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Priprava a fixace tkané

e Tkan musi byt spravné fixovana! (antigeny se nici vlivem autolyzy a pfi
pouZziti nespravného fixacniho roztoku)

Takhle ano

* 4-10% pufrovany formaldehyd
* Dostatecné mnozstvi roztoku
e Velké biopsie nakrojit



Histologické zpracovani tkané

Stejné jako pro pripravu klasickych preparatl barvenych
hematoxylinem a eozinem
Je nutné pouzit specialné upravena skla s adherentnim povrchem

Mezi jednotlivymi kroky je nutné preparaty promyvat v
pufrovaném roztoku (fosfatovy pufr - PBS)

Preparaty ve
vsech fazich
radné znacime




Odmaskovani epitopu

* Enzymatické (trypsin,
proteinaza K...)

e V kyselém pH (pH 6 -
citratovy pufr)

e V zasaditém pH (pH 9
— komercné vyrabéné
roztoky)

Enzymatické odmaskovani probihd pfi g0
teploté 37°C.

Odmaskovani v kyselém i zasaditém pH =

probiha pri vysoké teploté (96°C) po dobu
cca 20 minut. Vysoky tlak v tzv. ,ryzovaru”
zajisti lepsi vysledek.




Inkubace v primarni protilatce

Po ruzné dlouhou dobu v zavislosti na pouzité
protilatce (veétSinou 60 minut)

Koncentrace protilatky se lisi (1:50 — 1:1500)

Odparafinovana tkan je citliva na
vyschnuti, proto pracujeme v tzv.
Vvihké komUrce”.

Pozor: Pred aplikaci vlastni
primarni protilatky~ je treba
bldkovat endo | peroxidazu,
kterd je{fiormalné obsaZena ve
tkanich pomoci 3% peroxidu
vodiku po dobu 10 minut.




Inkubace v sekundarni protilatce

Pozor: je vidy

nutné pouzit

Sekundarni

protilatku,

ktera odpovida druhu zvirete, ze
kterého  byla  ziskdna  primarni
protilatka (napf. mys — mys;

kralik — kralik)




Demaskovani komplexu antigen-protilatka
* |Inkubujeme po dobu cca 5 minut — podle sily
reakce. Je treba se vyvarovat prilis dlouhému
pusobeni, kdy muze dojit k nespecifické reakci
(obarveni ,,pozadi“).

* \/znika barevna chemicka
sloucenina hnede
(diaminobenzidin — DAB)
nebo Cervené
(aminoethylkarbazol — AEC)
barvy.




Dobarveni jader hematoxylinem, odvodnéni,
projasnéni a montovani preparatu

* Pro zvyseni prehlednosti preparatu vetsSinou
dobarvujeme jadra hematoxylinem po dobu
cca 1 minuty.

* Nasleduje odvodnéni a projasnéni tkane v
alkoholech a xylenech.
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