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Diagnosticky zdravotnicky prosti edek in vitro
podle IVDR (EU) 2017/746

1. Zamyslené pouziti
Sada Zyto Dot CISH Implementation Kit je uréena k pouziti v kombinaci se
sondami Zyto Dot zna¢enymi digoxigeninem na formalinem fixovanych,

do parafinu zalitych vzorcich pomoci chromogenni in situ hybridizace
(CISH).

Vyrobek je uréen pouze pro profesiondlni pouziti. Viechny testy s pouzitim
vyrobku by mély byt provéddény v certifikované, licencované laboratof i
anatomické patologie pod dohledem patologa/humdnniho genetika
kvalifikovanym personélem.

2.  Princip testu

Technika chromogenni /n sifu hybridizace (CISH) umoZiiuje detekci a
vizualizaci  specifickych  sekvenci nukleovych kyselin v bunéénych
preparétech. Nukleotidové fragmenty znagené haptenem, tzv. sondy CISH,
a jejich komplementdrni cilové sekvence v prepardtech jsou pfi hybridizaci
spole¢né denaturovény a ndsledné se nechaji annealizovat. Poté se
nespecifické a nenavdzané fragmenty sond odstrani pomoci promyvacich
krokd. Tvorbu duplexu zna&ené sondy Ize vizualizovat pomoci primdrnich
(neznatenych)  protilatek, které jsou detekovany sekunddrnimi
polymerizovanymi protilatkami konjugovanymi s enzymem. Enzymatickd
reakce s chromogennimi substréty vede k tvorbé barevnych precipitatd. Po
protibarveni jadra jadernym barvivem se hybridizované fragmenty sondy
vizualizuji svételnou mikroskopii.
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3. Dodané ¢inidla

Zyto Dot CISH Implementation Kit je k dispozici v jedné velikosti a sklddda se
Z:

Mnozstvi
Kéd Komponenta W 40 Kontejner

Lahev se $roubovacim
uzdvérem (velkd)

Heat Pretreatment
PT2 | Solution EDTA 500 ml

Lahvi¢ka s kapatkem, bily

ES1 Pepsin Solution 4 ml Ly
uzdvér

WB1 | Wash Buffer SSC 560 ml | dhev se Sroubovacim
uzévérem (velkd)

WB4 PBS/Tween 2x Hlinikové baleni

BS1 Blocking Solution 4 ml LGhVIVCkO, s kc]:pvoikem,
oranzovy uzévér

AB1 | Mouse_Anti-Dig 4 ml Lahvicka s kapdtkem,

rizovy uzévér

Anti-Mouse-HRP- Lahvi¢ka s kapatkem,

AB2 4 ml X oy
Polymer fialovy uzdvér
SBla | DAB Solution A 03ml | Lahvitkas kapdtkem,
zeleny uzavér
SB1b | DAB Solution B 10 ml Lahvicka s kapdtkem, Sedy
uzdvér
cs Maygrs Hematoxylin 20 ml Lahe\f se sr?ubolvaam
Solution uzdvérem, &ernd
Mounting Solution s 12
MT4 alcoholic 4 ml Sklenénd lahev, hnédd
Névod k pouziti 1

C-3018-40 (40 testt): Slozky ES1, BS1, AB1, AB2, SB1a-b, CS1, a MT4
postaluji pro 40 reakci. Slozka PT2 vystaéi na 7 barvicich nddobek po 70
ml. Slozka WB1 vystaéi na 8 barvicich sklenic po 70 ml. Slozka WB4 vysta&i
na 28 barvicich sklenic po 70 ml.

