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1. Uvod
1.1. Cier

Tento Standardny pracovny postup (skratka SOP z angl. ,,standard operating procedure™) popisuje
postup pripravy parafinovych preparatov uréenych k diagnostike neurodegenerativnych ochoreni.

1.2. Ukel
Tento SOP je zavaznym dokumentom pre vSetkych zamestnancov organizacie.

1.3. Zaskolenie
Bc. Patricia KarkuSova je zodpovedna za riadne zaskolenie vSetkych pracovnikov.

1.4. Definicie

1.5. Zdravotné a bezpe¢nostné upozornenia:
Niekol’ko chemikalii vyskytujticich sa v tomto SOP musia byt pouzivané s opatrnost'ou zodpovedajiicou
ich charakteru. Preto treba pouzivat' laboratérne rukavice, vhodny laboratérny odev a laboratorne
okuliare.

Xylén (Centralchem, L-00395)

H226 - Horl'ava kvapalina a pary

H312 - Skodlivy pri kontakte s pokozkou

H315 - Drazdi kozu

H332 - Skodlivy pri vdychnuti

Bezpeénostné upozornenia:

P280 - Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare

Etanol Absolitny (Centralchem, L-00793)

H225 - Vysoko horl'ava kvapalina a pary

H302 - Zdraviu skodlivy pri poziti

H371 - Moze spdsobit’ poskodenie orgdnov

Bezpeénostné upozornenia:

P210 - Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvorené¢ho ohna/horucich povrchov. Nefajcite
P260 - Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly

Etanol 96% (Centralchem, L-00274 -1L)

H225 - Vysoko horl’ava kvapalina a pary

H302 - Zdraviu skodlivy pri poziti

H371 - Moze sposobit’ poskodenie organov

Bezpecnostné upozornenia:

P210 - Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohna/horucich povrchov. Nefajcite
P260 - Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly
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1.6. Zodpovednost’:
Bc. Patricia Karkusova je zodpovedna za to, ze kazdy uzivatel' tohto SOP je pouceny o jednotlivych
krokoch procedury a kritickych miestach.

2. Material a pristrojové vybavenie:

2.1. Zoznam materialu:
Leica ASP 6025
Leica HistoCore Arcadia H,C
Leica Leica RM2255
Paraplast X-tra (napr. Leica, 39603002)
pinzety (napr. e-medical, 2688.1)
skalpel (napr. Roth, CE25.1)
plastové kosiky (napr. Jet Cassette I1)
malé PVC vrecka

2.2.Roztoky a reagencie
Chemikalie pouzivané v tejto procedure
Etanol (50%) (napr. Centralchem)

. mnozstvo potrebného alkoholu je dané po¢tom kosikov so vzorkami.
Tabulka - priklad riedenia:
Etanol Objem 1L

Etanol (96%) 500 ml
Milli-Q-voda 500 ml

Etanol (70%)(napr. Centralchem)

. mnozstvo potrebného alkoholu je dané poctom kosikov so vzorkami.
Tabulka - priklad riedenia:
Etanol Objem 1L

Etanol (96%) 700 ml
Milli-Q-voda 300 ml

Etanol (96%)(napr. Centralchem)

. dodavany ako 96%
Etanol Absolitny
. dodéavany ako absolutny

Paraformaldehyd 4%
. pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunohistochémie a
dodéavany s vyrobnym certifikatom

Xylén ¢isty (napr. Centralchem)
. neriedeny, dodavany v pozadovanej koncentracii a zlozeni

Paraplast X-tra (napr. Leica)
. zmes parafinov s teplotou topenia 52°C
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3. Postup

3.1.Delenie mozgového tkaniva:
Po prijati a rozdeleni mozgového tkaniva na pravi a avl hemisféru podl'a protokolu SOP-V-1,
spracujeme Tava hemisféru nasledovne:
Lava hemisféru vyberieme z nadoby s 4% paraformaldehydom a v digestore celi hemisféru
rozkrajame na vzorky pozostavajiuce zo 16 oblasti (Alafuzoff a kol., 2008):
1. Frontalna kéra
Temporalna kora
Opaskovy zavit
Parietalna kora
Pre- a post-centralny zavit
Okcipitalna kora
Hipokampus — predna ¢ast’
Hipokampus — zadna cast’
. Predny bazalny mozog
10.Striatum
11.Talamus
12.Stredny mozog
13.Varolov most
14.Predizena miecha
15.Mozocek (vermis)
16.Mozocek

© oo N Ok WD

Jednotlivé vzorky by nemali presahovat’ velkost’ 1 cm? a po odkrojeni ich vkladame do plastovych
kosikov Jet Cassette 1. Kazdy jeden kosik so vzorkou oznacime prislusnym ID kodom tej danej vzorky
pod ktorym je evidovana v databaze podl'a SOP-V-2 a vlozime ho do nadoby s ¢istou vodou. Po
rozkréjani celej hemisféry, vzorky v nddobe premyvame v Cistej vode min. 24h. Nadoba je pocas tejto
doby umiestnena v chladnicke.

