Zmluva
0 vzajomnej spolupraci

Zmluvné strany
1. Neuroimunologicky ustav Slovenskej akadémie vied, v.v.i.

So sidlom: : Dubravska cesta 5779]9, Bratislava, PSC: 845 10
Zastiupena: doc. MVDr. Norbert Zilka, DrSc., riaditel’

ICO: 31748333
DIC: SK2020921320
Zapisana: v registri verejnych institicii podl'a § 39 zakona ¢. 243/2017 Z. z. o verejnej

_ vyskumnej indtiticii a o zmene a doplneni niektorych zakonov
(dalej len ,,NIU SAV* alebo ,.tkanivové zariadenie®)

2.Urad pre dohlad nad zdravotnou starostlivost’ou
So sidlom: Zellova 2 , 829 24 Bratislava 25
Zastipena: MUDr. Mgr. Michal Palkovi¢, PhD., MHA, MPH, predseda

ICO: 30 796 482
DIC : 2021904456
Zriadeny: zakonom ¢. 581/2004 Z. z. o zdravotnych poistovniach, dohl'ade nad zdravotnou

starostlivostou a o zmene a doplneni niektorych zdkonov v zneni neskorsich predpisov

(dalej len ,,UDZS*)

Preambula

Tkanivové zariadenie ma zaujem prevadzkovat' tkanivové zariadenie, na ktorého prevadzkovanie
vydava povolenie Ministerstvo zdravotnictva Slovenskej republiky, a to podla §11, ods.l pism. d.)
zakona ¢. 578/2004 Z. z. o poskytovatel'och zdravotnej starostlivosti, zdravotnickych pracovnikoch,
stavovskych organizaciach v zdravotnictve a o zmene a doplneni niektorych zakonov (d’alej len ,,zakon

578/2004 Z. z."). Tkanivové zariadenie vykonava na odobratych tkanivach postmortalnu diagnostiku
neurodenera¢nych ochoreni.

V zmysle § 13a ods.l pism. d.) zakona 578/2004 Z. z. musi ziadatel o vydanie povolenia na
prevadzkovanie tkanivového zariadenia k Zziadosti o vydanie povolenia prilozit' aj kopie zmliav o

spolupraci s poskytovatelom zdravotnej starostlivosti alebo Uradom pre dohlad nad zdravotnou
starostlivostou podl'a osobitného predpisu.

Preto strany uzatvaraji podla ustanovenia § 3 zakona ¢. 317/2016 Z. z. o poziadavkach a postupoch pri
odbere a transplantacii ludského organu, I'udského tkaniva a l'udskych buniek a o zmene a doplneni
niektorych zakonov (transplantainy zakon) v zneni neskorsich predpisov (d’alej len ,.transplantaény
zakon") a § 269 ods. 2 Obchodného zdkonnika zmluvu o spolupraci (d’alej len ,,zmluva") za tychto
vzajomne dohodnutych podmienok.

CL1I
Uvodné ustanovenia

1. Tkanivové zariadenie je opravnené vykonavat prostrednictvom zdravotnickych pracovnikov
odbery l'udského tkaniva alebo I'udskych buniek od vhodnych darcov za G¢elom prenosu do tela
prijemcu alebo na vedeckovyskumné ucely na zaklade povolenia Ministerstva zdravotnictva
Slovenskej republiky (d’alej len ..povolenie") vydaného po podpise tejto zmluvy, a to len v jeho
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rozsahu, za podmienok dodrZiavania vietkych platnych pravnych predpisov suvisiacich s touto
¢innostou. O kazdej zmene, resp. ukoncéeni platnosti povolenia je tkanivové zariadenie povinné
pisomne informovat UDZS bez zbytoéného odkladu, najneskor do 5 pracovnych dni. Tkanivové
zariadenie je povinné UDZS predlozit’ képiu vydaného povolenia najneskdr do S pracovnych dni
po nadobudnuti jeho pravoplatnosti. Ak tkanivovému zariadeniu nebude vydané povolenie do

Jjedného roka od nadobudnutia platnosti a i¢innosti tejto zmluvy, tato zmluva straca uplynutim tejto
doby platnost’ a (¢innost’.

€L I
Predmet zmluvy

Predmetom tejto zmluvy je vzajomna spolupraca zmluvnych stran pri oznamovani potencidlnych
vhodnych darcov a pri odbere I'udskych tkaniv a buniek centralneho nervového systému (d'alej len
»tkaniva a bunky*) od vhodnych (mrtvych) darcov.

Tato spolupraca zmluvnych strin sa spravuje metodickym usmernenim UDZS &. 01/01/2015
o odbere tkaniv a buniek z mftvych darcov na pracoviskich UDZS v platnom zneni (dalej len
“metodické usmernenie™), z ktorého tato zmluva vychddza. Tkanivové zariadenie uzndva pravo
UDZS regulovat’ proces apodmienky odberu tkaniv abuniek na svojich pracoviskach
prostrednictvom metodického usmernenia a v pripade jeho zmien sa zavdzuje tieto zmeny
reSpektovat’. V pripade zmeny metodického usmernenia zmluvné strany uzatvoria dodatok k tejto
zmluve tak, aby zmluva bola v silade s metodickym usmernenim.

Miestom plnenia st Stdnolekarske a patologicko-anatomické pracovisko UDZS, Antolska 11, 851

07 Bratislava a Patologicko-anatomické pracovisko UDZS, Sasinkova 4, 811 02 Bratislava (d’alej
len ,,pracoviska UDZS")

€1 111
Postup pri odbere

Tkanivové zariadenie pisomne oznamuje UDZS (vedicemu lekarovi pracoviska UDZS a
riaditel'ovi Sekcie stdneho lekarstva a patologickej anatomie) kritéria vyberu a vyli€enia darcov a
kaZdd zmenu tychto kritérii. Vyber potencidlnych vhodnych darcov vykonava veduici lekar
pracoviska UDZS alebo nim povereny lekar pracoviska UDZS.

Mitvym darcom mdze byt len osoba, u ktorej bola podl'a zakona uréena smrt’. Darcom je mrtva
osoba, z ktorej tela sa odoberaji tkaniva a bunky.

Odobrat’ tkaniva a bunky z tiel mftvych darcov moZno iba viedy, ak osoba pocas svojho Zivota
neurobila pisomné vyhlasenie, Ze nestthlasi s odobratim tkaniv a buniek po smrti alebo vyhlasenie,
Ze nesuhlasi s vykonanim pitvy podla § 48 ods. 4 zakona ¢. 581/2004 Z. z. Za osobu, ktora nema
pinil spdsobilost’ na pravne ukony, méZe pisomné vyhlasenie o nesthlase s odobratim tkaniv a
buniek po smrti urobit’ pocas jej Zivota zakonny zastupca, Z tela mftveho darcu, ktory nie je $tatnym
ob¢anom Slovenskej republiky, je mozné odobrat’ tkaniva a bunky len s preukazate/nym pisomnym
sthlasom blizkej osoby tohto mftveho darcu na odber tkaniv a buniek.

Odber tkaniv a buniek sa vykonava podla Standardnych pracovnych postupov, ktoré upravuja
postup odberu tkaniv a buniek a tvoria prilohu &. | tejto zmluvy.

Tkanivove zariadenie je povinné prostrednictvom svojho zdravotnickeho pracovnika pred odberom
tkaniv a buniek z tela mftveho darcu:

a) overit totoZznost darcu,

b) overit a dodrzat’ kritéria vyberu darcu,

¢) zhodnotit vysledky laboratdrnych testov darcu, ak su k dispozicii,

d) vyziadat' od Nérodnej transplantacne] organizacie pisomné potvrdenie, 7e darca alebo jeho
zakonny zastupca nevyjadril podas svojho Zivota nesithlas s odobratim tkaniv a buniek a zistit’
v zozname 0soOb, ktoré pocas Zivota odmietli pitvu, ¢i osoba neodmietla za svojho Zivota pitvu,
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e) zaznamenaf skutoénost, ako a kym bol darca vierohodne identifikovany UDZS sa zavizuje
poskytnit’ tkanivovému zariadeniu informaciu o tom, &i darca neodmietol vykonanie pitvy
podla § 48 ods. 4 zakona &. 581/2004 Z. z. a vydat’ mu o tejto informécii potvrdenie.

UDZS poskytne tkanivovému zariadeniu si&innost’ na odber tkaniv a buniek na svojom pracovisku
len v rozsahu, ktory neohrozi prevadzku a plnenie zékonnych povinnosti UDZS a tak, aby aj ostatné

tkanivové zariadenia mali zachované rovnaké moznosti pristupu k vykonavaniu odberov tkaniv a
buniek

UDZS bezodkladne oznami tkanivovému zariadeniu potencialneho vhodného darcu a nasledne

oznami tkanivovému zariadeniu poZadované informacie o potencidlnom darcovi. Za konedny vyber
alebo odmietnutie darcu zodpoveda tkanivové zariadenie.

Zamestnanci tkanivového zariadenia a iné osoby realizujice odber v mene tkanivového zariadenia
pred kazdym odberom pri vstupe na pracowsko UDZS preukazu svoju totoznost’ a zaznamenajl
datum a ¢as prichodu na pracov:sko UDZS a &as odchodu z pracoviska UDZS v evidengnej knihe
UDzZs, ktory potvrdia svojim podpisom

Odber tkaniv a buniek vykonavaju na pracoviskach UDZS zdravotnicki pracovnici tkanivového
zariadenia, ktori tvoria odberovy tim tkanivového zariadenia

Tkanivové zariadenie je povinné:

a) na pracovisku UDZS dodrziavat’ predpisy BOZP a ochrany pred poZiarmi pri pracach, ktoré
bude v zmysle tejto zmluvy vykonavat’,

b} dodrZiavat’ ookrem zakonnych ustanoveni aj ustanovenia osobitnych vniitornych —predpisov
vydanych UDZS, s ktorymi bolo oboznamené,

c) dodrZiavat’ opatrenia na ochranu pred poziarmi na miestach so zvySenym nebezpedenstvom
vzniku poZiaru, pri &innostiach spojenych so zvy3enym nebezpedenstvom vzniku poziaru (ak
ide o manipulaciu s horlavymi kvapalinami) v zmysle zakona &. 314/2001 Z. z. o ochrane pred
poZiarmi v zneni neskorSich predpisov, vyhlasky MV SR €. 121/2002 Z. z. o poziarnej prevencii
v znenf neskorfich predpisov a vyhladky &. 96/2004 Z. z., ktorou sa ustanovuji zasady
protipoZiarnej bezpefnosti pri manipulacii a skladovani horlavych kvapalin, tazkych
vykurovacich olejov a rastlinnych a zivo€iSnych tukov a olejov v zneni neskorsich predpisov,

d) vybavit'svojich zamestnancov vetkymi potrebnymi osobnymi ochrannymi pracovnymi
prostriedkami zodpovedajtcimi ich ohrozeniu pre vykon ¢innosti uvedenej v predmete zmluvy,
ako aj upozornit’ svojich zamestnancov na povinnost’ ich pouZivania,

e) pouZzivat pri odbere tkaniv a buniek metody a postupy, ktoré minimalizuja riziko kontaminécie
tkaniv a buniek zdravotnickym pracovnikom, ktory by mohol byt nakazeny prenosnou
chorobou,

f) zabezpelit' (cCast’ svojich zamestnancov na vstupnom oboznamovani BOZP a ochrany pred
poZiarmi, resp. preukazatelne vykonat preSkolenie vedicimi zamestnancami, ktori sa takéhoto
gkolenia z(astnili,

g) upozornit' vediceho lekéra pracoviska UDZS na rizika vyplyvajuce z &innosti, ktortt bude v

priestoroch a na pracoviskdch UDZS vykonavat’ a tieto maji vplyv na &innost’ zamestnancov
UDZSs.

