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Princip: Imunohistochemické barveni (IHC) je vyuZivdano k rutinni nebo pokrocilé diagnostice v
patologii. Jde o zplsob prokazani pfitomnosti antigenu ve tkani a to pomoci monoklondlni nebo
polyklonalni znacené protilatky. PFfi imunohistochemické reakci se vyuzivaji specifické primarni
protilatky identifikujici antigeny, na které se navazou. Tuto vazbu protilatky na antigen se snazime dale
zviditelnit a to pomoci nepfimé metody detekce za pouziti sekundarnich protilatek, které se vazou na
primarni protildtky a jsou znaceny enzymem. Po té je cely komplex vizualizovan pomoci substratu
z peroxidu vodiku a 3,3-diamidobenzidin tetrachlorid chromogenu. V misté vazby protilatky
s antigenem vznikne hnéda srazenina a to je to, co |ékaf potrebuje vidét pod mikroskopem.

Postup: Postup barveni v pfistroji BMK Ultra je stejny jako u ru¢niho imunohistologického barveni. Do
pfistroje vlioZime potfebné reagencie a skla, déle si vSe zpracuje sam. Parafinové bloky krajime na fezy
o tloustce 1-2 mikrometry. Rezy natahujeme na specialni skla znaéky TOMO, kterd jsou pokryta
adhezivni vrstvou. Pfed samotnym barvenim BMK Ultra je dileZité, aby fezy byly poradné vyschlé. Susi
se 1 hodinu v termostatu pfi 60 °C nebo 5 min v mikrovinné troubé pro usettfeni ¢asu. Nejprve jsou
fezy deparafinozovany v xylenu a nésledné hydratovany v fadé roztok(l se sestupnou etanolovou
fadou. Nasleduje oplach v destilované vodé a poté dojde k aplikaci imunochemie. Na fezech dojde
k odmaskovani zablokovanych epitopt, pro lepsi navazani protilatky. VSechny reakce probihaji pod
vrstvou oleje, ktery slouZi jako ochranna atmosféra. Dale probiha traveni a blokdda endogenni
peroxidazy, inkubace v neimunnim séru, nasleduje inkubace v primarni protilatce a v sekundarni
protilatce. Poté je pouZito chromogenni cinidlo k vyvolani, nasleduje kontrastovani a dobarveni
preparatl Gillovym hematoxylinem. Nasledujicim krokem je odvodnéni ve vzestupné radé alkoholl a
projasnéni. Nakonec dojde k montovani rez(.

Uplatnéni metody: IHC, jak jsem jiz vySe uvedla, je hlavné pouzivdna k rutinni nebo pokrocilé
diagnostice na oddéleni patologie. IHC je vyuZivana ke specifickému prikazu latek v preparatech,
objasnéni distribuce prokazovanych latek, schopnych Ucastnit se reakce jako antigeny. U fady chorob
je IHC v diagnostice nezastupitelnd. Pomoci BMK Ultra Ize zvysit a urychlit efektivitu prace a to diky
informacim o kazdém cyklu, které se pribézné aktualizuji a zobrazuji na monitoru pocitace. Snadno a
rychle tedy zjistite, kdy jsou sklicka hotova, takZze mlzZete okamZité vytizovat poZzadavky patologl a jste
pfipraveni ke vloZeni novych vzorkd, jakmile se uvolni zasobniky skli¢ek. Diky imunohistochemickému
vySetreni je lékar schopen velmi presné urcit diagndzu pacienta a nasadit prislusnou IéCbu. V pfipadé
pozitivity nékteré vysoce specifické protilatky, Iékar mlze naordinovat u pacienta cileny Iék, ktery je
urcen pro vyskytujici se formu nadoru a nezatéZovat tak, organismus nemocného lékem obecnym.

Uskali metody: Pfi pouZivani této metody nedochdzi €asto k problémm. Pokud problém nastane,
jednd se o poruchu pfistroje (chyba detekéniho systému, chyba vyhtivaci jednotky nebo zkrat v barvici
jednotce). Pripadné se muizZe jednat o chybu laboranta (ndhodné prehozené pufry a reakcni roztoky,
vytiStény Spatny stitek). Odstranéni chyb v pfistroji a pfipadné poruchy, resi s laboratofi specializovany
servis firmy Roche.
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Pristrojové vybaveni: Systém BenchMark Ultra (BMK Ultra) se sklada z barviciho zafizeni, pocitace
s instalovanym systémovym softwarem, pocitacového monitoru s plochou obrazovkou, tiskarny stitkd,
pamétového média pFipojovaného k portu USB, myse, sondy registrace produktu a ze tfi kanystru.
Barvici pfistroj obsahuje zasobniky sklicek, systém k ddvkovani reagencii, velkoobjemové reagencie a
odpadni nadoby. Je fizen softwarem Ventana System Software (VSS).

Odbér a transport: V pristroji BMK Ultra se zpracovava tkan, ktera byla zpracovdna normalni formol-
parafinovou cestou jako bézny histologicky preparat. Jedna se tedy o béZné biopsie, které jsou prijaty
na oddéleni histologie. Odebrany material by mél byt dopraven do laboratore v co nejkratSim case,
v nativnim nebo ¢astecné fixovaném stavu.

Laborant dba na to, aby na kazdém skle pod Stitkem s ¢arovym kédem byla natazena pozitivni tkarova
kontrola, kterd se barvi spolecné s bioptickym vzorkem. Kontrola slouZi I1ékafi, ktery se mlze podivat,
jak vypada jasna pozitivita a zda vibec reakce probéhla. Nasledné pozitivitu imunohistochemického
barveni hleda ve vySetfované tkani.
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