BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

Praktické pokyny pro provadéni imunofluorescencéni techniky

IFA sklicka by mély byt skladovany v chladnic¢ce (2-8 °C). Nikdy je nezmrazujte. Nikdy

je neponechavejte prilis dlouho mimo chladni¢ku.

* Jsou-li sklicka zmrazené, nékteré mukoézy a struktury jsou deformované (roztaZené) nebo poldmané, a
proto uvoliluji antigeny. To se ¢asto projevuje nespecifickou fluorescenci a vysokou fluorescenci pozadi.
Zv14stni pozornost je tfeba vénovat buitkdm HEp-2 a mékkym tkdnim (slinivka, nadledviny, Stitnd
Zlaza...).

*  Jsou-li sklicka ponechané piili§ dlouho pfi teploté¢ nad 2-8 °C, zahtété, vystavené pfili§ dlouho pfimému
slune¢nimu svétlu atd., mohou se n€které proteiny (antigeny) uvolnit, a tim zvysit nespecifické hydrofobn{
interakce, které by zvySily fluorescenci pozadi a snizily citlivost testu (kvili poklesu intenzity
fluorescence).

Dbejte na to, abyste pouzivali sklicka pied uplynutim jejich doby zaruky.

* Tkané na skli¢kdch jsou organickym materidlem, a tedy citlivé na ptisobeni Casu. Pouziti desticek po
uplynuti zaruky znamend, Ze nckteré antigeny mohou byt v prib&hu Casu znieny, coZ muZe zpusobit
fluorescenci pozadi a nedostatek citlivosti.

Po oteviceni baleni pouzivejte vidy cela sklicka, i kdyZ ponechate nékteré jamky

prazdné.

» Sklicka jsou skladovdna v suché dusikové atmosféfe. Po otevieni baleni jiZz tyto podminky nejsou
zachovdny, a proto je tkan vystavena uicinku okolniho prostfedi: oxidaci, vlhkosti, extrémnimu suchu. Je-li
tkdn poté skladovdna, projevuji se tyto vlivy v potencidlnim ubytku antigend, coZ mé dale za nésledek
sniZen{ citlivosti a zvySeni fluorescence pozadi.

*  Ztéchto diivodti nedoporucujeme pouZzivani ,,zlamanych® nebo ,nafezanych* desticek. Navic pii fezdni
skla se vzdy néjaky prach z fezu dostane na tkdn¢€, cozZ ma za nasledek zkreslené zobrazeni v mikroskopu.

Presvédcte se, Ze vzorek je ,,Cisty*: bez prachu, bakteridlni kontaminace atd. Je-li

vzorek lipemicky, pred pouzitim jej protiepejte a odeberte alikvot ¢istého séra.

*  VSechny necistoty ve vzorku jsou zdrojem interferenci pii ¢teni pod mikroskopem. S lipemickymi vzorky
je tfeba manipulovat opatrné€, protoze riziko nespecifickych hydrofobnich interakci je vySsi nez u Cistych
vzorkil.

*  Neni-li mozné testovat sérum kratce po extrakci, doporuujeme odebrat jeho alikvoty ve zmrazeném stavu
pfi -20 °C. SnaZte se vyhnout stfidavému zmrazovani a roztavani vzorkl. Muze dojit k proteinové
denaturalizaci.

Pii vkladani vzorku do jamky zajistéte, aby se vzorek rozprostiel po celé jamce.

* Nejsou-li nékteré oblasti tkdné v kontaktu se vzorkem, nedojde k reakci antigen — protildtka, takZe se
nékteré oblasti tkan€ budou jevit pozitivni a jiné naopak negativni.

* Na okraji kapky se mohou na tkdni objevit urcité trhlinky zptisobené riznymi hladinami hydratace na
kaZdé stran€ kapky. Tyto trhlinky by mohly byt Spatné interpretoviny jako zdvada tkané.

* Tento jev je obzvlast’ kriticky u tkdni jako RL/RK/RS a pokryva prakticky celou jamku.

Ihned po vloZeni vzorku umistéte sklicko na 30 minut do vlhké komiirky, abyste

predesli vysuSeni jamky kviili vyparovani vzorku.