Tkanivové zartadenie bude mat’ pracovné prostriedky (nastroje, pristroje, atd.) v poZadovanom
technickom stave (vratane predpisanych odbornych prehliadok, skisok a kontrol).

Ak tkanivové zariadenie spozoruje nebezpedenstvo, ktoré by mohlo ohrozit' zdravie alebo Zivoty
o0sdb alebo spdsobit’ prevadzkovi nehodu alebo poruchu technickych zariadent, pripadne priznaky
takéhoto nebezpetenstva, je povinné ihned’ prerudit’ pricu, oznamit' to neodkladne urdenému
zamestnancovi UDZS a podla moznosti upozornit’ vietky osoby, ktoré by mohli byt tymto
nebezpedenstvom ohrozené. O preruseni prac musi byt vykonany zapis.

. Tkanivové zariadenie je plne zodpovedné za prlpadne pracovne Urazy vlastnych zamestnancov na

pracoviskdch UDZS a za ich registraciu, evidenciu a je povinné plnit’ ohlasovaciu povinnost podla
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§ 17 zakona €. 124/2006 Z. z. o bezpeénosti a ochrane zdravia pri praci a o zmene a dopineni
niektorych zakonov v zneni neskorich predpisov prislunym Statnym organom a vznik takejto

udalosti oznami neodkladne aj UDZS (vediicemu lekarovi pracoviska UDZS), s cielom zabezpedit’
objektivne vysetrovanie.

Tkanivové zariadenie je plne zodpovedné za zdravotn spdsobilost’ a odbornii spdsobilost na pracu
svojich zamestnancov, ktor(l budu vykonavat na pracoviskach UDZS v zmysle tejto zmiuvy.

Tkanivové zariadenie poskytne UDZS vyplneny formular "Zoznam nebezpetnych latok
tkanivového zariadenia” pre vietky nebezpeéné chemické latky, ktoré bude pouzivat' v priestoroch
UDZS a tento poskytovat pravidelne, bez zbytoéného odkladu po kaZzdej aktualizacii. Tkanivové

zariadenie je povinné na poziadanie UDZS predlozit’ karty bezpeénostnych tidajov k uvedenym
latkam.

Tkanivové zariadenie uvedie po ukonéeni prac pracovné miesto do povodného stavu tak, ako bolo
pred zacatim préc.

Pre préace na zariadeniach a v priestoroch UDZS je zamestnanec tkanivového zariadenia a ind osoba

realizujiica odber v mene tkanivového zariadenia povinny:

a) dodrziavaf &istotu a poriadok na pracovisku UDZS,

b) dodriavat' zakaz fajenia na pracoviskach a v priestoroch UDZS okrem vyhradenych miest
na fajéenie,

c) dodrziavat zdkaz poZivania alkoholickych napojov alebo omamnych a psychotropnych latok
a zakaz pracovat’ pod ich vplyvom v priestoroch a na pracoviskach UDZS,

d) zdrZiavat sa iba na urCenom pracovisku a pohybovat sa len v urenych priestoroch (rozumie
sa aj pristup na uréené pracovisko), pre prichod na pracovisko a odchod z pracoviska pouzivat
stanovené pristupové komunikacie,

e¢) ukladat’ material, pracovné prostriedky a ostatné veci len na mieste, ktoré pisomne urdil
prisludny vedici zamestnanec UDZS

f) dodrziavat smernice a pokyny UDZS pre oblast’ ochrany Jjeho majetku.

Tkanivové zariadenie je pri odberoch povinné dodrziavat’ a zodpoveda za dodrziavanie pravnych
predpisov vztahujicich sa na tito innost’ a za dodrziavanie §tandardnych pracovnych postupov.
Pri odberoch sa musia dodrziavat’ etické principy zaobchadzania s mitvym tak, aby nebola zniZena
ddstojnost’ mrtveho darcu. Zdravotnicky pracovnik tkanivového zariadenia postupuje pri odbere
primerane typu darcu a typu darovaného tkaniva alebo buniek a tak, aby zabezpegil ochranu tych
vlastnosti tkanfv a buniek, ktoré sa vyzaduji pri ich humannom pouZiti a siitasne aby
minimalizoval riziko mikrobiologickej kontaminacie pogas postupu, najmi ak sa tkaniva a bunky
nemoézu nasledne sterilizovat’.

V Case odberu je vykon pitvy nepripustny. Za odber tkaniv a buniek zodpoveda zdravotnicky
pracovnik tkanivového zariadenia, ktory vykonava odber. Odber tkaniv a buniek nesmie marit’ (icel
pitvy. Odber sa neméze vykonat v pripade nariadenia sidnej pitvy.

Tkanivové zariadenie je povinné zabezpegit' si na vlastné naklady odberové nastroje, pristroje,
ochranné pracovné pomdcky a iny spotrebny material potrebny k odberu a rekonstrukcii tela. Na
odobratie tkaniv a buniek musi tkanivové zariadenie pouZit' vhodné sterilné nastroje a odberové
pristroje. UDZS neposkyttue tkanivovému zariadeniu ochranné pracovné pomocky, odberové
nastroje, pristroje alebo iny spotrebny material, ktory je potrebny k odberu tkaniv a buniek a
naslednej rekon3trukcii tela darcu. Tkanivové zariadenie je povinné uloZit' biologicky odpad
vzniknuty pri odbere do iradom uréeného nepremokavého obalu.

Bezprostredne po vykonani odberu je zdravotnicky pracovnik tkanivového zariadenia, ktory odber
vykonal, povinny vykonat' rekonstrukciu tela darcu tak, aby sa €o najviac priblizovalo svojmu
pdvodnému anatomickému vzhladu a aby ani po smrti nebola zniZena dostojnost’ mftvej osoby. Za
rekonstrukceiu tela zodpoveda zdravotnicky pracovnik tkanivového zariadenia.
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UDZS spristupni zdravotnickemu pracovnikovi tkanivového zariadenia, ktory vykondva odber
kompletnii dokumentéciu darcu a na poziadanie umozni vyhotovenie képii dokumentécie darcu za
ahradu ndkladov spojenych s vyhotovenim kopii dokumentacie vo vyike podla Sadzobnika
upravujuceho dhradu nakladov za spristupnenie informécii, zverejneného na web stranke
www.udzs-sk.sk. Bezplatne sa poskytuj(i képie dokumentov, pri ktorych naklady spojené s
vyhotovenim képii neprekrocia 5 €.-V pripade zmeny cien na zaklade zmeny redlne vynaloZenych
nikladov na vyhotoveme képii dokumentacie darcu budil pre zmluvné strany platlt ceny. ktord
UDZS oznami tkanivovému zariadeniu zverejnenim nového sadzobnika na svojej web stranke
www.udzs-sk.sk.

UDZS poskytuje tkanivovému zariadeniu siginnost pri vykondvani odberov, dohliada nad
vykonom odberov a kontloIUJe spravnost’ rekonStrukcie tela. Na poziadanie vediceho lekéra
pracoviska UDZS alebo nim povereného lekéara, ktory zodpovedad za zhodnotenie spravnosti
rekonstrukeie tela, je tkanivové zariadenie povinné nespravne zrekonStruované telo zrekondtruovat’
v stlade so zmluvou a prisluinymi pravnymi predpismi. V ramci sGéinnosti UDZS zabezpeguje
priestor na vykonanie odberu bez pritomnosti inych mftvych tiel, pripravuje telo mrtveho darcu na
odber, zabezpetuje likvidaciu biologického odpadu.

Odbery vykonava tkanivové zariadenie na pracoviskach UDZS v pracovnych dioch v Case od
08:00 do 15:00. V oddvodnenych pripadoch na zéklade pisomnej poziadavky s predchadzajumm
pisomnym sihlasom vediiceho lekara pracovaska UDZS mozno odber vykonal nad ramec

stanovenej doby. Na pracovisku UDZS méze si¢asne prebiehat’ len jeden odber tkaniv alebo
buniek.

Tkanivové zariadenie je povinné bezprostredne po vykonani odberu vyhotovit' na pracovisku
UDZS Protokol o odbere tkaniv/buniek a odovzdat’ ho poverenému zamestnancovi pracoviska

UDZS. Vzor protokolu je uvedeny v prilohe €. 2 tejto zmluvy. Protokol o odbere tkaniv/buniek sa
pripoji k pitevnému protokolu.

Zdravotnicky pracovmk tkanivového zariadenia, ktory vykonal odber tkaniv a buniek je po
vykonani odberu povinny zaslat’ UDZS Spravu o odbere l'udského tkaniva alebo I'udskych buniek
s nalezitostami podla § 18 ods. 4 transplantaéného zakona v lehote do 60 dni po vykonani odberu

tkaniv alebo buniek. Kopiu spravy o odbere 'udského tkaniva alebo [udskych buniek pripoji k
pitevnému protokolu.

Pred odberom tkaniv a buniek s vynimkou odberu o&nych rohoviek od mftveho darcu sa vykona

pitva v silade s § 48 ods. 3 pism. e) zakona & 581/2004 Z. z. UDZS po vyhotoveni pitevného
protokolu ozndmi tkanivovému zariadeniu koneény vysledok pitvy.

UDZS nie je povinny plnit' zavizky podla tejto zmluvy ato bez vzniku prava tkanivového
zariadenia na odstipenie od tejto zmluvy alebo akéhokol'vek naroku na nihradu $kody, vritane
uslého zisku alebo inej kompenzacie v pripade:

a) ak nastane okolnost’ vylucujlca zodpovednost’ v zmysle § 374 Obchodného zakonnika,

b) ak tkanivové zariadenie poruduje svoje zavizky vyplyvajice z tejto zmluvy,

¢) ak konanie tkanivového zariadenia poskodzuje, resp. je sposobilé poskodit' dobrii povest

UDZS alebo iné opravnené zaujmy UDZS,

d) ak plnenie je moZné len za staZenych podmienok.

e) aj bez udania dévodu.

