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ZYTOVISION

ZytoDot 2C
CISH Implementation Kit

C-3044-10 N/ 10
C-3044-40 N/ 40

Na poutzitie pri chromogénnej /n situ hybridizécii (CISH)

4250380N717V

q3

Diagnostickd zdravotnicka pomécka in vitro
podla IVDR (EU) 2017/746

1.  Zamyslané pouzitie

Suprava_ZytoDot 2C CISH Implementation Kit je uréend na poutzitie v
kombinacii  so  sondami  ZytoDot 2C  CISH  oznadenymi
digoxigeninom/dinitrofenylom na vzorkéch fixovanych formalinom a
zaliatych v parafine pomocou chromogénnej in situ hybridizécie (CISH).

Vyrobok je uréeny len na profesiondlne poutzitie. Vietky testy s pouzitim
tohto vyrobku by mal vykonévat kvalifikovany persondl v certifikovanom,
licencovanom laboratériu anatomickej patolégie pod dohfadom patoléga/
humanneho genetika.

2.  Princip testu

Technika chromogénnej in situ hybridizacie (CISH) umoziiuje detekciu a
vizualizéciu  $pecifickych sekvencii nukleovych kyselin v bunkovych
preparétoch. Hapténom oznagené nukleotidové fragmenty, tzv. CISH
sondy, a ich komplementdrne ciefové sekvencie v prepardtoch so
kodenaturované a nésledne sa nechaji hybridizovat (annealing). Potom sa
nedpecifické a nenaviazané fragmenty sond odstrénia premytim. Tvorbu
dup/exu znaenej sondy moZno vizualizovat pomocou primdrnych
(neoznagenych) protilatok, ktoré sa detekujd pomocou sekunddrnych
polymerizovanych protildtok konjugovanych s enzymom. Enzymatickd
reakcia s chromogénnymi substratmi vedie k tvorbe farebnych precipitétov.
Po kontrastnom farbeni jadra jadrovym farbivom sa hybridizované
fragmenty sondy vizualizujs svetelnou mikroskopiou.
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3.  Poskytnuté &inidla

Zyto Dot 2C CISH Implementation Kit je k dispozicii v dvoch velkostiach a
skladd sa z:

Kéd K t MnoZstvo Kontai
O omponen ontajner
P 20\/ 10 !

Flasa so skrutkovacim
uzéverom (velkd)

Heat Pretreatment
PT2 Solution EDTA 500 ml | 150 ml

Flagtitka s kvapkadlom,

ES1 Pepsin Solution 4 ml 1 ml R .
biela &iapka
WB1 | Wash Buffer SSC 560 ml | 210 mi | Ffasa so skrutkovacim
uzéverom (velkd)
WB5 | 20x Wash Buffer TBS 2x | 50 | Flasa so skrutkovacim
50 ml uzdverom
AB14 | Anti-DIG/DNP-Mix dml | 1ml | Flosticka s kvapkadiom,

zIté &iapka

Flasti¢ka s kvapkadlom,
modré &iapka

AB13 | HRP/AP-Polymer-Mix 4 ml 1ml

Flagtitka s kvapkadlom,

SB6a | AP-Red Solution A 04ml | 01ml |, P A
Cervend ¢iapka (malé)

Flagtitka s kvapkadlom,
gervend &iapka

SB6b | AP-Red Solution B 15 ml 4 ml

Flasti¢ka s kvapkadlom,

SB7a | HRP-Green Solution A 0.8ml | 0.2 ml S ,
zelend &iapka (malé)

Flastitka s kvapkadlom,

SB7b | HRP-Green Solution B 15 ml 4 ml S
zelend &iapka

Flada so skrutkovacim

CS2 | Nuclear Blue Solution 20 ml 4 ml . o
uzdverom, &ierna

Mounting Solution - .
MT4 alcoholic 4 ml 1 ml | Sklenend flaa, hnedd
AP-Red reaction vessel 2 1 Odmernj pohdr, Zervené

veko

HRP-Green reaction
vessel

Odmerny pohdr, zelené
vie¢ko

Ndévod na pouZitie 1 1

C-3044-10 (10 testov): Komponenty ES1, AB14, AB13, SBéa-b, SB7a-b,
CS2 a MT4 postacujd na 10 reakcii. Komponent PT2 postaduje na 2
nadoby na farbenie s objemom 70 ml kazdd. Komponent WB1 postaéuje
na 3 farbiace nddoby po 70 ml. Komponent WB5 postaduje na 14
farbiacich n&dobiek po 70 ml.