4. PoZadované, ale neposkytované materidly
e ZytoDot CISH Probe

e Pozitivni a negativni kontrolni vzorky

e Mikroskopicka skli¢ka, kladné nabita

e Vodni ldzer (80 °C, 98 °C)

e Hybridizér nebo horkd deska

e Hybridizator nebo vlhkostni komora v hybridizaéni peci

e Nastavitelné pipety (10 ul, 1000 ul)

e  Barvici nddoby nebo lézné

. Casovai

e  Kalibrovany teplomér

e Etanol nebo reagenéni alkohol

e Xylen

e Metanol 100%

e Peroxid vodiku (H2O, ) 30 %.

e  Deionizovand nebo destilovand voda

o Kryci sklicka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)

e Pryzovy cement, napf. Fixogum Rubber Cement (prod. &. E-4005-50/-
125) -nebo podobny.

e Vhodné udriovany svételny mikroskop (400-630x)

5.  Skladovéni a manipulace

Skladuite pti teploté 2-8 °C ve svislé poloze. lhned po pouZiti vrat te do
skladovacich  podminek. Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti  doby
poutzitelnosti uvedené na $titku. Pf i odpovidajicim zachdzeni je pf ipravek
stabilni do data pouzitelnosti uvedeného na 3titku.

6. Upozornéni a bezpeénostni opatf enf

. PF ed pouzitim si pf e&téte ndvod k pouziti!
. Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti doby pouZzitelnosti!
. Tento vyrobek obsahuje latky (v nizkych koncentracich a objemech),

které jsou zdravi gkodlivé. Vyvaruite se jakéhokoli p¥ imého kontaktu
s ¢&nidly. PFijméte vhodnd ochrann& opatfeni (pouzivejte
jednordzové rukavice, ochranné bryle a laboratorni odév)!
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. Jakoukoli zavaznou udélost, ke které doslo v souvislosti s vyrobkem,
nahlaste vyrobci a pFislusnému Gfadu v souladu s mistnimi
pt edpisy!

. Pokud se ¢inidla dostanou do kontaktu s kizi, okamzité ji opldchnéte
velkym mnozZstvim vody!

. Pro profesiondlni uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni
list materidlu.

. Reagencie nepouzivejte opakované, pokud neni opakované pouziti

vyslovné povoleno!

. Vyvarujte se ki izové kontaminace vzorkl, protoze to mlze vést k
chybnym vysledktm.

. Béhem hybridizace a promyvéni se vzorky nesmi nechat zaschnout.

Standardni véty o nebezpe&nosti a pokyny pro bezpe&né zachézeni pro
BS1, AB1, AB2, PT2, a WB1:

Slozka uréujici nebezpedi je smésici: 5-chlor-2-methylisothiazol-3(2H)-on
[¢islo ES 247-500-7] a 2-methylisothiazol-3(2H)-on [&islo ES 220-239-6]
(3:1).

@ Varovani

H317 Muize vyvolat alergickou kozni reakci.

P261 Zamezte vdechovdéni prachu/dymu/plynu/mlhy/par/
aerosold.

P272 Kontaminovany pracovni odév neodnéseite z
pracovisté.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny

odév/ochranné bryle/obli¢ejovy $tit.
P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vody.

P333+P313  Pfi podrdzdéni kiize nebo vyrdzce: Vyhledejte
|ékaFskou pomoc/osetient.

P362+P364  Kontaminovany odév svléknéte a pfed opétovnym
pouzitim vyperte.

Standardni véty o nebezpe&nosti a pokyny pro bezpe&né zachézeni pro
SBla:

Slozkou uréujici nebezpeénost je bifenyl-3,3',4,4'-tetramin; 3,3'-
diaminobenzidin.

Nebezpeti

H350 MuiZe vyvolat rakovinu.

P201 P¥ed pouzitim si obstarejte specidlni instrukce.

P202 Nepouzivejte, dokud jste si nepiecetli viechny
bezpeénostni pokyny a neporozuméli jim.

P280 PouZivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy $tit/chréaniée
sluchu.

P308+P313 PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/osetien.

P405 Skladujte uzaméené.
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Standardni véty o nebezpe&nosti a pokyny pro bezpe&né zachdzeni pro
SB1b:

Slozkou uréujici nebezpeénost je imidazol; reakéni hmotnost: (3:1): 5-
chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on [¢. ES 247-500-7] a 2-methyl-2H-
isothiazol-3-on [¢. ES 220-239-6].