C.1v
Cena a platobné podmienky

Zmluvné strany sa dohodli na cene za saginnost UDZS poskytnuta podla tejto zmluvy vo vyske
ustanovenej v Cenniku vykonov a sluzieb SLaPA pracovisk UDZS (d’alej len .cennik") platnom v
ase vykonania odberu. Aktualny cennik UDZS uverejfiuje na svojej web stranke www.udzs-sk.sk
a na pracoviskach UDZS pogas celej doby jeho platnosti. UDZS a tkanivové zariadenie sa dohodli,
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7e UDZS na zéklade prepottu redlne vynaloZenych nakladov je opravneny cennik kazdorotne
upravit'. O zmene cien vykonov a sluzieb UDZS informuje tkanivové zariadenie formou zverejnenia
nového cennika na svojej web stranke www.udzs-sk.sk a na pracoviskdch UDZS najneskér jeden
mesiac pred nadobudnutim platnosti nového cennika. UDZS a tkanivové zariadenic sa dohodli, ze
za si¢innost’ poskytnutti po nadobudnuti platnosti nového cennika je UDZS opravneny uétovat

tkanivovému zariadeniu hrady v sulade s novym cennikom a tkanivové zariadenie sa ich zaviizuje
uhradit’,

Pracovisko UDZS na ktorom sa odber uskutoénil na zéklade vyiltovania vedilceho lekara
pracoviska UDZS alebo nim povereného lekara vystavi faktiru za kalendarny Stvrtrok a do 14 dni
po uplynuti kalendarneho §tvrtroka ju zasle tkanivovému zariadeniu.

Tkanivové zariadenie je povinné dohodnuta cenu uhradzat' na ziklade vystavenej faktary v lehote
splatnosti 30 kalendarnych dni odo dita doruéenia faktiry.

CL.V
Osobitné ustanovenia

1. Zmluvné strany si povinné zachovavat’ mléanlivost’ o vSetkych skutognostiach, Gdajoch a
informéciéch 0 ktorjfch sa dozvedeEi a ktoré im boli poskytnuté v sﬁvisiosti s plnenim predmetu

M

ucel, nez je spemﬁkovany v tejto zmluve, a to aj po ukond&eni platnosti a i¢innosti zmiuvy.

2.V pripade, ak pre riadne plnenie tejto zmluvy je nevyhnutné, aby tkanivové zariadenie v mene
UDZS spracavalo osobné tdaje, ktoré UDzs spraciva ako prevadzkovatel, zavizuje sa
tkanivové zariadenie tieto spraciivat’ vyluéne za podmienok stanovenych platnou a uéinnou
legislativou Slovenskej republiky a Eurépskej Gnie pre oblast’ osobnych lldﬂ_]OV t. j. na zéklade
osobitného pravaeho titulu (zmluvy s UDZS, pripadne ak je to mozné v sllade s danou
legislativou na zdklade poverenia UDZS, resp. iného obdobného pravneho dkonu), v ktorom
UDZS stanovi predovietkym predmet a dobu spractivania osobnych tdajov, povahu a (el ich
spractivania, zoznam a rozsah osobnych tdajov, kategorie dotknutych 0sdb a povinnosti a prava
prevadzkovatela, ako aj d'al3ie podmienky stanovené platnou a G€innou legislativou Slovenske;j
republiky Europskej tnie pre oblast’ ochrany osobnych ddajov.

3. Zmluvné strany sa zavizujll, ¢ upovedomia druhil zmluvni stranu o poruseni povinnosti
mli€anlivosti bez zbytoéného odkladu potom, ako sa o takomto poruseni dozvedeli.

4. Zmluvné strany si vzajomne oznamia kontaktné osoby pre tgely plnenia zdvizkov v zmysle
tejto zmluvy bez zbytoéného odkladu po nadobudnuti i¢innosti tejto zmluvy.

CL VI
Zaverefné ustanovenia

Zmluva sa uzatvara na dobu neuréita,

Zmluva nadobtida platnost’ diiom podpisu opravnenymi zastupcami oboch zmluvnych stran a
aéinnost’ difom nasledujtcim po dni jej zverejnenia v Centralnom registri zmiav.

Zmluva zanika:

a) pisomnou dohodou zmluvnych strin,

b) pisomnou vypoved'ou ktorejkol'vek zmluvnej strany aj bez udania dévodu. Vypovedna doba je
dva mesiace a za€ina plyndt’ prvym ditom mesiaca nasledujiiceho po mesiaci, v ktorom bola
pisomné vypoved' dorucena druhej zmluvnej strane,

¢) odstdpenim od zmluvy zo strany UDZS. UDZS je opravneny od zmluvy odstipit v pripade, 7e
tkanivové zariadenie nedodrZiava pravne predpisy alebo podmienky tejto zmluvy, a to aj po
predchadzajiicom pisomnom upozorneni a poskytnuti dodatoénej lehoty v dizke minimalne
pétndst (15) pracovnych dni na nipravu,



d) odstipenim od zmluvy zo strany tkanivového zariadenia. Tkanivové zariadenie je opravnené od
zmluvy odstapit v pripade, 7¢ UDZS nedodrziava pravne predpisy alebo podmienky tejto
zmluvy, a to aj po predchadzajiicom pisomnom upozorneni a poskytnuti dodato¢nej lehoty v
dizke minimalne pétnast (15) pracovnych dni na napravu,

¢) okamzitym odstipenim od zmluvy zo strany UDZS v pripade podstatného porudenia zmluvy.
Za podstatné porusenie zmluvy sa povazuje poruSenie zavizkov tkanivového zariadenia
v zmysle 1. Il ods. 5, 10,12, 17, 18 a¢l. V ods. 1, 2 a 3 tejto zmluvy

4.V pripade, Ze niektoré ustanovenia zmluvy st alebo sa z akéhokol'vek dévodu stanii neplatné,
netcinné alebo nevynititelné, nema to a ani nebude mat’ za nasledok neplatnost’, neGi¢innost alebo
nevynititeInost’ ostatnych ustanoveni zmluvy. Zmluvné strany st povinné v dobrej viere rokovat’,
aby bolo neplatné, netGcinné alebo nevynutitelné ustanovenie pisomne nahradené inym
ustanovenim, ktorého vecny obsah bude zhodny alebo ¢o najviac podobny ustanoveniu, ktoré je
nahradzované, pricom tcel a zmysel zmluvy musi byt zachovany. Do doby, kym takato zmluva
nebude uzavretd, rovnako vsak aj pre pripad, ze k nej nedojde vdbec, sa na uhradenie neplatného,
netcinného alebo nevynutiteI'ného ustanovenia pouziju iné ustanovenia zmluvy a ak také nie si,

potom prislusné ustanovenia pravnych predpisov, a to vzdy také ustanovenia, ktoré zodpovedaji
kritériam podl'a predchadzajicej vety.

5.V pripade zaniku zmluvy, narok na thradu ceny podla ¢l. IV zmluvy za poskytnuta spolupracu do
dia zaniku zmluvy zostava zachovany

6. Neoddelitelnou si¢astou tejto zmluvy je: Priloha &. 1 - Standardné pracovné postupy Priloha ¢. 2
- Protokol o odbere tkaniv/buniek

7. Menit alebo dopliiat’ ustanovenia tejto zmluvy je mozné iba formou pisomnych dodatkov,
podpisanych zmluvnymi stranami.

8. Zmluva je vyhotovena v Styroch rovnopisoch, kazdy s pravnou silou originalu, z ktorych kazda
zmluvna strana obdrzi dva.

9. Zmluvné strany vyhlasuju, Ze tato zmluva nebola uzavreta v tiesni ani za napadne nevyhodnych
podmienok pre niektort zo zmluvnych stran. Sac¢asne zmluvné strany zhodne vyhlasuji, ze sa s
touto zmluvou doékladne oboznamili, jej obsahu porozumeli, v celom rozsahu s fiou sthlasia a
prostrednictvom svojich zastupcov ju podpisali na znak toho, ze je uréita, zrozumitel'na a 7e
zodpoveda ich slobodnej a vaznej voli.

10. Pisomnosti v zmysle tejto zmluvy doruované postou sa povazuji za dorucené prevzatim alebo
odmietnutim prevzatia zasielky, a v pripade neprevzatia pisomnosti uloZenej u dorucovatel’a sa
pisomnosti povazuji za dorucené okamihom vratenia zasielky odosielatelovi. V pripade, ak
zésielku nemozno na adrese podla tohto bodu doruéit’ z dovodu .,Adresat neznamy*, povazuje sa
zasielka za dorucent diiom jej vratenia odosielatelovi. Pisomnosti dorudované elektronickymi
prostriedkami sa povazuji za doru¢ené okamihom potvrdenia adresata o prijati.

Sfe/ w2y 10. 06, 204

V Bratislave, diia ..........[......... V Bratislave, dnia ...........

MUDr. Mgr. Michal Palkovgaﬂu, MHA, MPH,
predseda

firad pre "
: dohPad nad Zellova

gzdravotnou 829 24 Bratislava
@ starostlivostou g
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1. Uvod
1.1 Ciel’

Tento 3tandardny pracovny postup (skratka SOP zangl. ,standard operating procedure™) popisuje
postup imunohistochemického farbenia pouZivaného na diagnostiku neurodegenerativnych ochoreni.

1.2 Podstata farbenia

Podstatou skiisky je viizba priméarnej protilatky na patologicky zmeneny protein na zaklade afinity
a jeho oznadenie v nervovom tkanive. Pri pozitiviegj diagnostike dosiahneme zafarbenie typickych
patologickych $truktir charakteristickych pre jednotlivé neurologické ochorenia.

1.3 U

Tento SOP je zaviznym dokumentom pre vietkych zamestnancov organizacie.

1.4 Z.askolenie

Vedici oddelenia je zodpovedny za riadne zaskolenie vietkych pracovnikov organizacie.

1.5 Definicie
MPW: mili power water

1.6  Zdravotné a bezpecnostné upozornenia:

S chemikaliami pouzivanymi pocas prace podla protokolu sa musi pracovat’ bezpe€ne a s vedomim

o ich charaktere a G&inku. Potrebné st laboratérne rukavice, ochranné okuliare a vhodny laboratdrny
odev,

Peroxid vodika (30%)( napr. Sigma Aldrich, 210763-300ML-D)

H302 - Zdraviu skodlivy pri poZiti.

H318 - Sposobuje vazne poskodenie oci.