C-3044-40 (40 ttestov): Komponenty ES1, AB14, AB13, SBéa-b, SB7a-b,
CS2 a MT4 postacujt na 40 reakcii. Komponent PT2 postaguje na 7 nddob
na farbenie po 70 ml. Komponent WB1 vystadi na 8 farbiacich nadobiek
po 70 ml. Komponent WB5 postaéuje na 28 farbiacich nddobiek po 70
ml.

»

Pozadované, ale neposkytované materialy

ZytoDot 2C CISH Probe

Pozitivne a negativne kontrolné vzorky
Mikroskopické skli¢ka, kladne nabité

Vodny kapel (80 °C, 98 °C)

Hybridizér alebo hortca platiia

Hybridizér alebo komora na udrziavanie vlhkosti v hybridizaénej peci
Nastavitelné pipety (10 ul, 1000 ul)

Farbiace nddoby alebo kipele

Casovai

Kalibrovany teplomer

Etanol alebo reagenény alkohol

Xylén

Metanol 100%

Peroxid vodika (H,O3) 30%

Deionizovand alebo destilované voda

Krycie skli¢ka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
Gumové lepidlo, napr. Fixogum Rubber Cement
(vyrobné ¢&islo E-4005-50/-125) alebo podobné

. Primerane udrziavany svetelny mikroskop (400-630x)

5.  Sklodovanie a manipulécia

Uchovavaite pri teplote 2-8 °C vo zvisle] polohe. Okamzite po pouziti vratte
do skladovacich podmienok. Nepouzivajte ¢&inidld po datume exspirdcie
uvedenom na etikete. Produkt je stabilny do ddtumu exspirdcie uvedeného
na etikete, ak sa s nim zaobchddza primeranym spdsobom.
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6.

Vystra

Upozornenia a bezpeénostné opatrenia
Pred poufZitim si preditajte ndvod na poufitie!
Nepouzivaijte &inidld po uplynuti dédtumu exspirdcie!

Tento vyrobok obsahuje latky (v nizkych koncentraciéch a objemoch),
ktoré s0 zdraviu Skodlivé. Vyhnite sa akémukolvek priamemu
kontaktu s &inidlami. Prijmite vhodné ochranné opatrenia (pouzivajte
jednorazové rukavice, ochranné okuliare a laboratérny odev)!

Kazdy zdvaziny incident, ku ktorému doslo v sivislosti s vyrobkom,
nahldste vyrobcovi a prislusnému orgénu podla miestnych
predpisov!

Ak sa ¢inidld dostand do kontaktu s pokozkou, okamizite ju
opldchnite velkym mnozstvom vody!

Pre profesiondlnych pouzivatelov je na poziadanie k dispozicii karta
bezpe&nostnych Gdajov.

Reagencie nepouzivajte opakovane, pokial nie je opakované
pouzitie vyslovne povolené!

Vyhnite sa krizovej kontamindcii vzoriek, pretoze to moze viest k
chybnym vysledkom.

Pocas hybridizacie a premyvania sa vzorky nesmi nechat vyschnut.

Zné a bezpednostné upozornenia pre AB13, AB14, PT2, SB7b, WB1

a WB5:

Zlozka uréujica nebezpelenstvo je zmesou: 5-chlér-2-metyl-4-izotiazolin-

3-6n |
(3:1).