3.2. Presycovanie

Proces presycovania za¢ina dehydrataciou tkaniva tzn. tkanivo sa dostatoéne odvodni aby mohlo
vstrebat’ maximalne mnozstvo parafinu. Vyuzivame na to pristroj/zariadenie autotechnicon (Leica
ASP6025, SOP-IOM-5, Obrazok 1 presycovaci automat). Program ureny na presycovanie mozgového
tkaniva trva 24h.

Obrazok 1 Presycovaci automat
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Premyté vzorky v koSikoch vyber a vloz ich do 50% etanolu nariedeného podla tabulky na 30 min.

Etanol Objem 1L
Etanol (96%) 500 ml
Milli-Q-voda 500 ml

Takto pripravené vzorky v kosikoch naskladame do kovového stojanu, ktory sluzi na usporiadanie a
polohovanie vzoriek v odvodiiovacom automate. Stojan umiestnime do odvodnovacieho automatu.

Obrazok 2 Plastové koSicky na tkanivo Obrazok 3 Kovovy stojan na plastové koSicky

Na dostatocnt1 dehydrataciu I'udského mozgového tkaniva a jeho nasledné presytenie parafinom
pouzivame postup:

Krok | Reagenty Cas Teplota Tlak

1 70 % ethanol 2,30h | 37°C -

2 96 % ethanol 1h 37°C -

3 96 % ethanol 2h 37°C -

4 absolute ethanol 1h 37°C -

5 absolute ethanol 1,30 h | 37°C -

6 absolute ethanol 2h 37°C -

7 xylene 1lh 37°C -

8 xylene 1lh 37°C -

9 xylene 2h 37°C -

10 Histowax | (Paraplast X-tra) 2h 56°C vakuum
11 Histowax Il. (Paraplast X-tra) 3h 56°C vakuum
12 Histowax |11 (Paraplast X-tra) 5h 56°C vakuum

Po ukonceni procesu vzorky vyber a vloz do vopred nahriatej parafinovej zalievacky (Leica
HistoCore Arcadia H,C,SOP-IOM-4).

3.3. Zalievanie parafinom

Pred procesom zalievania skontroluj mnoZstvo parafinu v pristrojovej zbernej nadobe (kriticky bod).

Proces zalievania prebieha rychlo v parafinovom pristroji (Leica HistoCore Arcadia H). V zbernej
nadobe tkanivo nesmie zacat’ schnut’ (Obrdzok 4 zbernd nadoba parafinového automatu). Tkanivo vyber
z plastového kosicka a jeho vrchnu pohyblivi krytku odstran. Do formovacej plastovej nadobky nalej
na dno parafin (Obrdazok 5 plnenie tvarovacich misiek) v takom mnoZstve, aby bolo dno celé zaliate.
Parafin nechaj chvil’ku tuhnat’ (do 5 sekiind) a nasledne na ¢iasto¢ne zatuhnuty parafin umiestni tkanivo
v pozadovanej polohe (Obrdzok 6 polohovanie mozgového tkaniva). Zvysok vzorky zalej parafinom tak,
aby Zziadna Cast’ nevycnievala. Zaliatu vzorku prikry tou castou plastového koSicka, na ktorej je
oznacenie vzorky (Obrizok 7 zalievanie vzorky parafinom doplna). Cast’ s oznaenim musi byt na
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formovacej nadobe prilepend parafinom tak, aby odtial’ neodpadla a nedoslo k zdmene vzoriek. Takto
zaliatu vzorku umiestni na chladiaci panel kde parafin zatuhne. Zatuhnutu vzorku umiestni do
samostatného malého uzatvaratel'ného PVC vrecka, na ktorom je CitateI'ne napisané/nalepené ID kod
vzorky a umiestni do zakladaca pre vzorky.