Bezpetnostné upozomenia:

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

Kyselina mravéia 98%(napr. Sigma Aldrich, 33015-11)

H226-horlavina, prchava latka

H302- po prehltnuti drazdiva

H314- poskodzuje oi a lepta pokozku

H331- toxické vypary

Bezpeénosiné upozornenia:

P210- zamedzit’ kontakt s otvorenym ohfiom, teplom, horGcimi povrchmi

P280-nosit’ bezpecnostny odev pri praci, okuliare, rukavice

P303 + P361 + P353-po kontakte s pokozkou, okamzite miesto oplachnut’ pod teiicou vodou

P304 + P340-po vdychnuti vyved'te postihnuté¢ho na cerstvy vzduch aumoZznite mu pohodine
dychat’

P310- vyhladat’ lekarsku pomoc

P305 + P351 + P338-po kontakte s oami, vyplachovat pod te€iicou vodou

P403 + P233uskladnovat’ v dobre uzatvorenej nadobe a vetranom priestore

Etanol 96% (napr. Centralchem, L-00274 -1L)
H225 - Vysoko horl'ava kvapalina a pary
H302 - Zdraviu $kodlivy pri poZiti

H371 - MdZe spdsobit’ poikodenie organov

€ Tento dokument je duSevaym viastnictvom Newrcimunologického tistavu SAV vy, Kopirovanie, pripadne poskytovame tretim osobdm
nie je bez sihiasu vedenia spolocnosti dovolené.
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Bezpetnostné upozornenia;
P210 - Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohfa/horiicich povrchov. Nefajéite
P260 - Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly

Xylén Cisty (napr. Centralchem, L-00395)

H226 - Horl'ava kvapalina a pary

H312 - Skodlivy pri kontakte s pokozkou

H315 - Drazdi kozu

H332 - Skodlivy pri vdychnuti

Bezpe€nostné upozormenia:

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

Lzopropylalkohol cisty (napr. Centralchem L-00301 )

H225 - Vysoko horlavé kvapalina a pary.

H319 - Spasobuje vazne podrazdenie oéi.

H336 - Mdze spdsobit’ ospalost’ alebo zavraty.

Bezpetnostné upozornenia

P210 - Uchovévajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohiia/horticich povrchoy. Nefajéite.

P261 - Zabraiite vdychovaniu prachu/dymu/plynu/hmly/pér/aerosdloy.

P305+351+338 - PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko minit ich opatrne vyplachujte vodou. Ak
pouZivate kontaktné So$ovky a je to mozné, odstrfite ich. Pokradujte vo vyplachovani.

Triton-X]00 (napr. Sigma Aldrich, T9284-3500ML)

H302 Skodlivy po poziti.

H315 Drazdi kozu.

H3 18 Spdsobuje vazine poskodenie odi.

H410 Velmi toxicky pre vodné organizmy, s dihodobymi Gi¢inkami.

Bezpednostné upozornenia:

P280 Noste ochranné okuliare/ ochranu tvare.

P301 + P312 + P330 PO POZIT{: Pri zdravotnych problémoch volajte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE CENTRUM! lekara. Vyplachnite {sta.

P305 + P351 + P338 + P310 PO ZASIAHNUTI OC: Niekolko mintt ich opatrne vyplachuijte vodou.
Ak pouZivate kontaktné Zo3ovky a ak je to mozné, odstrafite ich. PokraCujte vo vyplachovani.
Okamgite volajte TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM/lekéra

1.7 Zodpovednost’

Vedenie TZ je zodpovedné za to, Ze kazdy uZivatel’ tohto SOP je pouceny o jednotlivych krokoch
procediry a kritickych miestach.

1.8 Material a pristrojové vybavenie

Sklenené vanicky

Kovové stojany

Histologicky tiakovy hrniec Retriever 2100 (APTUM, #R21 0CEU)
PAP pen (Sigma, Z377821-1EA)

Cover glasses (marienfeld)

Microscope slides Histobond S+ (Marienfeld, 0810501}
Automaticke pipety (Pipetman,Gilson)

Termostat (Binder, #8D115)

Vortex (lka vortex genius 3)

Magnetické miedadlo

Vahy (napr. KERN-PLJ)

Sklenené kadi¢ky

€ Tento dokwment je dusevnym vlasmictvom Newronnunologického tistavie SAV vov.i.. Kapirovame. pripadne poskytovaie trelin osobdm
nie fe bez stihilasu vedenia spolocnost dovolend.
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Sklenené odmerné valce (napr. §92/18)
Anatomické pinzety (napr. 2688.1)
Stereolupa (Nikon, SMZ645)

Pipetove Spicky (napr. Eppendorf, 10pl, 300ui and 1000ul)

Polypropylénové centrifugacné skimavky 15 a 50ml  (napr. Sarstedt, #62.554.502 — 15ml,
#62.547.254 — 50ml)

Mikroskimavky polypropylénové, objem 1,5 mla 2 ml (napr. Sarstedt, #72.690.001)
Bottle-Top filter, 500 ml objem (napr. Millipore, 595-4520)

Laboratorne rukavice (napr. Vasco Sensitive, Braun)

pH indikatory (Merck, 1.09532.0001)

2. Priprava roztokov a reagencii:

2.1 Roztoky a chemikadlie pouZzité v tejto procedare:

Entellan (napr. Merck.1079610)

-montovacie médium

VECTASTAIN Elite ABC Kit, (napr. Vector lab.)

-kit so sekundarnymi protilatkami Specifickymi pre jednotlivé druhy zvierat (my3, potkan,koza)
Metylénova zelena (napr. Vector lab. H-3402)

- ready to use* pre zafarbenie bunkovych jadier.

Antigen unmasking roztok (napr. Vektor lab., H3300)
-na pripravu citratového roztoku pedla tabul'ky (

Tabulka é. 3 - Riedenie citratovéhu pufru)

1M Tris-HCI roztok (napr. AXON Neuroscience R&D Services.)
50mM Tris-HCI roztok

20x PBS roztok {napr. AXON Neuroscience. R&D Services)
1x PBS roztok

Aptum section block (napr. Aptum, RAP0471500)

VIP peroxidase substrate kit (napr. Vector lab. SK-4600)

xylén ¢isty (napr. Mikrochem)

isopropylalkohel ¢isty (napr. Mikrochem)

30% peroxid vodika (napr. Sigma Aldrich)

96,5 % Etanol (napr. Mikrochem)

70 % Etanol {(napr. Mikrochem)

98% kyselina mravéia (napr. Sigma Aldrich) — upozornenie — roztok nerecyklujeme

2.2 Priprava roztokev
1M Tris-HCI roztok:

e pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunohistochémie
a doddvany s vyrobnym certifikitom podl'a zloZenia v tabul'ke €. 1

Tabul'ka &.1 - | M Tris-HClI roztok zloZenie:

Chemikalia MnoZstvona 1L
Tris base 121,1g

Milli-() voda 800 ml

HCI podla pH

50mM Tris-HCI

e 50mM roztok pripravime zmie$anim 50ml 1M Tris-HCI roztoku s 950ml Mili-Q-vody v 1L
flasi

© Tento dokument je dufevnym viastmictvom Newroimunologického nistavu SAY v.v.i.. Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
nie je bez sithlasu vedenia spolocnosti dovolené.
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50mM Tris-HC! + 0,2% Triton-X 100
¢ roztok pripravime zmieSanim 50ml z 1M Tris-HCI roztoku s 950 ml Mili- Q- vody v IL flagi

a pridanim 2ml Triton-X 100. MieSame na magnetickom miesadle, kym sa triton-X 100
nerozpusti.

20x PBS roztok

e pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunohistochémie
a dodavany s vyrobnym certifikatom podla zloZenia v tabulke &. 2

Tabulka &2 - 20x PBS roztok zloZenie:

e Chemikalia Mnozstvona 1L
KH2PO, 4 g
Na;HPOy x 12 H.0 58¢
KCl 4g
NaCl (napr. Sigma) 160 g

Ix PBS roztok:

e 1 x PBS sa pripravi zmieSanim 50 ml 20x PBS pufra s 950 ml Milli-Q vody v IL fTadi. Roztok
Je stabilny pri laboratdrnej teplote 5 dni

70 % Etanol:
* do odmerného valca s objemom 500 ml zmiesaj 210m! 96% Etanolu s 90 ml Milli-Q vody.

1% peroxid vodika
¢ pripravime podla tabul'ky:
Reagent Mnozstvo (400 ml)
30% peroxid vodika 13,4 ml
50mM Tris- HCI 386.6 mi

3. Pracovny postup

Vzorky st pripravené podla protokolu SOP-V-004 aoznagené na skli¢kach ID &iselnymi koédmi
vzoriek aby nedo$lo k zamene tkaniva. Na skli¢ka je mozné napisat’ aj doplitujiice informacie. Takto
pripravené preparity je potrebné umiestnit’ do 3pecialneho kovového stojanu podl'a (Obrazok 1).

-

1. Deparafinizicia tkaniva- sklicka s tkanivom sii umiestnené do roztokov s rozptistadlami, ktoré
postupne odstrania parafin z tkaniva.
Umiestni pripraveny stojan so sklickami do sklenenych nadobiek s latkami podla nasledujiice
postupnosti:

- 5 min xylén &isty

© Tento dokument je dusevaym viasiictvom Neuromunologického sistavie SAV vv.r... Kopirovame, pripadue poskytovame tretim osobdm
nie je bez siihlasu vedema spolocnost dovolené.



Prva slovenska mozgova banka,
Neuroimunologicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 845 10 Bratislava

Tkanivové zariadenie

Standardny pracovny postup: Strana: 7/10
IMUNOHISTOCHEMICKE FARBENIE Cislo vydania: 1
Kod: SOP-M-001 Datum vydania:

- 5 min xylén ¢isty

- 5 min isopropylalkohol ¢isty

- 5 min 96,5 % etanol

- 5 min 70 % etanol

- 5 min MPW

2. Chemické opracovanie tkaniva- stojan so sklickami ponor do 98% kyseliny mravcej na 1 min.
(Je potrebné si odsledovat sprdvanie tkaniva na sklicku, ak by sa tkanivo zacalo odliepat od
podlozného sklicka, je nutné tkanivo vybrat z kyseliny skér a casovii zmenu zaznamenat v protokole z
farbenia.)

3. Bezprostredne preplachni 2x v MPW a nasledne vzorky preloz 2x do roztoku S50mM Tris-HCI,
obe preplachnutia po dobu 5 min. v sklenenych nadobach na to uréenych.

4. Tepelné opracovanie tkaniva na skli¢ku - v histologickom tlakovom hrnci Retriever 2100 sa
autoklavuji pri teplote 121°C po dobu 20min. Po skonceni cyklu sa odporica ponechat’
nadobu uzatvoreni najmenej 2h. Vzorky s ulozené do Specialnych stojanov dodavanych
k pristroju Retriever 2100 a v roztoku citratového roztoku nariedeného podla tabulky ( Stojan
naplii nariedenym roztokom citratového pufru a naskladaj do stojanu preplachnuté sklicka
(obrazok 3). Nasledne bezpe¢ne uzavri tlakovy hrniec podl'a manualu.

5. Tabulka €. 3 - Riedenie citratovéhu pufru) na znizenie pH roztoku. Stojan naplii nariedenym
roztokom citratového pufru a naskladaj do stojanu preplachnuté sklicka (obrazok 3). Nasledne

bezpeéne uzavri tlakovy hrniec podla manualu.

Tabul’ka ¢. 3 - Riedenie citratovéhu pufru

Reagent Mnozstvo
Antigen unmasking 656ul
Destilovana voda 70ml

Obrazok 2 Obrazok 3 Obrdzok 4

6. Premyvanie v roztoku 50mM Tris-HCI — premiestni sklicka opét’ do Specidlneho kovového
stojanu a premyvaj skli¢ka 2x v roztoku po dobu 5 min.