H317 Mauze vyvolat alergickou koZni reakci.

H360D Muze poskodit plod v téle matky.

P201 Pfed pouzitim si obstarejte specidlni instrukce.

P261 Zamezte vdechovdni prachu/dymu/plynu/mlhy/par/
aerosolu.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny

odév/ochranné bryle/obli¢ejovy $tit.
P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyite velkym mnozstvim vody.

P308+P313 PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte
|ékaFskou pomoc/osetient.

P3624+P364  Kontaminovany odév svléknéte a pfed opétovnym
pouzitim vyperte.

Standardni véty o nebezpe&nosti a pokyny pro bezpe&né zachdzeni pro
MT4:

Slozkou uréujici nebezpeénost je xylen.

o

H226 Hoflava kapalina a péry.
H312+H332  Zdravi skodlivy pfi styku s kizi a pfi vdechovdni.
H315 Drézdi kazi.

H319 Zpisobuje vaziné podrazdéni odi.
H335 Muze zpusobit podrdzdéni dychacich cest.
H373 Muze zpusobit poskozeni orgénu pfi prodlouzené

nebo opakované expozici.
P210 Chrafite pfed teplem, horkymi povrchy, jiskrami,
ofevienym ohném a jinymi zdroji
zapdleni. Zakaz koufeni.
P260 Nevdechuijte prach/dym/plyn/mlhu/pary/aerosoly.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odév/ochranné bryle/obli¢ejovy $tit.
P305+P351+ PRI ZASAZENi OCi: Nékolik minut opatrné vyplachujte
P338 vodou. Vyjméte kontakini &o&ky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ize vyjmout snadno. Pokradujte ve
vyplachovani.

P337+P313  Pfetrvava-li podrdzdéni oki: Vyhledejte lékafskou

pomoc/oSettenti.

P403+P235  Skladujte na dobfe vétraném misté. Uchovdvejte v
chladu.

EUH208 Obsahuje Methyl-methakrylat, Butyl-methakryldt.

Muze vyvolat alergickou reakei.

Standardni véty o nebezpe&nosti a pokyny pro bezpedné zachdzeni pro
CS1 a WB4:

Smés neni klasifikovana joko nebezpeind podle nafizeni (ES) &.
1272/2008.

Zvla$tnf znageni u ES1:

EUH208 Obsahuje pepsin A. Mize vyvolat alergickou reakei.
EUH210 Na vyzédéni je kodispozici bezpeénostni list.
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7. Omezeni

. Pro diagnostické pouziti in vitro.

. Pouze pro profesiondlni pouziti.

. Pouze pro neautomatizované poutziti.

. Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho barveni nebo jeho

nepf ftomnosti musi byt provedena v kontextu klinické anamnézy,
morfologie, daldich histopatologickych kritérii o také dalsich
diagnostickych  testd. Je  odpovédnosti  kvalifikovaného
patologa/huménniho genetika, aby znal sondy ISH, ¢inidla,
diagnostické panely a metody pouZivané k vyrobé barveného
prepardtu. Barveni musi byt provddéno v certifikované licencované
laboratof i pod dohledem patologa/humdnniho genetika, ktery je
odpovédny za revizi obarvenych prepardti a zajisténi adekvatnosti
pozitivnich a negativnich kontrol.

. Barveni vzork(, zejména intenzita signdlu a barveni pozadji, z4visi na
manipulaci se vzorkem a jeho zpracovéni pied barvenim.
Nesprdvné fixace, zmrazeni, rozmrazeni, myti, suSeni, zahf ivani,
f ezdni nebo kontaminace jinymi vzorky ¢&i tekutinami muaze vést k
artefaktim nebo falednym vysledkiim. Nekonzistentni vysledky
mohou byt disledkem rozdilli v metoddch fixace a vkladdani, jakoz i
vrozenych nepravidelnosti ve vzorku.