D

ES &. 247-500-7] a 2-metyl-2H-izotiazol-3-6n [ES & 220-239-6]

Pozor

H317 Méze vyvolat alergickd kozné reakciu.

P261 Zabrariite vdychovaniu prachu/dymu/plynu/
hmly/pér/aerosélov.

P272 Je zakdzané vyniest kontaminovany pracovny odev z
pracoviska.

P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
okuliare/ochranu tvére.

P302+P352 PRI KONTAKTE S POKOZKOU: umyte velkym
mnozstvom vody.

P333+P313 Ak sa prejavi podrdzdenie pokozky alebo sa vytvoria
vyrézky: vyhladajte lekérsku
pomoc/starostlivost.

P362+P364  Kontaminovany odev vyzle¢te a pred dal$im pouzitim

Vystra

vyperte.

#né a bezpeénostné upozornenia pre SB7a:

Nebezpe&né zlozky st metanol a 30 % roztok peroxidu vodika.

é% é Nebezpedensivo

H225 Velmi horlavé kvapalina a pary.

H301+H311  Toxicky pri poziti, styku s kozou alebo pri vdychnuti.

+H331

H370 Spésobuje poskodenie orgdnov.

P210 Uchovévaijte mimo dosahu tepla, hordcich povrchov,
iskier, otvoreného ohria a inych
zdrojov zapdlenia. Nefajéite.

P233 Nddobu uchovdvaite tesne uzavrett.

P260 Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosdly.
P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
okuliare/ochranu tvare/prostriedky na

ochranu sluchu.
P308+P311 PO expozicii alebo podozreni z nej: Volajte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM/lekéra.
P403+P235  Uchovdvaijte na dobre vetranom mieste. Uchovavaite v
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chlade.

Vystrazné a bezpeénostné upozornenia pre CS2:

Nebezpeéné zlozky st etandiol a etylénglykol.

H373

P260
P314

Pozor

Pri dlhsej alebo opakovanej expozicii sa po
prehltnuti mézu poskodit obligky.

Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosdly.
Ak pocitujete zdravotné problémy, vyhladaijte
lekdrsku pomoc/starostlivost.

Vystrazné a bezpeénostné upozornenia pre MT4:

Nebezpeénou zlozkou je xylén.

X0 -

H226
H312+H332
H315
H319
H335
H373

P210

P260
P280

P305+P351+
P338

P337+P313

P403+P235

EUH208

Horfavé kvapalina a pary.

Zdraviu $kodlivy pri styku s kozou alebo pri vdychnuti.
Drézdi kozu.

Spdsobuje vézne podrazdenie odi.

Méze spdsobit podrézdenie dychacich ciest.

Méze spdsobit poskodenie orgdnov pri dlhsej alebo
opakovanej expozicii.

Uchovévaijte mimo dosahu tepla, hordcich povrchov,
iskier, otvoreného ohfia a inych

zdrojov zapélenia. Nefajéite.

Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosély.
Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
okuliare/ochranu tvére.

PO ZASIAHNUTI OCi: Niekolko minit ich opatrne
vyplachujte vodou. Ak pouZivate

kontakiné So3ovky a je to moiné, odstrarte ich.
Pokraéuite vo vyplachovani.

Ak podrédzdenie o&i pretrvava: vyhladajte lekérsku
pomoc/starostlivost.

Uchovévaite na dobre vetranom mieste. Uchovdvaite v

chlade.

Obsahuje methyl 2-methylprop-2-enoate; methyl 2-
methylpropenoate; methyl

methacrylate, n-butyl methacrylate. Méze vyvolat
alergickd reakciu.

Vystrazné a bezpeénostné upozornenia pre SB6a:

H412
P273

Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi Ginkami

Zabrérite uvolneniu do Zivotného prostredia.

Specidlne oznagenie ES1:

EUH208
EUH210

Zyto Dot 2C CISH Implementation Kit

Obsahuije pepsin A. Méze vyvolat alergickt reakciu.