7. Blokovanie endogénnej peroxidazy- endogénnu peroxidazu blokujeme pomocou 1% roztoku
peroxidu vodika zmiesaného s roztokom 50mM Tris-HCI1 podl'a nasledujicej tabul’ky:

Reagent Mnozstvo (400 ml)
30% peroxid vodika 13,4 ml
50mM Tris-HCI 386,6 ml

Premiestni stojan so sklickami do roztoku 1% peroxidu na dobu 25 min.

8. Premyvanie v roztoku 50 mM Tris-HCI + 0.2 % Triton X-100 — premiestni stojan so sklickami
2x do roztoku 50 mM Tris-HCI + 0.2 % Triton X-100, oba na dobu 5min.

9. Blokovanie ne$pecifického signalu- blokujeme pomocou Aptum Sekcion block po dobu
10min. Postupne vyberaj sklicko po skli¢ku zo stojanu a na kazdé tkanivo napipetuj mnozstvo
200- 500ul blokovacieho média (podla velkosti tkaniva) a umiestiiuj sklicka na rovna
podlozku. Postupuj rychlo, blokovanie na kazdom tkanive nesmie presiahnut’ ¢as 10 min.
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10. Aplikacia primarnej protilatky- primarnu protilatku vyberame podla typu diagnézy, typy
primarych protilatok su v prilohe &. 1. Primarna protilatka je rozriedena v 1x PBS podla
stanoveného riedenia a aplikovana postupnym pipetovanim mnozstva 200-500 500ul (podla
velkosti tkaniva) jednotlivo na kazdé tkanivo rovnako ako blokovacie médium. Skli¢ka
s aplikovanou protilatkou poukladaj do inkuba¢ného boxu tak, aby sa nachadzali nad
navlhéenou utierkou (vid’ obrazok 5), ktora zabezpedi vlhkejsie prostredie pocas dlhej
inkubécie. Protilatku inkubuj po dobu 12-20h pri teplote 4°C.

11. V tomto bode je ukonceny prvy der.

bra’rzok 3 )

12. Nasledujuci defi za¢ina premyvanim v roztoku 50 mM Tris-HCl s 0.2 % Triton X-100 - stojan
so sklickami umiestni 2x do roztoku 50 mM Tris-HCl s 0.2 % Triton X-100, oba po dobu 5
min.

13. Aplikacia sekundarnej protilatky z VECTASTAIN Elite ABC Kitu - sekundérna protilatka je
rozriedena v 1x PBS (pozri prikladovu tabulku riedenia) a aplikovana je na kazdy rez na
sklicku zvlast, rovnakym sposobom ako blokovacie médium a primama protilatka.

Sekundarnu protilatku inkubuj po dobu 1h v inkubaénom boxe (mdze byt pouzity rovnaky
box ako na inkubaciu primarnej protilatky).

Riedenie sekundarnej protilatky z kitu: otvor flasku so sekundarnou protilatkou a napipetuj
pozadované mnozstvo podla riedenia (50:10 000) znazornené v prikladovej tabulke do 1x
PBS pufra. Za pomoci vortexu premie$aj a nechaj reagovat’ pri izbovej teplote 20 min.

Tabulka riedeni sekunddrnej protildatky z ABC kitu - priklad:
Reagent 1x PBS (5 ml)
sekundar 25 ul

14. Premyvanie v roztoku 50 mM Tris-HCl + 0.2 % Triton X-100.- umiestni sklicka do
Specialneho stojanu a stojan so sklickami umiestni 2x do roztoku 50 mM Tris-HCl s 0.2 %
Triton X-100, oba po dobu 5 min.

15. AB-komplex kit- VECTASTAIN Elite ABC Kit, pozostava z dvoch aktivnych zloZziek-
avidinu a biotinu, ktoré st spolu nariedené do 1x PBS podl'a ndvodu, ktory je uvedeny v kite

(pozri prikladovi tabulku riedenia).Aplikacia nariedeného roztoku je rovnaka ako pri
sekundarnej protilatke. Inkubuj po dobu 1h.

Riedenie ABC kitu: otvor flaSku s reagentom A resp. B a napipetuj pozadované mnozstvo
z oboch reagentov podla riedenia (100:5000) znazornené v prikladovej tabulke do 1x PBS
pufra. Za pomoci vortexu premiesaj a nechaj reagovat’ pri izbovej teplote 20 min.

Tabulka riedeni ABC kitu:

Reagent 1x PBS (5 ml) 1x PBS (10 ml)
A 100pl 200l
B 100ul 200pl
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16. Premyvanie v roztoku 50 mM Tris-HCl- premiestni skli¢ka opéat’ do $pecidlneho kovového
stojanu a premyvaj skli¢ka 2x v roztoku po dobu 5 min.

17. Vyvolavanie signalu systémom VIP peroxidase substrate kit — pomocou peroxidazového kitu
nariedeného v 1x PBS podla predpisaného riedenia uvedeného v prikladovej tabulke
nariedime roztok do falkény obalenej v alobale, aby roztok ostal chraneny pred svetlom. Do
falkény naber poZzadované mnoZstvo roztoku Ix PBS, ktoré je zavislé od poétu skliok
s tkanivami. Nasledne kvapkaj postupne reagenty, pricom postupuj od reagentu 1 az 3
a hydrogen peroxid je posledny. Po kazdom reagente roztok premiesaj za pomoci vortexu.

Tabulka riedeni - priklad:

Reagent 1x PBS (5ml) 1x PBS (10mD
1 3 kvapky 6 kvapiek
2 3 kvapky 6 kvapiek
3 3 kvapky 6 kvapiek
hydrogen peroxid | 3 kvapky 6 kvapiek

Signal nasledne detegujeme pod stereolupou (stereomikroskopom) a dobu, pocas ktorej sa
tkanivo zafarbi, je nutné zaznaéit’ do protokolu z farbenia. Postupne napipetyj mnozstvo 200-
500pi (podla velkosti tkaniva) VIP roztoku na tkanivo pod stereolupov (stereomikroskopom)
anechaj reagovat’ kym sa zretel'ne nezafarbia Struktiry charakteristické pre ten dany typ
protilatky, ktorda bola na tkanive inkubovana. Postupuj jednotlivo sklitko po skliku.
Zafarbené tkaniva na sklickach po vyvolani umiestiiyj do stojanu v roztoku 50 mM Tris-FCI
na zastavenie vyvolavacieho procesu.

18. Premyvanie v roztoku 50 mM Tris-HCI 2x po 10min.- stojan so sklickami umiestni do
roztoku 50 mM Tris-HCI po dobu 10 min.

19. Premyvanie v MPW - stojan so skliC¢kami umiestni do MPW na dobu 5 min.

20. Podfarbovanie bunkovych jadier pomocou metylénovej zelenej- metylénova zelena musi byt
nahriata na teplotu min. 55°C a viac v termostate. Po dosiahnuti potrebnej teploty, vloZ do
nadoby stojan so sklikami a umiestni nadobu naspét’ do termostatu s nastavenou teplotou. Po
5 min. skontroluj kvalitu zafarbenia. V pripade, Ze pozadované Struktiry sii dobre viditel'né,
ukon¢i proces farbenia. V opa¢nom pripade pokraduj vo farbeni az pokial nie je tkanivo
dostatocne zafarbené do zelena. Po zafarbeni skli¢ka vyber a preplachuj v destilovanej vode,
kym voda nebude &ira.

21. Proces dehydratacie tkaniva- prebieha v nasledujiicich rozptstadlach v presne stanovenom
poradi.

- 5 min 70 % etano!

-~ 5min 96,5 % etanol

- 5 min isopropylalkohol
- 5 min xylén

- 5 minxylén

22. Proces montovania - tkanivo na skli¢ku zalej montovacim médiom a prikry krycim skli¢kom
dostatoéne dlhym podla velkosti tkaniva tak, aby sa pod krycim skliCkom nevytvorili
vzduchové bubliny a aby Ziadna ¢ast” tkaniva nevyschla.

3.1  Problémy ktoré moézu nastat’ pocas procediry
Poéas farbenia modZe ddjst’ k niekolkym nedostatkom.

Nasledujtuce body st kritické pre spravne vykonanie tejto procediiry:
o dodrzanie spravnej teploty (121°C) v histologickom tlakovom hrnci - potrebnd teplota na
opracovanie vizbovych miest pre antigén.

e sprdvne nariedenie protilitok podla Specifického riedenia- pri podriedeni koncentracie
dosiahneme vel'mi slaby alebo Ziadny signal
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° sprdvne nariedenie ABC kitu - podriedenie roztoku mé za nasledok slaby alebo Ziadny signal.

© sprdvne pouitie sekunddrnej protilitky podla pévodu primdrnej protilditky- pri zamene
sekundarnej protilitky (my3acia, zajadia a opatne) neddjde k naviazaniu sekundarnej na
primarnu protilatku.

o spravne narviedenie Tris-HCI + 0,2% triton-X100 - na dosiahnutie dostatoénej
permeabilizicie bunkovych membran

° sprdvne nariedeny roztok H>0:— na dostatoéné vyblokovanie endogénnej peroxidazy. Roztok
Jje potrebné nariedit’ vidy Cerstvy.

NajCastejsie sa vyskytuji nasledovné problémy:

1. Popraskané tkanivo na sklicku:
Pri€ina: tkanivo je az prilid presudené. Prili§ suchy rez nedrZi na podloznom skligku a popraskanie sa
potas farbenia zvicuje. Poskodenie tkaniva je viditelné po opracovani 98% kyselinou mraviou
v bode 2 tohto postupu.
RieSenie: znizit teplotu dosuSovania rezov, skratit’ ¢as susenia, zopakovat pripravu sklicka.

2. Rezy schddzajii zo sklicka:
Pri€ina: tkanivo bolo nedostatotne narovnané. Zvlnené tkanivo sa nedostatoéne uchyti a neskér sa
poas farbenia postupne odlepuje. Nedostatoéné uchytenie tkaniva je viditelné po opracovani 98%
kyselinou mravéou v bode 2 tohto postupu.
Riesenie: predizime &as narovnavania rezu na vodnej hladine a zaéneme nové farbenie,

3. Na pozitivnej vzorke nie je pozorovany signdl:
Pricina: doslo k chybe pocas farbenia a nedodrzania kritickych kontrolnych bodov.
RieSenie: opdtovne je potrebné skontrolovat’ kompatibilitu priméarnej a sekundarnej protilatky a datum
exspiracie kitov. Zopakujeme farbenie.

4. Slabé kontrastné farbenie jadier buniek s metylénovou zelenou:
Pritina: metylénova zelena bola nedostatoéne ohriata na teplotu vy&iu ako 55°C alebo prekrogila
svoju Zivotnost,
Riefenie: Vymenit' za novi a zahriat’ ho na poZadovan( teplotu.

5. Silné nespecifické farbenie:
Pri¢ina: spbsobené drastickym chemickym alebo tepelnym opracovanim tkaniva, alebo nedostatoénym
vyblokovanim endogénnej peroxidazy.