. Vykon byl ovéFen pomoci postupll popsanych v névodu k pouziti
pf islugné sondy ZytoVision a implementaéni sady. Upravy téchto
postupli mohou zménit vykonnost a musi byt ovéf eny uZivatelem.
Tento IVD je certifikovan joko CE pouze v pf ipadé, Ze je pouZivdn
zplisobem popsanym v tomto ndvodu k pouZiti v rozsahu uréeného
pouziti.

8.  Rugivé latky

Ndésleduijici fixativa jsou s ISH neslutitelna:

. Bouinovo fixaéni &inidlo

. fixa&ni prostfedek B5

. Kyselé fixaéni prostiedky (napt. kyselina pikrovd)
D Zenkerv fixativ

. Alkoholy (pfi samostatném pouZiti)

. Chlorid rtutnaty

. Formaldehydové/zinkové fixaéni &inidlo

. Hollanduv fixativ

. Formalin bez pufru

9. P¥iprava vzorkd

Doporuéeni:

. Vyvarujte se k¥izové kontaminace vzorkll, protoze to mulze vést k
chybnym vysledkim.

. Fixace v 10% neutrdlné pufrovaném formalinu po dobu 24 hodin pfi
pokojové teploté (18-25 °C).

. Velikost vzorku < 0,5 cm?®.

. PouZivejte parafin prvotfidni kvality.

. Vkladéni by se mélo provadét pki teplotdch nizsich nez 65 °C.

. P¥ipravite 3-5 um fezy mikrotomem.

. Pouzivejte kladné nabitd mikroskopické skli¢ka.

. Fixujte 2-16 h pii 50-60 °C.

10. Pf fpravné oSet enf zaf izeni

PBS/Tween (WB4) se pFipravi podle pokynli v bodé 11. " Postup analyzy".
Viechna ostatni ¢inidla soupravy jsou pfipravena k pouZiti. Neni nutnd
rekonstituce, michdni ani Fedéni.

11. Postup analyzy
11.1  Den 1

P¥ipravné kroky

(1) Pipravte sérii ethanolu (70%, 20% a 100% roztok ethanolu): Ziedte
100% ethanol deionizovanou nebo destilovanou vodou. Tyto roztoky
Ize uchovévat ve vhodnych nddobdch a lze je opakované pouzit.

(2) Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Zahtejte na 98 °C v zakryté
barvici nddobé.

(8)  Aiprava 3% H,O;: Z¥edte 1 dil 30% H2O, v 9 dilech 100% metanolu.

(4)  ZytoDot CISH Probe: Pted pouzitim zahfejte na pokojovou teplotu
(RT).
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PfedUprava (odvoskovani/proteolyza)

(1) Inkubuijte skli¢ka 10 minut p¥i 70 °C (napf. na horké desce).

(2) Inkubuijte skli¢ka 2x 5 min v xylenu.

(3) Inkubuijte prepardty 3x 3 min ve 100% ethanolu.

(4)  Inkubuijte skli¢ka 5 min v 3%H,0,.

(5) Promyveite sklicka 2x 1 min v deionizované nebo destilované vodé.

(6) Inkubujte 15 min v pfedehiétém Heat Pretreatment Solution EDTA
(PT2) pfi 98°C.

PouZijjte osm sklicek na jednu barvici nddobku (v piipadé potieby piidejte

fiktivni sklicka).

(7) lhned peneste sklitka do deionizované nebo destilované vody a
promyvejte 2x 2 min.

(8) Na preparét naneste (po kapkdch) Pepsin Solution (ES1) a inkubuijte
5-15 min pti 37 °C ve vlhké komofe.

ES] miZe tofit precipifdty, kferé nemaji viiv na kvalitu. Obecné
doporucujeme zjistit optimdlini dobu proteolyzy v piedbéznych festech.

(9)  Ponofte sklitka do deionizované nebo destilované vody.
(10) Dehydratace v: 70%, 90% a 100% ethanolu, vzdy po dobu 1 min.
(11) Vysugeni fezll na vzduchu.