Na poziadanie mozno poskytnut kartu bezpe&nostnych
Udajov.
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7. Obmedzenia

. Na diagnostické poutzitie /n vitro.

. Len na profesiondlne pouzitie.

. Len na neautomatizované poutzitie.

. Klinick& interpretdcia akéhokolvek pozitivneho farbenia alebo jeho

nepritomnosti sa musi vykonat v kontexte klinickej anamnézy,
morfolégie, inych histopatologickych kritérii, ako aj inych
diagnostickych  testov. Je zodpovednostou  kvalifikovaného
patoléga/humdnneho genetika, aby poznal ISH sondy, reagencie,
diagnostické panely a metédy pouzité na vyrobu farbeného
prepardtu. Farbenie sa musi vykondvat v certifikovanom,
licencovanom laboratériv pod dohlfadom patoléga/ huménneho
genetika, ktory je zodpovedny za preskimanie farbenych preparatov
a zabezpedenie primeranosti pozitivnych a negativnych kontrol.

. Zafarbenie vzorky, najmé intenzita signdlu a zafarbenie pozadia,
z&visi od manipuldcie so vzorkou a jej spracovania pred zafarbenim.
Nesprdvna fixdcia, zmrazenie, rozmrazenie, umyvanie, sudenie,
zahrievanie, rezanie alebo kontaminécia inymi vzorkami alebo
tekutinami méze spodsobit artefakly alebo faloné vysledky.
Nekonzistentné vysledky mézu byt désledkom rozdielov v metédach
fixacie a vkladania, ako aj vnitornych nepravidelnosti vo vzorke.

. Vykon bol overeny pomocou postupov opisanych v ndvode na
pouzitie prislusnej sondy ZytoVision a implementacnej sUpravy.
Upravy tychto postupov mézu zmenit vykon a musi ich overit
pouZivatel. Tento IVD je certifikovany ako CE len v pripade, Ze sa
pouZiva tak, ako je opisané v tomto névode na poutitie v rozsahu
uré¢eného pouzitia.

8.  Rugivé latky
Nasledujuce fixativa sG nekompatibilné s ISH:

Bouinovo fixaéné ¢&inidlo

Fixa&né ¢&inidlo B5

Kyslé fixa&né prostriedky (napr. kyselina pikrovd)
Zenkerov fixativ

Alkoholy (ak sa pouzivajo samostatne)

Chlorid ortutnaty

Formaldehydové/zinkové fixagné ¢inidlo
Hollandova fixacia

Formdlin bez pufru

9.  Priprava vzoriek

Odportéania:

. Vyhnite sa krizove] kontamindcii vzoriek v ktoromkolvek kroku
pripravy, pretoze to méze viest k chybnym vysledkom.

. Fix4cia v 10 % neutrdlne pufrovanom formaline po&as 24 hodin pri
izbovej teplote (18 - 25 °C).

o Velkost vzorky< 0.5 cm®.

. PouZivaijte parafin prvotriednej kvality.

. Vkladanie by sa malo vykondvat pri teplotéch nizsich ako 65 °C.

. Pripravte rezy s velkostou 3 - 5 um z mikrotomu.

. PouZite pozitivne nabité mikroskopické skli¢ka.

. Fixujte tkanivové rezy 2 - 16 hodin pri 50-60°C.

10. Pripravné oSetrenie zariadenia

20x Wash Buffer TBS (WB5) sa pripravi podlfa pokynov v &asti 11. ,Postup
analyzy”. Vietky ostatné &inidl& sdpravy su pripravené na poutzitie. Nie je
potrebnd rekonétitdcia, miedanie ani riedenie.

Pred pouzitim sondu uvedte do izbovej teploty (RT) a krétko premiesajte.
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11. Postup analyzy

11.1  Deii 1

Pripravné kroky

1.  Pripravte sériu etanolu (70 %, 90 % a 100 % roztok etanolu): Zriedte
100% etanol deionizovanou alebo destilovanou vodou. Tieto roztoky
sa mdzu uchovdavat vo vhodnych nédobdch a méiu sa pouzit
opakovane.

