasobni roztok uchovavat v lednici

6.5.1 Barveni pozadi

Dobarveni preparatu (pozadi) se pouziva ke zvyraznéni ostatnich struktur ve vySetfovaném vzorku
pro dosazeni piehlednosti celého fezu a vhodného barevného kontrastu. Pro moznost vySetfovani i
dalsich mikroskopicky posouditelnych parametri vyrobku je pro dobarveni preparatu doporuceno
ptehledné barveni toluidinovou modii, které zaroven poskytuje odpovidajici barevny kontrast pro

piipadnou kvantifikaci vysledkli (obrazovou analyzou ¢i stereologickymi postupy).
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Tab. 4 Postup dobarveni pozadi toluidinovou mod¥i

Krok ¢&. Faze Popis kroku Cas
1 lazen v roztoku toluidinova modf 3-5 min.
Barveni i

2 oplach v destilované vod¢ —

3 lazen v 96% alkoholu 10 min.
Odvodnéni i

4 lazenr ve 100% alkoholu 3 min.

5 lazen v xylenu I 5 min.
Projasnéni i

6 lazen v xylenu II 5 min.

Pfiprava roztoku:

Roztok toluidinové modre

100 ml destilované vody

0,7 g toluidinové modii

k 70 ml tohoto roztoku piidame 30 ml glycerolu a 1,01 g fenolu
- roztok pfefiltrujeme a pH vyrovname na 7,0

- vzdy pted pouZzitim roztoku zkontrolujeme pH a piipadné upravime na 7,0

Vysledek barveni:

svalovina — modra s ¢ervenofialovymi jadry

elasticka vldkna — tyrkysova

kolagenni tkéan — bledé lososova s modrofialovymi fibroblasty
pSenicna bilkovina — hnéd¢ (bledé modrozelen€)

stény rostlinnych bunék — fuchsinové

Skrob a neutralni tuky — nebarvi se

6.6 Uzavirani obarvenych fezi

Dobtie nabarveny preparat se uzavird mezi podlozni a kryci sklo do vhodného média, které

neinterferuje s barvou obarveného fezu, napi. syntetické pryskytice. Obvykle se jako montovaci
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médium pouzivaji latky nerozpustné ve vode¢, a proto je nutné fezy pievést vzestupnou alkoholovou

fadou (odvodnit) do rozpoustédla (xylenu).

Postup pfi ru¢nim montovani:

Kapka média se umisti na okraj fezu, kryci sklicko se ptilozi v thlu 45° a opatrné se spousti. Dulezité
je spoustet sklicko pomalym pohybem, aby nevznikly bubliny. Pro montovani je rovnéz mozné pouZzit
automat. Preparat se nechd ptes noc zaschnout v termostatu pti 60°C a po zatvrdnuti pryskyfice se

opatrné o€isti okraje alkoholem a Ziletkou.

6.7 VySetieni preparati a hodnoceni vysledki

Zpracované a dobarvené fezy jsou vySetiovany ve svételném mikroskopu pti zvétseni 100x a 400X,
pro studium detailll je pouzivano vétsiho zvétSeni. Obvykle se jedna o kvalitativni vySetfeni. Pro
fotodokumentaci volime zvétSeni 400x, v piipad€ nutnosti zobrazit vétsi detaily volime zvétSeni napf.
600x. Sledujeme pfitomnost jednotlivych druhti tkani ve vySetfovanych vzorcich se zfetelem na
pfitomnost pSenicné bilkoviny, ktera je zvyraznéna DAB chromogenem hnéd¢€. Pti identifikaci tkani
zivocis$ného 1 rostlinného plivodu je nutné vychazet z udajii v literatute, pro srovnavani pouzivat
vzorky piipravené v laboratofi a dale také schématické obrazky a fotodokumentaci z literatury.
Vysetieni je mozné doplnit o kvalitativni zpracovani ziskanych obrazii streologickymi metodami

nebo analyzou obrazu.

6.8 Dokumentace

O kazdém vySetiovaném vzorku je veden laboratorni protokol s témito tdaji — datum odbéru, druh
vyrobku, vyrobce, slozeni (pokud bylo zndmé), postup zpracovani (fixace, barveni), vysledek
vysetieni. Aby nedoslo k zaméné vzorkd, je tfeba oznacit nadobku nazvem vzorku a ¢islem, pod
kterym je vzorek veden v laboratornim protokolu, ptip. I datem odbéru, a dale 1 druh pouzité fixacni
tekutiny. Stejnym zplsobem oznafime blocky a mikroskopicka skla. Vzorky je mozné oznacit
a identifikovat také carovym koédem. VSechny zhotovené preparaty jsou uchovany a podle potieby je

zhotovena fotodokumentace.
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6.9 Vysledky

Hnédé zbarvena psSeni¢na bilkovina tvoii houbovité struktury s otvory a nepatrnymi zbytky Skrobu.

7 Fotodokumentace

Popis obrazku: pseni¢na bilkovina (1), zvétSeni 100x

8 Seznam pouzitych zkratek

- ABC ..o avidin biotin komplex

- DAB chromogen ..........cccoeevuveenn. 3,3’diaminobenzidin

- TBS e trisfostatovy pufer (trisphosphate bufered saline)

- PBS o polyfostatovy pufer (phosphate bufered saline)
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