Pozndmka: Fred aplikaci sondy se ujiskte, Ze [sou Fezy zcela suché.

Denaturace a hybridizace

(1) Na kozdy pfedem oSetfeny vzorek napipetuite 10 pul
ZytoDot CISH Probe.

(2)  Vzorky zakryjte krycim skli¢ckem o rozmérech 22 x 22 mm (zamezte
zachyceni bublin) a kryci skli¢ko utésnéte.

ufésnéni doporucujeme pouZit gumovy cement (napf. Fixogum).

(8) Umistéte sklicka na horkou desku nebo hybridizétor a denaturujte
vzorky po dobu 5 minut pfi 94-95 °C.

(4) Preneste sklitka do vihké komory a hybridizujte pfes noc pfi 37 °C
(napt. v hybridizagni peci).

Je dlilezité, aby vzorky béhem hybridizace nevyschly.

11.2 Den?2

P¥ipravné kroky

(1)  Wash Buffer SSC (WB1): Pro promyvdni se strunou zahfejte na 80 °C
v zakryté barvici nddobé. WB1 muize pf#i teploté 2-8 °C tvofit
srazeniny, které nemaiji vliv na kvalitu a mély by se pfi zahfdti
rozpustit.

(2) Aiprava Wash Buffer PBS/Tween: Piidejte 1 tabletu PBS/Tween
(WB4) do 1000 ml deionizované nebo destilované vody a rozpustte.

Wash Buffer PBS/Tween je stabilni po dobu jednoho tydne pii skladovdni

pii teploé 2-8 °C.

(3) Blocking Solution (BS1), Mouse-Anti-DIG (AB1), Anti-Mouse-HRP-
Polymer (AB2), DAB Solution A (SB1a), DAB Solution B (SB1b),

Mayer's Hematoxylin Solution (CS1), Mounting Solution (alcoholic)
(MT4): Pfed pouzitim se uvede do pokojové teploty.

Néslednd hybridizace a detekce

(1)  Opatrné odstrarite gumovy cement nebo lepidlo.

(2) Odstrarite kryci skli¢ko ponofenim skli¢ek do Wash Buffer SSC (WB1)
pFi pokojové teploté po dobu 5 min.

WBI1 Ize pouZit opakované. Uchovdvejte pii feplo 2-8 °C po dobu

maximdiné jednoho tydne.

(3) Promyveijte sklitka po dobu 5 min v Wash Buffer SSC (WB1) pfi
teploté 80 °C.

PouZijte osm sklicek na jednu barvici nddobku (v pfipadé poffeby piideste

fiktivni sklicka).

(4) Promyvejte skli¢ka 2x 1 min v deionizované nebo destilované vodé.

(5) Ponofte sklitka do Wash Buffer PBS/Tween.

(6) Na sklicka naneste Blocking Solution (BS1) (1-2 kapky na skli¢ko) a
inkubuijte 10 min pfi RT.

(7)  Blocking Solution (BS1) smyjte, ale neoplachuijtel

(8) Na sklitka naneste Mouse-Anti-DIG (AB1) ((1-2 kapky na skli¢ko) a
inkubuijte 30 min pfi RT.

(9)  Promyvejte skli¢ka 3x 1 min v PBS/Tween.

(10) Na skli¢ka naneste Anti-Mouse-HRP-Polymer (AB2) ((1-2 kapky na
skli¢ko) a inkubujte 30 min pfi RT.

(11) Skli¢ka promyijte 3x 1 min v PBS/Tween.

(12) Pripravte DAB Solution (pracovni roztok): do odmérného kaligku
napliite 1 ml DAB Solution B (SB1b) a pFidejte jednu kapku (30 ul)
DAB Solution A (SB1a). Dobfe promicheite.

(13) DAB Solution (1-2 kapky na skli¢ko) naneste na skli¢ka a inkubuijte
30 min pfi RT.
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(14) Preneste skli¢ka do barvici nddobky a promyvejte 2 min pod tekouci
studenou vodou z vodovodu.