2.  Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Zahreijte na 98 °C v zakrytej
nddobe na farbenie.

3. Priprava 3% H,O;: Zriedte 1 diel 30% H,O, v 9 dieloch 100%
metanolu.

4.  ZytoDot 2C CISH Probe: Pred pouzitim ju uvedte do izbovej teploty
(RT).

PredUprava (odvoskovanie/proteolyza)

Skli¢ka inkubujte 10 mindt pri teplote 70 °C (napr. na horicej platni).

Skli¢ka inkubuijte 2x 5 mindt v xyléne.

Skli¢ka inkubuijte 3x 3 mindGt v 100 % etanole.

Skli¢ka inkubuijte 5 min v 3% HyO,.

Premyte skli¢cka 2x 1 min v deionizovanej alebo destilovanej vode.

Inkubujte 15 mindt vo vopred zohriatom Heat Pretreatment Solution

EDTA (PT2) pri 98°C.

PouZite osem sklicok na jednu nddobu na farbenie (v pripade potreby

pridajte fiktivne sklicka)

7.  Sklitka okamzite preneste do deionizovanej alebo destilovanej vody
a premyvajte 2x 2 min.

8.  Naneste (po kvapkéch) Pepsin Solution (ES1) na vzorku a inkubujte

5-15 min pri 37 °C vo vlhkej komore..

ES1 méZe tvorit zrazeniny, kforé nemaju vplyv na kvalitu.

cohwN~

Vo v$eobecnosti odpordcame zistit optimdiny cas proteolyzy v predbeznych
festoch.

9.  Sklitka ponorte do deionizovanej alebo destilovanej vody.

10. Dehydratécia v: 70 %, 90 % a 100 % etanole, vidy po dobu 1 min.
11.  VysuSenie rezov na vzduchu.

Pozndmka: Pred aplikdciou sondly sa uistife, Ze rezy su Uplne suché.
Denaturdcia a hybridizacia
1.  Pipetujte 10 ul sondy na kazd vopred upravend vzorku.

2. Vzorky zakryte krycim sklitkom s rozmermi 22 x 22 mm (zabrérite
zachytavaniu bublin) a krycie skli¢ko utesnite.

Na utesnenie odpordcame pouZit gumovy cement (napr. Fixogum).

3. Umiestnite sklitka na hortcu platiiv alebo hybridizétor a vzorky
denaturujte 5 mindt pri teplote 79°C.
4,  Skligka preneste do komory s vlhkostou a hybridizujte cez noc pri 37

°C (napr. v hybridizaénej peci).
Je déleZité, aby vzorky poclas hybridizacného kroku nevyschli.

11.2 Deh2

Pripravné kroky

1. Wash Buffer SSC (WB1 Na premytie s prisnym G&inkom zahrejte na
80 °C v zakrytej nddobe na farbenie. WB1 méze pri teplote 2 - 8 °C
tvorit zrazeniny, ktoré nemajld vplyv na kvalitu a mali by sa pri
zahrievani rozpustit.

2. Priprava 1x Wash Buffer TBS: Zriedte 1 diel 20x Wash Buffer TBS

(WB5) v 19 dieloch deionizovanej alebo destilovanej vody.

Zriedeny 1x Wash Buffer TBS je stabilny jeden tyZderi, ak sa skladuje pri
teplote 2 - 8 °C.

3. Anti-DIG/DNP-Mix (AB14), HRP/AP-Polymer-Mix (AB13), AP-Red
Solution A (SB6a), AP-Red Solution B (SBéb), HRP-Green Solution A
(SB7a), HRP-Green Solution B (SB7b) Nuclear Blue Solution (CS2),
Mounting Solution (alcoholic) (MT4): Pred pouzitim sa upravi na
izbovu teplotu.

Zlozky SB7a a SB7b mézu tvorit zrazeniny, kforé nemayu vplyv na kvalitu
farbenia.