RieSenie: skontrolovat’ kvalitu tkaniva a pripravit' novy roztok peroxidu. Farbenie zopakujeme na
novom tkanive.

3.2 Vyhodnotenie vysledkov:

Kvalitativne posiidenie farbenia vykonavame pod mikroskopom. Vyhodnotenie obrazu zapiseme do

protokolu o farbeni - formulara F1-SOP-M-001 (priloha ¢. 2). Protokol skontroluje vediici pracoviska
a potvrdi svojim podpisom.

4.  Suavisiace dokumenty
- http://www.aptum-bio.com
- http://www.ihcworld.com
- knihy o danej problematike
- FI-SOP-M-001 - Protokol o farbeni
- SOP-V-004- Priprava a krajanie v parafine zaliatych vzoriek

5. Zoznam priloh
1. Zoznam protildtok pouZivanych na diagnostiku
2. F1-SOP-M-001 — protokol z imunohistochemického farbenia
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Priloha ¢&. 1
Zoznam protilitok pouZivanych na diagnostiku
Protilatka Epitop protilatky Riedenie
ATS8 viaze sa na fosforylované epitopy TAU proteinu | 1:1000
vytvarajice PHF &im oznaduje NFT's v mozgovom
tkanive ktoré sa vyskytuji u pacientov
s Alzheimerovou chorobou.
f-amyloid viaZe sa na zvysky aminokyselin 17-24 proteinu B- | 1:500
{clon 4G8) amyloid. Hromadenie proteinu a vytvaranie depozitov
je charakteristické pre Alzheimerovu chorobu
a Downov syndrém

a-synuclein protilatka sa viaZe na protein a~synuclein, ktory vytvara | 1:500
(clon 4D6) Strukturu  tzv  Lewieho teliesok v bunke a je
charakteristicky pre Parkinsonovu chorobu
Anti-p62 protilatka sa viaze na T- lymfocytarny protein Ick | 1:500
(Lck ligand) nachadzajiici sa v cytoplazme buniek
Anti-phospho TDP-43 | protilatka sa viaZe na cely nuklearny ribonukleoprotein | 1:1000
(pSer.409/410) ktory je sOastou ubiguitin- pozitivnych atau-
negativnych inklizii charakteristickych pre FTDP-U a
ALS
Anti- FUS oznacuje patologicky FUS protein, ktory sa nachadza | 1:100

v cytosole neurdnov a glii.
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Pritoha ¢, 2 — formular F1-SOP-M-001 - Protokol z imunohistochemického farbenia
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Strana: 1/2

Protokol z imunohistochemického farbenia

Vydanie: 1
Détum vydania:

PROTOKOL Z IMUNOHISTOCHEMICKEHO FARBENIA

Datum:

Metdda:

Metodu vykonal:

Testované tkanivo;

ID &islo pacienta: |

Testované oblasti:

oblast’ * oblast’ * oblast’ * oblasr’ *
1 5 9 13

2 6 10 14

3 7 11 15

4 8 12 16

3

oznad krizikom

Pouzité primarne protilitky:

Pouzité sekundarne protilatky:

Primarna protilatka * ¢islo Sarze Sekundarny kit * cislo Sarze

ATS VECTASTAIN Elite ABC
Kit HUMAN

B-amyloid (clon 4G8) VECTASTAIN Elite ABC
Kit MOUSE

u-synuclein (clon 4D6) VECTASTAIN Elite ABC
Kit RABBIT

Anti-p62 (Lck ligand) Poznamky:

Anti.phospho TDP-43

(pSer.409/410)

Anti- FUS

* oznac keizikom

Pouzité roztoky:

Roztok *

Cislo Sarze Poznamky:

Antigen unmasking roztok

1M Tris-HCI roztok

50mM Tris-HCl roztok

S50mM Tris-HCI + 0,2% Triton-X 100

20x PBS roztok

Ix PBS roztok

Aptum section block

70 % Etanol

1% peroxid vodika

*oznat krizikom

Pouzity VIP peroxidazovy kit:

Typ kitu islo Sarze

Poznamky:

VIP peroxidase substrate kit

Vysledky:

& Tento dokument je dusevifm viastictvom Newromunologického dstavu SAV vav.... Kopirovanie, pripadne poskytovanie trefim osobem nie je be= sidilasu

vedena spelodnosti dovolend.
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Formular F1-SOP-M-001 Strana: 212

. . o gy . Vydanie: 1
Protokol z imunohistochemického farbenia Datum vydania:

Poznimky:
Doba vyvolavania signalu:

Zaver:

Schvilil:

© Tento dokument je dusevnym viastnicrvom Newroununologického tistavie SAY vov.i.., Kopirovamie, pripadne poskytovanie ivetim osobdm nie je bez sithlasu
vedenia spolocnasti dovolend.
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Standardny pracovny postup
HEMATOXYLIN - EOSIN FARBENIE
Kod: SOP-M-002

Strana: 1/6
Cislo vydania:
Datum vydania;

SOP-M-092

hd
’

Cislo vytlaéku:.........

HEMATOXYLIN - EOSIN FARBENIE

Vypracoval:

Mgr. MVDr. Tomas Smolek, PhD.
pracovnik vyskumu a vyvoja

Schvilil:

doc. MVDr. Norbert Zilka, DrSec.
riaditel

© Tento dokument je dusevivim viastnictvom Nevroimunologického tistavu SAV vv.i.., Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
nie je bec suhiasu vedenia spolocnosti dovolené.
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1. Uvod
1.1 Ciel

Tento Standardny pracovny postup (skratka SOP z angl. ,standard operating procedure™} popisuie
postup histochemického farbenia pouZivaného v rutinnej praxi pri diagnostike neurodegeneraénych
ochoreni.

1.2 Podstata skiasky
Podstatou farbenia je vézba dvoch zloZiek (hematoxylinu a eosinu) na $pecifické oblasti v bunke.

Konkrétne sa na zasadith cytoplazmu viaZe eosin a kyslé jadro bunky zase naviaZe hematoxylin.

Takymto zafarbenim dosiahneme kontrast medzi jednotlivymi $truktirami ¢im sa zretelne vykresli
povrch tkaniva.

1.3 Ukel
Tento SOP je zaviznym dokumentom pre vietkych zamestnancov organizacie.

1.4 Zaskolenie
Vedci oddelenia je zodpovedny za riadne zaskolenie vietkych pracovnikov organizacie.

1.5 Definicie
MPW: mili power water

1.6 Zdravotné a bezpecnostné upozornenia:

S chemikaliami pouZivanymi pocas prace podla protokolu sa musi pracovat’ bezpeéne a s vedomim

o ich charaktere a a&inku. Potrebné si laboratérne rukavice, ochranné okuliare a vhodny laboratérny
odev.

Kyselina octovd (napr. Centralchem, L-00713)

H226 - Horlava kvapalina a pary.
H314 - Spdsobuje tazké poleptanie koze a poskodenie oéi.

Bezpeénostné upozomenia
P280 - Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvére.

P310 - Okamzite volajtt NARODNE TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo
lekara.

Etanol 96% (Centralchem, L-00274 -11)
H225 - Vysoko horl'ava kvapalina a pary
H302 - Zdraviu skodlivy pri poZit

H371 - MbzZe spdsobit’ poSkodenie organov

Bezpeénostné upozormenia:

P210 - Uchovavajte mimo dosahu teplafiskier/otvoreného ohfia/horficich povrchov. Nefajlite
P260 - Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly

Xylén Cisty (Centralchem. L-00393)
H226 - Horl'ava kvapalina a pary

H312 - Skodlivy pri kontakte s pokozkou
H315 - Drazdi kozu

H332 - Skodlivy pri vdychnuti

© Tento dokument je dusevaym viastictvom Neuwroinunologického tistavu SAV vv.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
nie je bez sithlasn vedenia spolocnosti dovolené.
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Bezpegnostné upozornenia:
P280 - Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvére.

Izopropyialkohol Eisty (napr. Centralchem L-00301 )
H225 - Vysoko horlava kvapalina a pary.

H319 - Spdsobuje vazne podrazdenie oéi.

H336 - MdZe sposobit’ ospalost’ alebo zavraty.

Bezpe&nostné upozomenia

P210 - Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohia/horicich povrchov. Nefajéite.

P261 - Zabréfite vdychovaniu prachu/dymu/plynuw/hmly/péar/aerosélov.

P305+351+338 - PO ZASIAHNUTI OCi: Niekol'ko minit ich opatrne vyplachujte vodou. Ak pouzivate
kontakiné SoSovky a je to mozné, odstraiite ich. Pokradujte vo vyplachovani.

1.7 Zodpovednost

Be Patricia Karku$ova je zodpovedny za to, Ze kazdy uZivatel’ tohto SOP je pougeny o jednotlivych
krokoch procediry a kritickych miestach.

1.8 Materidl a pristrojové vybavenie
Sklenené vanicky
Kovové stojany
Cover glasses (marienfeld)
Microscope slides Histobond S+ (Marienfeld, 0810501)
Vortex (Ika vortex genius 3)
Magnetické miegadlo
Sklenené kadicky
Vahy (napr. Kern PLI)
Sklenené odmerné valce
Anatomické pinzety
Laboratorne rukavice (napr. Vasco Sensitive, Braun)

2. Pufre a chemikdlie poufité v tejto procediire:

Entelan (napr. Merck Merck 1.07961.0500)
-montovacie médium

Xylén (napr. Centraichem, L-00395)
-zmes izomérov

Etanol (96%)(napr. Centralchem, L-00274 -1L)
-dodavany ako 96%.

Mayersov hematoxylin (napr. Dako):
-.ready to use* bez d’al§icho naried’ovania.

Eosin Y roztok (napr. Sigma aldrich):

le pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunohistochémie
a dodavany s vyrobnym certifikitom. ZloZenie roztoku je uvedené v tabul'ke 1.

© Tento dokiment je duseviym viasmictvom Newroimunclogického tistavi SAV v.v.i... Kepirovanie, pripadne poskytovante tretim osobdm
nie je bez siihlasu vedenia spolocnost: dovolené.
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Cislo vydania:

Kod: SOP-M-002

Ddtum vydania:

Tabulka 1. Eosin Y roztok

Reagent MnoZstvo
Eosin Y 1g
Milli-Q-voda 100m!

Phioxine B roztok:

je pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunchistochémie

a dodavany s vyrobnym certifikatom. ZloZenie roztoku je uvedené v tabulke 2.

Tabulka 2 Phloxine B roziok - zloZenie

Reagent MnoZstvo
Phloxine B lg
Milli-Q-voda 100m]

Eosin- Phloxine B pracovny roztok:

Zmie$aj v dostatolne velkej sklenenej kadicke mnoZstva roztokov podla tabul'ky (Tabulka 3 Eosin-

Phloxine pracovny roztok).

Tabulka 3 Eosin-Phloxine pracovny roztok

Reagent MnoZstvo
Eosin Y roztok 100ml
Phloxine B roztok 10ml
Etanol (96%) 780ml
Kyselina octova 4ml

3. Pracovny postup

1. Deparafinizacia tkaniva- skiicka s tkanivom s umiestnené do roztokov s rozp3tadlami, ktoré
postupne odstrania parafin z tkaniva.

