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Financovani

Pokrocilé metody v patologii (imunohistochemie a imunocytochemie, in situ hybridizace, molekularni metody) vzdy
navazuji na zakladni morfologické metody (barveni hematoxylinem-eozinem) a vychazeji ze zhodnoceni preparatu
zhotoveného bud’ z parafinového bloku, nebo ze zmrazeného materialu.

Zakladem zpracovani tkané v dnesni dobé je metoda FFPE (formalin fixed paraffin embeded). Pfi tomto zplsobu
zpracovani je hodnocena tkan fixovana formalinem a nasledné odvodnéna a prosycena parafinem. Tato tkan je zalita
do parafinovych blok( a z nich jsou zhotovovany tkarové fezy, které jsou opétovné zavodnény a vzdy nejprve obarveny
zakladnim barvenim. Vzniklé parafinové bloky je mozné uchovavat (s minimalnim ovlivnénim kvality obsazené tkané) po
mnoho let a Ize na né aplikovat pfipadné dalSi potfebné testy i dodate¢né, s velkym €asovym odstupem. Jde o metodu
zpracovani, ktera je pouzivana celosvétové, po mnoho desetileti a je dostupna vybavenim i finan¢né.

Zakladnim barvenim histologickych fezu je barveni hematoxylin-eozin (HE) a jeho modifikace. Pfi tomto barveni se
bazické oblasti tkané (typicky jadra) barvi hematoxylinem (modra az modrofialova barva) a eozinofilni oblasti (typicky
cytoplazma a obecné oblasti bohaté na bilkoviny) barvi v odstinech rizové.
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Viyhodami barvici a montovaci linky je Tissue-Tek Prisma Plus jsou vysoka kapacita, plynulé zpracovani barvenych skel,
moZnost nastaveni celé rady barvicich program( (optimalni obarveni riznych typt tkéané) a montovani preparati pod
speciélni folii (misto kryciho skla).

Preparaty obarvené zakladnim barvenim (HE) jsou pfedkladany Iékafi a ten, teprve po jejich zhodnoceni a identifikaci
hlavnich oblasti zajmu zadava poZadavky na pokrocilé metody.
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Vyhodou ,doublehead” mikroskpu (mikroskopu se zafizenim pro simultanni pozorovani Skolitelem) je, Ze mikroskopicky
preparat mohou pozorovat dva lidé soudasné. Skolenec se tak miiZe od $kolitele udéit zcela prakticky zplisob a metody
pozorovani mikroskopického preparatu. Badatelské mikroskopy se zarizenim pro simultanni pozorovani kladou obecné
vysoké naroky na kvalitu mikroskopu, a to pfedevsim vysokou svételnost (s pfevodem svétla ke spolupozorovateli) a

moznosti individualniho prizplsobeni mikroskopu vy$simu poctu Skolenych osob (stfidani se u mikroskopu).

Ziskani dostateéného mnozZstvi nukleové kyseliny je jednou za zakladnich podminek kazdé molekularné-biologické
analyzy. Nukleové kyseliny (DNA/RNA) se nachazeji v burice v bunééném jadfe, mitochondriich, cytosolu, ribozomech.
PFi procesu izolace je nutné nukleové kyseliny uvolnit z t&chto struktur a purifikovat od protein( a iontd, které by mohly
interferovat pfi molekularné biologickych vySetfenich.

Zpusob izolace nukleovych kyselin se li§i pfedevSim podle druhu zdrojového biologického materialu (FFPE tkarovy
blok, cytologicky natér, cytospin, nativni tkan, suspenze bunék v transportnim médiu, krev, atd.). Spoleénou soucasti
vSech izolagnich postupu je lyza bunék, uchyceni nukleové kyseliny na membrané izolaéni kolonky nebo magnetickych
kuli¢kach, vymyti kontaminujicich slozek a zavéreéna eluce ¢isté nukleové kyseliny. Izolovana DNA je ve formé roztoku
uchovavana pfi -20°C.
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Automaticky izolator nukleovych kyselin MagCore. K purifikaci nukleovych Kyselin vyuZiva jejich kotveni na magnetické
kulicky. Kazda izolace probiha na samostatné jednorazové izolaéni patroné. Vyhodou je minimalizace cross-
kontaminace vzork( a snizeni hands- on- time.

Zakladni metodou molekularni biologie, od které jsou odvozeny vSechny dalSi genové analyzy, je PCR- polymerazova
fetézova reakce). Jedna se o metodu, ktera souzi k amplifikaci vybraného Uuseku DNA- z jedné molekuly DNA vznikne
bé&hem dvou hodin cca bilidn kopii. Principem PCR je opakovana replikace nukleovych kyselin. Proces je velmi citlivy na
kontaminaci, proto je nutné vSechny kroky provadét v €istych prostorach, umoznujicich pravidelnou sterilizaci pracovnich
ploch a pfedmétli pomoci ultrafialového zareni.
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PCR dekontaminacni box, uzavieny prostor pro pfipravu PCR mastermixd (vlevo) a laminarni box, prostor pro praci s
nukleovymi kyselinami (vpravo).
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