Posthybridizacia a detekcia

1.  Opatrne odstrérite gumovy cement alebo lepidlo.

2. Odstrérite krycie sklitko ponorenim do Wash Buffer SSC (WB1) pri
izbovej teplote na 5 min.

WBI1 sa méZe pouzit jedenkrdt. Uchovdvayte pri feplotfe 2 - 8 °C maximdine
Jjeden tyZde.

3.  Premyvaite sklicka 5 min v Wash Buffer SSC (WB1) pri teplote 80 °C.

Na jednu nddobu na farbenie pouZite osem sklicok (v pripade potreby
pridajte fiktivne sklicka).
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4, Premyte sklicka 2x 1 min v deionizovanej alebo destilovanej vode.
5. Skli¢ka ponorte do1x Wash Buffer TBS.

6. Na skli¢ka naneste Anti-DIG/DNP-Mix (AB14) (1-2 drops per slide)
to the slides and incubate for 15 min at 37°C in a humidity

chamber.

7. Premyvaijte skli¢ka 3x T min v 1x Wash Buffer TBS.

8. Na sklicka naneste HRP/AP-Polymer-Mix (AB13) (1-2 kvapky na
skli¢ko) a inkubujte 15 min pri 37 °C vo vlhkej komore.

9. Premyvaijte skli¢ka 3x 1 min. v 1x Wash Buffer TBS.

10. Pripravte AP-Red Solution (pracovny roztok): napliite 1 ml AP-Red
Solution B (SBéb) do odmerného pohdra a pridajte jednu kvapku
(30 ul) AP-Red Solution A (SBéa). Dobre premiedaite.

11. Naneste AP-Red Solution (1 - 2 kvapky na skli¢cko) na skli¢ka a
inkubujte v tme 10 min pri RT.

12. Pocas inkubécie pripravte HRP-Green Solution (pracovny roztok):
do odmerného pohdra napliite T ml HRP-Green Solution B (SB7b)
a pridajte dve kvapky (2x 20 ul) HRP-Green Solution A (SB7a).
Dobre premiedaijte.

13. Skli¢ka premyvaijte 2 min v deionizovanej alebo destilovanej vode.

14. HRP-Green Solution naneste po kvapkéch (1 - 2 kvapky na skli¢ko)
na skli¢ka a inkubuijte v tme 10 min pri izbovej teplote.

15. Premyvaite skli¢ka 2 min v deionizovanej alebo destilovanej vode.

16. Vzorky kontraténujte 2 min Nuclear Blue Solution (CS2).

17. PreloZte prepardty do nddoby na farbenie a premyte ich 2 min pod
studenou te¢icou vodou z vodovodu.

18. Dehydratujte 3x 30 s v 100 % etanole (pouzite velmi &isty etanol).

19. Inkubuite preparéty 2x 30 s v xyléne (pouZite velmi &isty xylén).

Inkubacny Eas nepred/Zujte ani neskracujte, pretoZe by to mohlo viest k strafe

signdlov!

20. Vyhnite sa zachytenym bublinkédm, vzorky zakryte krycim skli¢ckom
(22 mm x 22 mm; 24 mm x 32 mm) pomocou Mounting Solution
alcoholic) (MT4). Nechajte 20 - 30 min, aby sa krycie skli¢ko
znehybnil.

PouZitie spicky pipety, ktord bola odrezand, aby sa zvdésil otvor, méze
ulahdt proces pipetovania.