(15) Vzorky protibarvéte 5-10 s Mayer's Hematoxylin Solution (CS1).

(16) Preneste prepardty do barvici nddobky a 2 min. promyvejte pod
tekouci studenou vodou z kohoutku.

(17) Dehydratace v: 70 %, 90 % a 100 % ethanol, vidy po dobu 1 min.

(18) Inkubuijte prepardty 2x 2 min v xylenu (poutzijte velmi &isty xylen).

(19) Vyhnéte se zachycenym bublinkdm, zakryijte vzorky krycim sklickem
(22 mm x 22 mm; 24 mm x 32 mm) pomoci Mounting Solution
alcoholic) (MT4). Nechte 20-30 minut, aby se kryci sklicko

znehybnilo.

PouZiti pipetovaci Spicky, kterd byla sefiznuta, aby se zvétsil otvor, miize

usnadnit pipetovdni.

(20) Vyhodnotte obarvené vzorky pomoci svételné mikroskopie.

12. Interpretace vysledka

Pfi pouziti sady ZytoDot CISH Implementation Kit, se hybridizaéni signdly

polynukleotidt znagenych digoxigeninem zobrazuji jako hnédé az tmaveé
hnédé zbarvené zfetelné teeky. V interfazich nebo metafazich normalnich
bunék nebo bunék bez aberaci zkoumanych chromozom se objevi dva
signdly na jeden cil, s vyjimkou sond zaméfenych na chromozomy X nebo
Y, coz mé za nésledek dva, Zaddny nebo jeden signdl v zavislosti na pohlavi
a pouzité sondé. U bunék s chromozomdlnimi aberacemi muze byt v
interfazich nebo metafdzich patrny jiny vzor signdlu. Dalsi podrobnosti o
interpretaci vysledkd naleznete v ndvodu k pouZiti pfisluiné sondy ZytoDot

CISH.

13. Doporuéené postupy kontroly kvality

Viz névod k pouziti pf islusné sondy ZytoVision.

14. Vykonnostni charakteristiky

Viz névod k poutiti pf islusné sondy ZytoVision.

15. Likvidace

Likvidace ¢&inidel musi byt provadéna v souladu s mistnimi pf edpisy.

16. Reseni probléma

Jakdkoli odchylka od ndvodu k obsluze miize vést k hor§im vysledkidm
barveni nebo k tomu, Ze barveni nebude viibec provedeno. Dali informace
naleznete na www.zytovision.com.

Slaby nebo #adny signdl

Moznd pfi¢ina

Akce

Nesprdvné provedend | Optimalizujte dobu inkubace pepsinu, v
proteolytickd preddprava pfipadé potieby |i prodluzte nebo
zkratte.

Odparovéni sondy P¥i  pouziti hybridizétoru je pouZiti

mokrych  pruhd/nddrzi  naplnénych
vodou povinné. Pfi pouziti hybridizaéni
pece je nutné pouzit vlhkou komoru.
Kromé toho by mél byt kryci list zcela
uzavien, napf. pomoci Fixogumu, aby se
zabrénilo  vysychéni b&hem
hybridizace.

vzorku

Nedostate¢nd pfiprava
chromogenniho substratu

Namisto jedné kapky roztoku DAB A
poutzijte 30 ul.

Prilis dlouhd doba proti

Vyhnéte se tmavému protibarveni,

modfeni protibarviva

barveni protoze muUze zakryt pozitivni signdly
barveni.
Nesprdvné provedené | K modfeni pouzivejte studenou tekouci

vodu z vodovodu; nepouZivejte teplou
nebo horkou vodu ani modfici ¢&inidla.
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P¥ili§ silné signdly

(A

intenzivni

Moznd pfigina Akce

PFilis dlouhd proteolytickd | Optimalizujte dobu inkubace pepsinu, v

pfedUprava pfipadé potteby i prodluzte nebo
zkratte.