4y

Obrazok 6 poohbvanie mozgového tkaniva Obrazok 7 zalievanie vzorky parafinom do plna

3.4.Problémy pocas presycovania a zalievania tkaniva
Pocas presycovania moze dojst’ k vypadku prudu a pristroj sa vypne. Pristroj je nastaveny tak, Ze
vzorky ostanu v reagente v ktorom sa nachadzali pred vypnutim pristroja. Ak sa vzorky nevyberu po
vypadku elektriny a nepremiestnia do nasledujuceho reagentu v priebehu 2h, budu znehodnotené a cely
process je potrebné zopakovat’ nanovo s novymi vzorkami.

Pocas zalievania mézu vo vzorke vzniknut’ bubliny ktoré je potrebné odstranit’ alebo opitovne zaliat
vzorku bez bublin. Délezité je sledovat’ mnoZstvo parafinu v zbernej nadobe a podl'a potreby ho dopliat’.
Ak pocas zalievania vyCerpame cely roztopeny parafin, trva dlhsi ¢as, kym sa novy rozpusti a pocas
tejto doby nam vzorky mézu zacat’ schnut’ a tvrdnut’.

3.5.Kréjanie parafinovych vzoriek

Na skrajovanie zafixovanej vzorky pouzivame mikrotom (Leica RM2255, SOP-IOM-2). Vzorku
upevnime na posuvny stolcek (Obrdazok 8 mikrotom). Polohovanie vzorky rob podla tvaru a
pozadovanej oblasti, ktort na vzorke chce§ skrajovat’. Takto pripravenu vzorku najskor uprav a odstran
nepotrebny parafin ¢iastocnym skrojenim povrchovej vrstvy, kym sa nepriblizi$ k samotnému tkanivu.
Hrubku rezu tkaniva nastav na 7 um. Vzorku nasledne krajaj automaticky podl’a nastaveného programu.
Odkrojeny platok premiestni pomocou nastrojov (Obrdazok 9 proces krdajania) na hladinu studenej
destilovanej vody. Odtial ho pomocou podlozného sklicka prenes na hladinu ohriatej vody (42-
48°C)(Obrdazok 11 ohriata voda). Na hladine ohriatej vody sa tkanivo zacne pomaly narovnavat’. Pockayj,
kym nie je cely rez vyrovnany.
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Obrazok 8 mikrotom Obréazok 9 proces kréjania

Obrazok 10 krajanie Obrazok 11 ohriata voda

3.6. Vyskyt problémov pocas krajania
e Pocas skrajovania méze dojst’ k chybe pristroja a pristroj nebude dodrziavat’ zadefinované parametre
(napr. hrubka rezu, rychlost’ skrajovania, a iné..). V takomto pripade je nutné prestat’ krajat, pristroj
vypnit’ a poruchu je nutné nahlasit’ a zapisat’ do pristrojovej knihy/zosita.
e V zavislosti od typu tkaniva sa tkanivo moze zacat’ vinit, alebo sa zle vyrovnava. V takomto pripade
je potrebné vyskusat’ rdzne teploty vodného kipela, alebo ¢astejSie menit’ Ziletku v pristroji.

3.7.Kritické body
nasledujtice body su kritické pre spravne vykonanie procedury:

. dostatocné mnozstva reagentov v pristroji Leica ASP 6025. Skontroluj pred kazdym zapnutim
pristroja.
. dostatocné mnozstvo parafinu X-tra v pristroji Leica HistoCore Arcadia H. Skontroluj pred

kazdym zapnutim pristroja.

3.8. Suvisiace dokumenty

. Pristrojovy manudl Leica RM2255

. Pristrojova kniha k Leica RM2255

. SOP-10M-5-odvodiiovaci automat-obsluha a prevadzka

. SOP-10M-4-parafinova zalievacka- obsluha a prevadzka

o SOP-10M-2-mikrotom- obsluha a prevadzka

. SOP-V-1 - Prijem, evidencia a manipulacia s biologickym materidlom (mozgové tkanivo)
. SOP-V-2- Vedenie databazy a evidencia biologického materialu (mozgové tkanivo)

° Alafuzoff I, Arzberger T, Al-Sarraj S, Bodi I, Bogdanovic N, Braak H et al. (2008)
Staging of neurofibrillary pathology in Alzheimer's disease: a study of the BrainNet
Europe Consortium. Brain Pathol 18(4):484-496.
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