21. Vyhodnotte zafarbené vzorky pomocou svetelnej mikroskopie.

12. Interpretécia vysledkov

Pri poutzitisGpravy ZytoDot 2C CISH Implementation Kit sa hybridiza¢né
signdly polynukleotidov oznalenych digoxigeninom zobrazia ako
tmavozelené vyrazné bodky a polynukleotidy ozna¢ené dinitrofenylom sa
zobrazia ako jasne &ervené vyrazné bodky. V interfazach alebo metafdzach
normdlnych buniek alebo buniek bez aberdcii skdmanych chromozémov
sa objavia dva signdly na sondu/zna¢ku hapténu, s vynimkou sond
zameranych na chromozémy X a/alebo Y, v désledku €oho sa v zavislosti
od pohlavia neobjavi Ziadny aZ dva signdly na sondu/znaku hapténu. V
bunkdch s chromozémovymi aberdciami méze byt v interfdzach alebo
metafdzach viditelny iny vzor signdlu. Podrobnej$ie informdcie o
inferpretdcii vysledkov ndjdete v ndvode na poutzitie prislusnej sondy
ZytoDot2C CISH Probe.

13. Odporiéané postupy kontroly kvality

Pozrite si ndvod na poutzitie prisludnej sondy ZytoVision.

14. Vykonnostné charakteristiky
Pozrite si ndvod na poutitie prisluinej sondy ZytoVision.
15. Likvidécia

Likviddcia ¢inidiel sa musi vykondvat v stlade s miestnymi predpismi.

16. Rie$enie problémov

Akdkolvek odchylka od ndvodu na obsluhu méZe viest k horgim vysledkom
farbenia alebo k tomu, Ze sa farbenie vébec nevyskytne. Viac informdcii
ndjdete na strénke www.zytovision.com.

Slaby signdl alebo Ziadny signdl

Moznd pricina Akcia

Predbeznd proteolytickd
Uprava nebola vykonand
sprdvne

Optimalizujte €as inkubécie pepsinu, v
pripade potreby ho predlzte alebo
skratte

A

Odparovanie sondy

Pri pouzivani hybridizéru je pouzivanie
vlhkych pdsov/ndadrzi naplnenych vodou
povinné. Pri pouzivani hybridiza¢nej
pece je potrebné pouzivat komoru s
vlhkostou. Okrem toho by malo byt
krycie sklicko Uplne utesneny, napr.
pomocou Fixogumu, aby sa zabrdanilo
vysychaniu vzorky poéas hybridizécie

Prili§ dlhy ¢as kontrastného
farbenia

Vyhnite sa tmavému kontrastnému
farbeniu, pretoze méze zakryt pozitivne
signdly farbenia

Nesprdvne vykonané
modrenie kontrastného
farbiva

Na modrenie pouzivajte studens tedicu
vodu z vodovodu; nepouzivajte tepld
alebo hortcu vodu ani modriace €inidl4.

Prili§ silné signdly

Mozné pri¢ina

Akcia

Proteolytickd predUprava
vykondvané prili§ dlho

Optimalizujte &as inkubdcie pepsinu, v
pripade potreby ho predizte alebo
skrétte

Cas inkubécie roztoku AP-Red
nie je sprdvny

V pripade potreby mozno inkubaény &as
skratit na 5 mindt. Roztok substratu
nezahrievajte nad 25 °C; inkubuite len
pri izbovej teplote

Cas inkubécie roztoku HRP-
Green nie je sprévny

V pripade potreby mozno inkuba&ny &as
skratit na 7 mindt. Roztok substratu
nezahrievajte nad 25 °C; inkubuite len
pri izbovej teplote

Prili§ slabé &ervené signdly

Mozné pri¢ina

Akcia

Roztok AP-Red bol vystaveny
silnému priamemu svetlu

Roztok AP-Red pripravujte a pouzivajte
chréneny pred silnym priamym svetlom

Roztok AP-Red bol pripraveny
prili§ skoro

Pripravte pred okamzitym pouzitim

Cas inkubécie roztoku AP-Red
nie je sprdvny

V pripade potreby je mozné inkubdciu
predfzit az na 15 min.

Nedostatoénd priprava
chromogénneho substrétu

Nezvy3ujte objem roztoku A

Prili§ slabé zelené signély

Mozné pri¢ina

Akcia

Prili§ dlhy ¢€as inkubécie pri
kazdom kroku premyvania po
farbeni pomocou HRP-Green

Neprekradujte uvedeny inkubaény &as

Cas inkubécie roztoku HRP-
Green nie je sprévny

V pripade potreby je mozné inkubdciu
predlzit az nal5 min.