Postup: umiestni pripraveny stojan so skliCkami do sklenenych nadobiek s latkami podla
nasledujiicej postupnosti:

e 5 min xylén Cisty

5 min xylén Cisty

5 min isopropylalkohol ¢isty
5 min 96,5 % etanol

5 min 70 % etanol

e 5min MPW

1. vzorky rychlo premy v Milli-Q-vode.

zafarbenie jadier - ponor vzorky do Mayersovho hematoxylinu na 6-18 min podl'a odporicania
vyrobcu.

nechaj vzorky vymyvat pod teplou te¢iicou vodou po dobu 10 min.

rychlo premy v Milli-Q-vode.

10x ponor do 96% etanolu.

zafarbenie cytoplazmy-ponor vzorky do eosin —phloxinB pracovného roztoku na 3 minaty
ponor vzorky do 96% etanolu na 3 min.

2

N

© Tento dokument je duseviaym viasinictvom Nenromunologického tistavu SAV vv.i.. Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
nie fe bez sithiasu vedenia spolocnosti dovolend,
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2. Proces dehydratacie tkaniva- prebieha v nasledujicich rozpustadlach v presne stanovenom
poradi.

- 5min 70 % etanol
- 5 min 96,5 % etanol
- 5 min isopropylalkohol
- 5 minxylén
- 5 minxylén
8. Montovanie tkaniva po zafarbeni- tkanivo na sklicku zalejeme montovacim médiom a

prikryjeme krycim skli¢kom dostato¢ne dlhym podl'a vel'kosti tkaniva tak, aby sa pod krycim
sklickom nevytvorili vzduchové bubliny a aby Ziadna ¢ast’ tkaniva nevyschla.

3.1 Vyhodnotenie vysledkov:

Preparaty pozorujeme pod mikroskopom a podla vopred uréeného zameru sa snazime identifikovat’
Specifické patologické zmeny na tkanive .

4. Savisiace dokumenty
- http://www.aptum—bio.com
- http://www.ihcworld.com
- F1-SOP-M-002- Protokol o vysledku

5. Zoznam priloh
1. FI-SOP-M-002 — protokol z histochemického farbenia

© Tento dokument je dusevnym viastnictvom Neuroimunologického tistavu SAV v.v.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
nie je bez suhlasu vedenia spolocnosti dovolené.
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Priloha & 1 - FI-SOP-M-002 — protokol z histochemického farbenia

© Tento dokument je duSevaym viastnietvom Newrcimunolagického distavie SAV vov.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
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. . , . ydanie:
Protokol z histochemického farbenia Ditum vydania: 11.4.2018

PROTOKOL Z HISTOCHEMICKEHO FARBENIA

Datum:
Metoda:
Metodu vykonal:

Testované tkanivo:
ID &islo pacienta: |
Testované oblasti:

oblast’ * oblast’ * oblast’ * oblasr’ *
1 3 9 13

2 6 10 14

3 7 11 15

4 8 12 16

®

oznat krizikom

Pouzité roztoky:

Roztok * éislo Sarze Pozndmky:
70 % Etanol

Mayersov hematoxylin

Eosin- Phloxine B pracovny roztok
Phloxine B roztok

Fosin Y roztok

* oznat krizikom

Vysledky:
Poznimky:
Doba vyvoeldvania signalu;

Zaver:

Schvilil:

© Tentg dokument je dusevaym viastnictvom Neuroimunologického tistave SAV v.v.r... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdnt nie je bez
sithlasu vedenia spolocnostt dovalens.
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ZMRAZOVANIE TKANIVA

Vypracoval:

Mgr. MVDr. Tomas Smolek, PhD.
pracovnik vyskumu a vyvoja

Schvilil:

doc. MVDr. Norbert Zilka, DrSc.
riaditel’
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1. Uvod

L.1. Ciel

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

1.2. Utel

Tento SOP je zaviznym dokumentom pre vietkych zamestnancov organizicie.

1.3. Zaskolenie
Autor SOP je zodpovedny za riadne zaskolenie vietkych pracovnikov.

1.4, Zodpovednost’

Vediici Studie je zodpovedny za to, Ze kazdy uzivatel tohto SOP je pougeny o jednotlivych krokoch
procediry a kritickych miestach.

1.5. Kritické body
nasledujice body si kritické pre spravne vykonanie procedary:
e dostatodné mnozstvo suchého l'adu

2. Pracovny postup

2.1. Chemikélie pouzivané v tejto procedire

Suchy lad

o stladené CO; vo forme drte s teplotou -80°C (pracovat’ v ochrannych rukaviciach a odeve)
2.2. Material a pristrojové vybavenie

-skalpel (napr. Roth, CE25.1)

-polystyrénove krabice

-ochranné rukavice pre pracu so suchym l'adom
-hiinikova folia

-plastové sacky 6x8 cm (napr. Fisher,2105.0012)
-suchy l'ad

2.3. Postup

Po prijati a rozdeleni mozgového tkaniva na pravi a lavil hemisféru podla protokolu SOP-V-001,
spracujeme pravil hemisféru nasledovne:

Celd hemisféru rozkrajame na pozadovanych 16 oblasti podla publikacie Alafuzoff a kol., 2008:

1. Frontalna koéra
2. Temporalna kora
3. Opaskovy zavit

© Tento dokument je dusevaym viastnicevom Neuroimunologického tistavit SAV voni.. Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm me je
bez stihifasu vedenia spolocrosti dovolené.
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4. Parietalna kora

5. Pre- a post-centrlny zavit
6. Okcipitaina kora

7. Hipokampus — predna gast’
8. Hipokampus — zadn4 ¢ast’

9. Predny bazalny mozog

10. Striatum

. Talamus

12. Stredny mozog

13 Varolov most

14, PrediZena miecha

15. Mozocek (vermis)

16. Mozoéek
+ pripadné d'al§ie oblasti potrebné pre dodatoéné vySetrenie

2.3.1. Balenie, zmrazovanie a skladovanie vzoriek

Jednotlivé oblasti urychlene vkladame do plastového vrecka sID kédom vzorky pod ktorym bude
vzorka evidovana aj v databaze podl'a protokolu SOP-V-002. Plastové vrecka so vzorkami nasledne balime
do hlinikovej folie tieZ oznatenej kédom. Takto zabalené vzorky sa ulozia do suchého Fadu na priblizne 2h.
Kédy vzoriek st na plastovych vreckach a hlinikovych foliach napisané, alebo nalepené tak, aby boli
CitateIné a neodstranitelné. Po 2h sa vzorky premiestnia do mraziaceho zariadenia na -80°C. Vzorky je
déleZit¢ uskladnit' v oznatenych boxoch a nésledne zaznamenat v databaze podl'a SOP-V-002. Ked¥e sa
Jednd o hlbokozmrazené konzervovanie vzoriek maximalna doba skladovania za takychto podmienok je

neobmedzena a vzorky sa skladuji az do doby pouzitia. Teplota hlbokomraziacich boxov sa zaznamendva
do prisliichajicej pristrojovej knihy.

2.3.2. Vyskyt problémov pocas zmrazovania
Pofas zmrazovania by nemalo dojst’ k Ziadnym problémom. DéleZité je zabezpetit dostatoiné

mnozstvo suchého I'adu k uskutoéneniu protokolu,

3. Historia dokumentu

verzia od do zmena
1.

2.

4. Suvisiace dokumenty

- SOP-P-006- Mraziace zariadenie- obsluha a prevadzka

- SOP-V-001 - Prijem, evidencia a manipulacia s biologickym materidlom (mozgové tkanivo).

- SOP-V-002 - Vedenie databazy a evidencia biologického materialu (mozgové tkanivo).

- Alafuzoff I, Arzberger T, Al-Sarraj S, Bodi 1, 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.

© Tento dokument je dusevnym viasticrvom Nexroimunologického tistave SAV v.v.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm nie je
bez siihlasy vedenia spolocnostr dovolend.
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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 neurodegenerativinych ochoreni.

1.2. Giel
Tento SOP je zaviznym dokumentom pre vietkych zamestnancov organizacie.

1.3. ZaSkolenie
Bc. Patricia KarkuSova je zodpovedn4 za riadne zaskolenie vietkych pracovnikov.

1.4. Definicie

1.5. Zdravotné a bezpe&nostné upozornenia:
Niekolko chemikalii vyskytujicich sa v tormto SOP musia byt pouZivané s opatmost’ou zodpovedajicou

ich charakteru. Preto treba pouzivat laboratorne rukavice, vhodny laboratorny odev a laboratorne
okuliare.

Xylén (Centralchem, L-00395)

H226 - Horlava 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 $kodlivy pri poziti

H371 - MdZe spdsobit’ pokodenie organov
Bezpecnostné upozornenia:

P210 - Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohiia‘horicich povrchov. Nefajéite
P260 - Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly

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

H225 - Vysoko horlava kvapalina a pary

H302 - Zdraviu Skodlivy pri poZiti

H371 - Mdze sposobit’ poskodenie organov

Bezpeénostné upozornenia:

P210 - Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvorené¢ho ohna/horticich povrchov. Nefajlite

© Tento dokument je duSeviym viastnictvom Neuroimunologického tistavu SAV vov.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
nie je bez stthlasu vedenia spoiocnosti dovolené.
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P260 - Nevdychujte prach/dym/plyn/hmiu/pary/aerosély

1.6. Zodpovednost™

Be. Patricia KarkuSova je zodpovedna za to, Ze kazdy uZivatel tohto SOP je pouceny o jednotlivych
krokoch procediry a kritickych miestach.

2. Material a pristrojové vybavenie:

2.1.Zoznam materiilu:
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 II)
malé PVC vrecka

2.2.Roztoky a reagencie
Chemikalie pouZivané v tejto procedire
Etanol (50%) (napr. Centraichem)

. mnoZstve potrebného alkoholu je dané poctom kosikov so vzorkami.
Tabul'ka - priklad riedenia:
Etancl Objem 1L

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

Etanol (79%)(napr. Centralchem)

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

Etanol (96%) 700 mi
Mili-Q-voda 300 ml

Etanol (96%)(napr. Centralchem)
. dodavany ako 96%

Etanol Absolitny
. dodavany ako absolatay

Paraformaldehyd 4%

. pripravovany firmou AXON Neuroscience R&D Services SE, oddelenie imunohistochémie a
dodavany s vyrobnym certifikatom

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

© Tento dokument je dusevaym viastnictvom Nevroimunologického tistavu SAV v.v.i... Kopirovanie, pripadne poskytovame tretim osobdm
mie je bez sihlasu vedenia spolocnosti dovolené.
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Paraplast X-tra (napr. Leica)
. zmes parafinov s teplotou topenia 52°C

3. Postup

3.1. Delenie mozgového tkaniva:

Po prijati a rozdeleni mozgového tkaniva na pravii a l'avi hemisféru podla protokolu SOP-V-1,
spracujeme l'avii hemisféru nasledovne:
LCavl hemisféru vyberieme z nadoby s 4% paraformaldehydom a v digestore cel(i hemisféru

rozkrijame na vzorky pozostavajiice zo 16 zakladnych oblasti (Alafuzoff a kol., 2008):
1. Frontalna kéra

Temporalna kéra
Opaskovy zavit
Parietalna kora

Pre- a post-centralny zavit
Okcipitalna koéra
Hipokampus — predné ast’
Hipokampus — zadnd Cast’
9. Predny bazalny mozog
10.Striatum

11.Talamus

12.Stredny mozog
13.Varolov most

PN CRE

14.Predi?ena miecha
I5.Mozodek (vermis)
16. Mozocek

+ pripadné d'alsie oblasti potrebné pre dodatoéné vySetrenie

3.2. Priprava vzoriek na presycovanie

Jednotlivé vzorky by nemali presahovat’ velkost' 1 em? a po odkrojeni ich vkladame do plastovych
kosikov Jet Cassette I[. Kazdy jeden ko$ik so vzorkou oznadime prisludnym 1D kédom tej danej vzorky
pod ktorym je evidovana v databaze podl'a SOP-V-002 a viozime ho do nadoby s &istou vodou. Po

rozkrajani celej hemisféry, vzorky v naddobe premyvame v &istej vode min. 24h. Nadoba je polas tejto
doby umiestnend v chladnitke pri teplote +4 - +8 °C.

