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Prakticky kurz

Priprava nanocastic metodami syntézy v Zizalach, charakterizace

- Imunohistochemické barveni

Vyucuyjici: Mgr. Bc. Markéta Kominkova

Postup imunohistochemického barveni (detekce metallothioneinu)

Deparafinace a zavodnéni

e Xylol 1. 10 min
e Xylol 2. 10 min
e Aceton 2 min
e 2-propanol 1. 1 min
e 2-propanol 2. 1 min
e 2-propanol 3. 1 min
e 2-propanol 4. 1 min

Blokovani endogennich peroxidaz

« Voda oplach
e 3% H,0; 15 min
e Voda oplach

Teplotné indukované odhaleni epitopt

e V elektronickém tlakovém hrnci zvolime program na ryzi (nutné je udrZeni konstantni
teploty 100 °C) a vzorky ponofime do 10 mM citratového pufru  pH 6 ((2,1 g citric
acid (C6H80O7xH20) + 29,4 g Tri-Sodium-Citrate-Hidrate (C6H5Na3x2H20) do 1 1)

20 min
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e Ochlazovani na lab teplotu 10 min
« Voda 5 min
« Voda 5 min

Imunohistochemické barveni

e PBS1. 5 min
e PBS2. 5 min
e PBS3. 5 min
e Primarni protilatky 1:50 vPBS 1 hod
e PBS4. 5 min
e PBS5. 5 min
e PBS6G. 5 min
e Sekundarni protilatky 15 min
e PBS7. 5 min
e PBS8. 5 min
e PBSO. 5 min
e Detekcni barviva AEC, DAB

Kontrastni barveni

e Methyl-Green
Dehydratace

e Termostat 56 °C
Kryti

o Xylol 5 min
e Naneseni montovaciho média a polozeni kryciho sklicka
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Obr. 1 Identifikace metallothioneinu v tkani (metallothionéin je obsazen v bunkach
s fialovou barvou)
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Prakticky kurz

Priprava nanocastic metodami syntézy v Zizalach, charakterizace

- Priprava histologického preparatu
Vyucuyjici: Mgr. Bc. Markéta Kominkova

Postup pfipravy histologického preparatu:

e Vzorek tkan€ umistime histologické kazety

Obr. 1 Histologicka kazeta

e Vzorek v kazeté vlozime do 10% formalinu minimalné na 24 h

e odvodnéni vzorkd — vzestupna alkoholova fada

» vypirani formalinu vodou 15 min
= alkohol 50% 60 min
= alkohol 60% 60 min
= alkohol 70% 60 min
= alkohol 80% minimalné 2 hod
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alkohol 96% 60 min

pfipravime si 100% ethanol (smisime s vyzihanou modrou skalici a nasledné
prefiltrujeme)

alkohol 100% 2 hod

xylen 3x lazen (po 20 min)

e Zalévani

Pted vlastnim zalitim mac¢ime v parafinu (vypirani parafin — vyplnéni vSech prostor
vzorku parafinem) 62 °C 1 hodina

Presunuti do druhé parafinové lazné 62 °C 1 hodina

Nerezovou zalévaci formicku si polozime na vyhiivany stolek (60 °C), a nalejeme
malé mnozstvi rozehtatého parafinu

Vzorek vyjmeme z kazety a vlozime do pfipravené zalévaci formicky, kterou
umistime na vyhiivany stolek

K manipulaci a smétovani vzorku vyuzivame vyhiivanou pinzetu

Pti ptipravené vhodné orientaci vzorku zalévaci formicku zvedneme z vyhiivaného
vzorku a dno lehce ptilozime k chladné vodni hlading, ¢imz dojde k zafixovani vzorku
Do formicky pfilejeme parafin pod okraj formicky

Na formicku ptilozime diive odlomenou ¢ast histologické kazety a pevné pritiskneme
prsty

Ptes kazetu doplnime parafin

Dame do lednicky chladit minimalné 1 hod

Po zchlazeni vyndame parafinovy blocek z formi¢ky a mtizeme piipravit histologické
fezy
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Obr. 2 Zalévaci formicky
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Prakticky kurz

Priprava nanocastic metodami syntézy v Zizalach, charakterizace

- Histologické rezy
Vyucuyjici: Mgr. Bc. Markéta Kominkova

Postup pfipravy histologického preparatu:

o Parafinovy blo¢ek vloZime do mikrotomu a uchytime

e Odstranime krytku cepele a dle potieby cepel vyménime

o Drzék s ¢epeli posuneme tak, aby kraj ¢epele byl v Grovni parafinového blocku
(posouvame dle ztupeni Cepele)

e Nastavime poZadovanou tloustku fezu

e Odblokujeme rucni kolo a ptidrzime packu pro zdvojndsobeni fezil

e Otacime ru¢nim kolem, a nechdvame odpadavat parafinové fezy, dokud nedosahneme
vzorku

e Rucni kolo zablokujeme a o€istime feznou plochu $tétcem, piipadné potfeme vodou

e Uvolnime ru¢ni kolo a udélame sérii n€kolika fezi (2-10 fezii z blocku dle velikosti
preparéatu)

e Rucni kolo opét zablokujeme

e Vybereme vhodné fezy a ty opatrné pomoci pinzety, ¢i jehly pfesuneme na studenou
vodni hladinu

o Pfipravime si podlozni sklicko, které potfeme bovinnim sérovym albuminem (z
divodu zlepseni ptilnavosti preparatu)

e Pouzijeme dalsi (pomocné) podlozi sklicko pro nabrani parafinového fezu z vodni
hladiny a umistime fez na teplou vodni hladinu (40°C)

e Do teplé vody vsuneme podlozni sklicko s BSA a fez na n¢j opatrné umistime
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e Preparat lehce osuSime a popisem
o Pfipravené preparaty vlozime do susarny (minimalné na 20 minut, nejlépe pies noc)
o Takto pfipravené preparaty lze dale barvit

Odkladaci plocha Nastaveni tloustky fezi

Aretaéni packa pro ruéni posuv o ——

. V Rucéni kolo s blokovacim ustrojim
e )
;\

Drzak parafinovych blocki

Pécka pro zdvojnasobeni fezl

Kryt ¢epele

fuisn
\ Vanicka na odpadni preparaty

Drzék noze s bo¢nim posuvem

Obr. 1 Popis mikrotomu
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