Nedostatoénd priprava
chromogénneho substrétu

Nezvy3ujte objem roztoku A

Signdly zanikajd alebo sa spdjajd

Mozné pri¢ina

Akcia

Bolo pouzité nevhodné
montovacie médium

PouZivajte iba montdzny roztok dodany
so supravou alebo montdzne roztoky na
bdze xylénu bez akychkolvek nedistdt;
nepouzivaijte kryciu pdsku
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rezy neboli sprévne
dehydrované

Pouzivajte &erstvé roztoky etanolu a
xylénu; pouZivajte iba xylén "Cistej" kvality

Nerovnomerné alebo v niektorych &astiach len velmi lahké zafarbenie

Moziné pric¢ina

Akcia

Neuplné odparafinovanie

PouZivaijte &erstvé roztoky; skontrolujte
dizku trvania odparafinovania

Prili§ maly objem ¢inidla

Uistite sa, Ze objem ¢inidla je dostatoéne
velky na pokrytie plochy tkaniva

Nekonzistentné vysledky

Moziné pric¢ina

Akcia

Nedostato&né vysusenie pred
aplikéciou sondy

Predizenie su$enia na vzduchu

Prili§ vela
vody/preplachovacieho pufru
na tkanive pred aplikéciou
pepsinu, protilétok a/alebo
farebnych substratov

Uistite sa, Ze prebytoéné tekutina je z
tkanivového rezu odstranend odsatim
alebo vytriasanim zo skli¢ka. Malé
mnozstvd zvyskovej
vody/preplachovacieho pufra
neinterferujo s testom

Rozdiely v metédach fixacie a
vkladania tkaniva

Optimalizdcia metéd fixécie a vkladania

Zmeny v hrobke tkanivového
rezu

Optimalizacia delenia na sekcie

Zhor$end morfolégia

Moziné pri¢ina

Akcia

Vzorka buniek alebo tkaniva
nebola spravne fixovand

Optimalizdcia &asu fixacie a fixa&ného
prostriedku

Proteolytickéd prediprava sa
uskutoénila prili§ dlho

Skrétenie €asu inkubdcie pepsinu

KriZové hybridizaéné signdly; silné pozadie

Moznd pri¢ina

Akcia

Sekcie vysu$ené kedykolvek
podas hybridizacie alebo
po nej

Zabrérite vysu$eniu rezov; pouzite
vlhkd komoru na; riadne utesnite
krycie skli¢ko

Predizeny &as inkubdcie
substratu

Skrétenie ¢asu inkubdcie substratu

NeUplné odparafinovanie

Pouzivaijte &erstvé roztoky; skontrolujte
trvanie odparafinovania

Prili§ silné proteolytickd
predUprava

Optimalizujte €as inkubdcie pepsinu

Sklicka pred hybridizaciou
ochladené na izbovy
teplotu

Rychlo presurite skli¢ka na
hybridiza&nt teplotu

Prekryvajice sa signdly

Moziné pric¢ina

Akcia

Nevhodné hribka
tkanivovych rezov

Pripravte 3-5 um rezy mikrotomom

Vzorka vypléva zo skli¢ka

Moznd pricina

Akcia

Prili§ silné proteolytické
predUprava

Skrétenie inkubaéného &asu pepsinu
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18. Revizia

I:E www.zytovision.com

Najnovsi ndvod na pouzitie, ako aj ndvod na pouzitie v réznych

jazykoch ndjdete na strdnke www.zytovision.com.

Nasi odbornici su pripraveni odpovedat na vase otdzky.
Obrdétte sa na helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

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

E-mail: info@zytovision.com

Ochranné zndmky:
ZytoVision® a ZytoDot® si ochranné zndmky spoloénosti ZytoVision
GmbH.
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