3.3. Presycovanie

Proces presycovania zacina dehydrataciou tkaniva tzn. tkanivo sa dostato¢ne odvodni aby mohlo
vstrebat’ maximalne mnoZzstvo parafinu. VyuZivame na to pristroj/zariadenie autotechnicon {Leica

ASP6025, SOP-P-005, Obrazok | presycovaci automat). Program urCeny na presycovanie mozgového
tkaniva trva 24h.

© Tento dokument je dusevnym viasinictvom Newroimunologického tistavu SAV vov.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretin osobdm
nie je bez stthlasu vedenia spolocnosti dovelené.
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Obrazok 1 Presycovaci automat

Premyté vzorky v kosikoch vyber a vloz ich do 50% etanolu nariedeného podl'a tabul'ky 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 slizi na usporiadanie a
polohovanie vzoriek v odvodiiovacom automate. Stojan umiestnime do odvodiiovacieho automatu.

Obrazok 2 Plastové ko§icky na tkanivo Obrézok 3 Kovovy stojan na plastové kosicky

Na dostato¢na dehydrataciu F'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 -

) absolute ethanol 1,30 h | 37°C -

6 absolute ethanol 2h 37°C -

7 xylene 1 h 37°C -

8 xylene 1h 37°C -

9 xylene 2h 37°C -

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

Po ukonceni procesu vzorky vyber a vloz do vopred nahriatej parafinovej zalievacky (Leica
HistoCore Arcadia H, SOP-P-004).

© Tento dokument je dusevnym viastnictvom Neuroimunologického tistavu SAV v.v.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
nie je bez sithlasu vedenia spoloénosti dovolené.
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3.4. 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’ schnit (Obrdzok 4 zbernd nadoba parafinového automatu). Tkanivo vyber
z plastového kos$icka a jeho vrchna pohybliva krytku odstran. Do formovacej plastovej nadobky nalej
na dno parafin (Obrdzok 5 plnenie tvarovacich misiek) v takom mnozstve, aby bolo dno celé zaliate.
Parafin nechaj chvilku tuhniit’ (do 5 sekind) a nasledne na ¢iasto¢ne zatuhnuty parafin umiestni tkanivo
v pozadovanej polohe (Obrdzok 6 polohovanie mozgového tkaniva). Zvysok vzorky zalej parafinom tak,
aby ziadna cast’ nevycnievala. Zaliatu vzorku prikry tou castou plastového koSiCka, na ktorej je
oznacenie vzorky (Obrdzok 7 zalievanie vzorky parafinom dopina). Cast s oznaenim musi byt na
formovacej nadobe prilepena parafinom tak, aby odtial’ neodpadla a nedoslo k zamene vzoriek. Takto
zaliatu vzorku umiestni na chladiaci panel kde parafin zatuhne.

Obrazok 4 zbema nadoba parafinového automatu

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

3.5.Problémy pocas presycovania a zalievania tkaniva
Pocas presycovania moze dojst’ k vypadku pridu a pristroj sa vypne. Pristroj je nastaveny tak, ze
vzorky ostanl v reagente v ktorom sa nachadzali pred vypnutim pristroja. Ak sa vzorky nevyber( po
vypadku elektriny a nepremiestnia do nasledujuceho reagentu v priebehu 2h, budii znehodnotené a cely
process je potrebné zopakovat’ nanovo s novymi vzorkami.

Pocas zalievania mdzu vo vzorke vznikn(t bubliny ktoré je potrebné odstranit’ alebo opidtovne zaliat’
vzorku bez bublin. Dolezité je sledovat’ mnoZstvo parafinu v zbernej nddobe a podl'a potreby ho dopiﬁat’.
Ak pocas zalievania vycerpame cely roztopeny parafin, trva dlhsi ¢as, kym sa novy rozpusti a pocas
tejto doby nam vzorky mézu zacat’ schnat’ a tvrdnut.

© Tento dokument je dusevnym vlastnictvom Neuroimunologického vistavu SAV v.v.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
nie je bez suhlasu vedenia spolocnosti dovolené.
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3.6. Balenie a skladovanie vzoriek konzervovanych vo forme parafinovych blo¢kov

Zatuhnuta vzrorka sa opatrne vyberie zo zalievacej formiéky. Nasledne sa vzorka umiestni do
samostatného malého uzatvaratelného PVC vrecka, na ktorom je itatelne napisané/nalepené ID kod
vzorky, kod pacienta a zabalené vzorky sa umiestnia do zaklada¢a/boxu pre vzorky v miestnosti uréenej
na skladovanie vzoriek. Vzorky konzervované vo forme parafinovych blodkov st skladované na
izbovej teplote. Teplota v skladovacej miestnosti sa nezaznamenava, nakolko parafinové blogky si
stabilné az do teploty 50 °C. Maximalna doba skladovania za takychto podmienok nie je zatial’ podla
dostupnej literatiry obmedzena.

3.7.Krajanie parafinovych vzoriek

Na skrajovanie zafixovanej vzorky pouZivame mikrotém (Leica RM2255, SOP-P-002). Vzorku
upevnime na posuvny stoléek (Obrdzok 8 mikrotém). Polohovanie vzorky rob podla tvaru a
pozadovanej oblasti, ktor( na vzorke chces skrajovat’. Takto pripraventi vzorku najskér uprav a odstraii
nepotrebny parafin ¢iastoénym skrojenim povrchovej vrstvy, kym sa nepriblizis k samotnému tkanivu.
Hribku rezu tkaniva nastav na 7 um. Vzorku nasledne kréjaj automaticky podl'a nastaveného programu.
Odkrojeny platok premiestni pomocou nastrojov (Obrdzok 9 proces krdjania) na hladinu studenej
destilovanej vody. Odtial' ho pomocou podlozného sklitka prenes na hladinu ohriatej vody (42-
48°C)(Obrdzok 11 ohriata voda). Na hladine ohriatej vody sa tkanivo za¢ne pomaly narovnavat’. Pogkaj,
kym nie je cely rez vyrovnany.

Obrazok 8 mikrotém

Obrazok 10 kréjanie Obrazok 11 ohriata voda

3.8. Vyskyt problémov po¢as krajania
e Pocas skrajovania mdze dojst’ k chybe pristroja a pristroj nebude dodrziavat’ zadefinované parametre
(napr. hrabka 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.
® V zavislosti od typu tkaniva sa tkanivo moze zadat’ vInit, alebo sa zle vyrovnava. V takomto pripade
Je potrebné vyskusat rozne teploty vodného kiipela, alebo ¢astejsie menit’ Ziletku v pristroji.

© Tento dokument je dusevaym viastnictvom Neuroimunologického sistavu SAV v.v.i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdam
nie je bez suhlasu vedenia spolocnosti dovolens.
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3.9. Kritickeé body
nasledujice body su kritické pre spravne vykonanie procediry:
. dostatoéné mnoZzstva reagentov v pristroji Leica ASP 6025. Skontroluj pred kazdym zapnutim
pristroja.
. dostatoéné mnoZstvo parafinu X-tra v pristroji Leica HistoCore Arcadia H. Skontroluj pred

kazdym zapnutim pristroja.

4. Historia dokumentu

verzia od do zmena
1.
2.

5. Sivisiace dokumenty

° Pristrojovy manudl Leica RIM2255

° Pristrojova kniha k Leica RM2255

° SOP-P-005-odvodiovaci automat-obsluha a prevadzka

® SOP-P-004-parafinova zalievatka- obsluha a prevadzka

° SOP-P-002-mikrotém- obsluha a prevadzka

® SOP-V-001 - Prijem, evidencia a manipuldcia s biologickym materidlom (mozgové
tkanivo)

° SOP-V-002- Vedenie databazy a evidencia biologického materidlu (mozgové tkanivo)

® Alafuzoff [, Arzberger T, Al-Sarraj S, Bodi [, 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.

© Tento dokument je duSevnym viasinictvom Neuroinmnologického tistavu SAV vov,i... Kopirovanie, pripadne poskytovanie tretim osobdm
nie je bez suihlasu vedenia spolocnosti dovolené.



Priloha €. 2- protokol o odbere tkaniv/buniek

PROTOKOL O ODOBERE TKANIV Z TELA MRTVEHO DARCU

Miesto odberu:
Datum odberu:

Cas zatiatku odberu:

Cislo pitevného protokolu:

Meno a priezvisko darcu

Rodné ¢&islo darcu:

Identifikdcia darcu:

Nazov tkanivového zariadenia:

Vyber darcu uskutoénil: (meno a priezvisko)

—— A —

Cas ukongenia odberu:

Darca spliia kritéria: dno / nie*®

~ Zoznam odobratych tkaniv/buniek:

Mené ¢lenov odberového timu tkanivového zariadenia:

Meno a priezvisko

Podpis

Vedticl pracovnik odberového timu riadi odberovy tim po odbornej a manazérskej stranke, je
zodpovedny za odoberanie a testovanie zo strany tkanivového zariadenia a je zodpovedny za

rekonstrukciu tela darcu.

VedUci pracovnik odberového timu (meno. priezvisko / podpis):

Zamestnanec/zamestnanci dradu poskytujici suc¢innost(meno, priezvisko / podpis):
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Pacient za Zivota odmietol / neodmietol pitvu*

Veduci lekdr pracoviska aradu, alebo nim uréeny lekar je zodpovedny za vyber darcu

a zhodnotenie spravnosti rekonstrukcie tela darcu, ako aj overenie pritomnosti darcu v registri
tiradu, ¢i osoba neodmietla za svojho Zivota pitvu.

Meno a priezvisko veduceho lekara SLaPA pracoviska alebo nim uréeného lekara tradu:

(peciatka a podpis)
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