Reakce substratu je pFilis | Zkratte dobu  inkubace  substrétu;

nezahfivejte roztok substrétu nad 25 °C;
inkubuite pouze pfi pokojové teploté.

Signdly sldbnou nebo se sluéuji

Moznd pfic¢ina

Akce

Bylo  pouzito  nevhodné

montdzni feseni

pouze montdzni roztok
dodany se sadou nebo montdzni roztoky
na bdzi xylenu bez jakychkoli neéistot;
nepouzivejte kryci pdsku.

Pouzivejte

Nerovnomérné nebo v nékterych &astech jen velmi lehké skvrny

Mozné pfi¢ina

Akce

Nedokonalé odparafinovani

Pouzivejte erstvé roztoky; zkontrolujte
dobu trvéni odparafinovéni.

PFili maly objem ¢inidla Ujistéte se, ze objem ¢&inidla je
dostateéné velky, aby pokryl oblast
tkéné.

Nekonzistentini vysledky

Moznd pfi¢ina Akce

Nedostate¢né vysudeni pred
aplikaci sondy

Prodlouzeni suseni na vzduchu

Pilig velké mnozstvi
vody/proplachovaciho  pufru
na tkani  pfed  aplikaci
pepsinu, protildtek a/nebo
barevnych substrata.

Ujistéte se, Ze je prebyte¢nd tekutina z
tkdfiového Fezu odstranéna rozetfenim
nebo setfesenim ze sklicka. Mald
mnoZstvi zbytkové vody/myciho pufru
neinterferuji s testem.

Rozdily v metodéch fixace a
vkladani tkéni

Optimalizace metod fixace a vklédéni

Zmény v tloustce tkdriového
fezu

Optimalizace fezu

Zhor$end morfologie

Moznd pficina

Akce

Vzorek bunék nebo tkané
nebyl f&4dné fixovan

Optimalizace doby fixace a fixaéniho
prostiedku

Pfedbéznd proteolytickd
Uprava se neprovddi pfilig

dlouho

Zkréceni doby inkubace pepsinu

K¥izové hybridizaéni signdly; ruivé pozadi

Moznd pfi¢ina

Akce

Sekce vyschly kdykoli
béhem hybridizace nebo
po ni.

Zabrafte vysychdni Fezl; pouzijte
komoru s vlihkosti; Fadné utésnéte
kryci skli¢ko.

Prodlouzend doba
inkubace substratu

Zkréceni doby inkubace substratu
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Nedokonalé
odparafinovani

Pouzivejte &erstvé roztoky; zkontrolujte
délku odparafinovani

PFili3 silnd proteolyticka
pfedUprava

Optimalizace doby inkubace pepsinu

Skli¢ka se pred hybridizaci
ochladi na pokojovou
teplotu.

Rychle preneste skli¢tka na
hybridiza&ni teplotu

Prekryvajici se signdly

Moznd pficina

Akce

Nevhodnd tloustka tkdnovych
fezl

Pripravte si fezy mikrotomem o velikosti
3-5um

Vzorek vyplave ze skli¢ka

Moziné pfic¢ina

Akce

Prili§  silnd  proteolytické
pfedUprava

Zkrdaceni inkubaéni doby pepsinu
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18. Revize
Revize Popis zmény
1.2.1 11. Postup analyzy

Wash Buffer PBS/Tween je stabilni po dobu jednoho tydne pFi
skladovdni pfi teploé 2-8 °C.

I:E www.zytovision.com

Nejnovéisi ndvod k pouziti a ndvod k pouiiti v raznych jazycich

naleznete na adrese www.zyto

vision.com. .
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Nasi odbornici jsou pfipraveni zodpovédét vase dotazy.

Kontaktujte prosim helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Némecko
Phone: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

Email: info@zytovision.com

Ochranné zndmky:

ZytoVision® a ZytoDof® jsou ochranné zndmky spoleénosti ZytoVision

GmbH.
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