*  Vypafovani vzorku znamend, Ze proteiny se na tkdni vysrazi. Kvili naristu hydrofobnich interakci je velmi
obtizné je vymyt. Nésledkem je vysoka fluorescence pozadi.

*  Velmi jednoduchou vlhkou komirku lze pfipravit v Petriho misce s vlhkym papirovym ubrouskem uvnitf.



*  Teplota neni rozhodujici, skladujeme-li vzorky pfi pokojové teploté (20-25 °C).
*  Doba neni rozhodujici, nechdme-li vzorek dostate¢nou dobu reagovat s tkdni/butikami.

7. Piebytek vzorku odstraiite nékolika kapkami ¢istého pufru.
»  Zabraiite kifZové kontaminaci mezi jamkami.
*  Kapky by mély byt do jamky pfidany tak, aby nevytvéafely nadmérny tlak na tkan (mohla by se odd¢lit od
sklicka).
* Je tfeba pfidat dostatecné mnoZstvi pufru, aby bylo zajiSténo, Ze prakticky cely vzorek bude odstranén
7 jamky.

8. Sklicka omyvejte dvakrat, vZdy nejméné 5 minut.
*  Pfi kazdém promyti pouZivejte Cisty pufr. Zbytkové interference v pufru by jinak mohly reagovat s tkin{ a
vyvolat nespecifickou fluorescenci. Navic interferujici latky z skli¢ka neodstranime, neni-li pufr Cisty.

® Protoze pufr obsahuje fosfat, dbejte, aby se mikroskopické krystaly monofosfatové soli vytvorené b&hem
skladovdni pii teploté 2-8 °C dostate¢nou dobu rozpoustély pii pokojové teplote.

®  ProdlouZeni doby promyti neni rozhodujici.

9. Osuste barvu vymezujici jamku vhodnym savym papirem a ihned pridejte konjugat.

*  Pracujte vZdy pouze s jednou destickou! Vyjmeme-li z myci komiirky vSechny sklicka najednou, pouze
zvySujeme riziko vysuSeni jamky. Je-li vnitfni oblast jamky jakkoli vysuSena, pdr antigen-protildtka je
narusen a objevi se vysoka fluorescence pozadi. NejjistéjSim zpusobem jak se tomu vyhnout je, Ze vZdy
manipulujeme pouze s jednou destickou.

*  Neni-li barevny krouZek vymezujici jamku fddné osuSeny, konjugit se dostane ptes né€j a znehodnoti jej.

*  Konjugit by mél prekryvat celou jamku. V opacném piipad¢é budou nékteré oblasti bez fluorescence.

* Ampule s konjugidtem BioSystems je kalibrovdna na ptfiddni 35-40 pPL konjugdtu. Ma-li toto mnoZstvi
bezpecné prekryt jamku, pohybujte ampuli v mirném kruhu, kdyZ kapka visi na $picce.

10. Thned po piidani konjugatu umistéte sklicka na 30 minut do vlhké komiurky.
* Pozndmky viz bod 6.
* ProtoZe fluoresceinovy konjugét je citlivy na svétlo, vyhnéte se pfimému slune¢nimu svétlu, nebo prici za

Vv

pfimého svétla. Ze vSech moznosti je nejvhodnéjsi tmava vlhka komurka.

11. Pi‘ebytek konjugatu odstraiite pfidanim nékolika kapek pufru.
* Poznidmky viz bod 7.

12. Sklicka omyvejte dvakrat, vZdy nejméné 5 minut.
* Poznamky viz bod 8.

13. Mirné osuste podlozni sklo, abyste odstranili pirebytek pufru.

* Pracujte vZdy pouze s jednou destiCkou! Vyjmete-li z myci komtrky vSechny desticky najednou, pouze
zvySujete riziko vysuSeni jamky. Je-li vnitfni oblast jamky jakkoli vysuSena, pdr antigen-protilatka je
narusen a objevi se vysokd fluorescence pozadi. NejjistéjSim zptsobem jak se tomu vyhnout je, Ze vzdy
manipulujete pouze s jednou desti¢kou.

14. Jak spravné osusovat sklicko pomoci vysouseciho- blotingového papiru.

Pokud je tfeba osusit okoli jamek po promyti skel pouZijte tzv. blotingovy — osusovaci papir, ktery pfitisknete na
povrch skli¢ka. Pro dokonalé osuSeni okolf jamek je tfeba pouZit jeSté druhy papir a opakovat ¢innost. Pokud chcete
rovnomérné blotingovy papir pfitisknout na skli€ko pouZijte na jeho pfitlaceni napt. ¢isté podlozni sklicko. PouZity
papir 1ze po usuSeni pouZit nékolikrat. Pokud neprovedete fddné osuSeni okoli jamek pak hydrofobni ¢4st skla (¢ast
oddélujici jamku od ostatniho prostoru) neplni fadné svou funkci a miiZe dochdzet ke slévani konjugatu.



14. Dejte na podlozni sklo montovaci médium a zakryjte ji krycim sklickem.

Nepfiddvejte piiliS montovactho média. Postaci par kapek na desticku. Prebytek montovactho média
vede pfi pozorovani mikroskopem k vytvofeni filmového efektu, ktery sniZuje kontrast mezi
fluorescentnimi a nefluorescentnimi oblastmi.

Vyhnéte se bublindm. V oblastech s bublinami tkan zakratko vyschne a zpisobi vysokou fluorescenci
pozadi.

Prebytek montovaciho média odstrarite tim, Ze destiC¢ku vysuSite na principu vzlinavosti papirovym
ubrouskem.

Nikdy se nesnaZte odstranit nebo upravit polohu kryci sklicka, které jiz bylo pfipojeno k desticce: sila,
kterou musite vynaloZit, by mohla poSkodit, nebo oddélit tkang. Potfebujete-li kryci sklicko odstranit,
vlozte desticku do myci komtrky a n€kolik sekund pockejte. Vnitini a vnéjsi tlaky se vyrovnaji a kryci
skli€ko sklouzne z podloZniho skla.

15. Podlozni sklo prohlédnéte pod fluorescenénim mikroskopem.

Standardni zvétSeni je 250x pro tkdné a 400x pro butiky.

NemtuZete-li vzorek prohlédnout okamzité, méli byste podlozni sklo s prepardtem skladovat v temnu
pii teploté 2-8 °C do doby, neZ bude zkoumdni mozné. PiiliSny odklad odectu v kaZzdém piipadé
sniZuje fluorescen¢ni intenzitu.

Fluorescen¢ni mikroskop by mél byt umistén v temném prostoru, mimo dosah svételné interference.
Ne vSechny fluorescen¢ni mikroskopy vdm poskytnou jasny a ostry signdl a nékteré z nich jsou

v

citlivéjsi na svétlo okolniho prostiedi.

POZNAMKY na 7dvér:

Fluorescence pozadi je nejcastéjsi zndmkou toho, Ze néco neni v porddku. Je-li tento jev casty, zkontrolujte sviij

postup.

Vysusenti tkdné po zahdjeni techniky vZdy vede k fluorescenci pozadi.

Promyti by mélo byt provddéno s Cistym, Cerstvym pufrem. Se ,,Spinavym* pufrem nic neumyjete.

KaZdé podlozini sklo s prepardtem spolecnosti BioSystems je oznaceno Cislem Sarie a sériovym Cislem. Obé Cisla

Jsou duleZitd pri zpétném sledovdni sklicka v pripadé jakéhokoli problému s destickou. Nevyhazujte obal podloZniho
sklicka do odpadu, dokud neni technika bez problému skoncena.

Interpretace pod mikroskopem neni snadnou zdleZitosti. Jakdkoli interference muZe vést k chybné interpretaci

sklicka.

Klinické ndlezy prindSeji denné nové obrazy (zobrazeni). UZitecnym opatienim je uchovdvdni alikvotit téch vzorki,
které vykazuji neobvyklé obrazy, pro budouci srovndni.

Vyse uvedeny materidl byl zpracovan dle firemnich poznatkl a doporucéeni spole¢nosti BioSystems.
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