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Phosphohistone H3 (PHH3) Rabbit Polyclonal Antibody

K pouZiti v diagnostice in vitro (IVD)

Identifikace produktu
Popis
369A-14 0,1 ml koncentrat
369A-15 0,5 ml koncentrat
369A-16 1,0 ml koncentrét
369A-17 1,0 ml predfedény pfipraveny k pouziti
369A-18 7,0 ml prededény piipraveny k pouZitf
369A-10 25,0 ml piededény pfipraveny k pouziti
Definice symbolii
6
[*] prediedény piipravek
koncentrat
[2] ascites
[€] sérum
[s] supernatant
rozsah fedéni koncentratu

Urcené pouziti

Tato protildtka je urcena pro diagnostiku in vitro (VD).

Protildtka Phosphohistone H3 (PHH3) Rabbit Polyclonal Primary Antibody slouzf k laboratorni
detekd proteinu fosfohistonu H3 (PHH3) v preparatech tkanf fixovanych formalinem a zalitych
v parafinu, barvenych pomoci imunohistochemie (IHC) pro kvalitativnf hodnocenf.

Vysledky pouziti tohoto produktu musf byt interpretovdny kvalifikovanym patologem
ve spojeni s relevantni klinickou anamnézou pacienta, dalsimi diagnostickymi testy a
prislusnymi kontrolami.

Souhrn a vysvétleni

Fosfohiston H3 (PHH3) je jaderny protein ze skupiny histon, ktery spolecné s dalSimi

histony vytvaf hlavni proteinové slozky chromatinu v eukaryotickych burikdch. Mnozstvi
fosfohistonu H3 je u savcich bunék béhem interfaze zanedbatelné, ale dosahuje maxima pfi
kondenzaci chromatinu béhem mitézy." Imunohistochemické studie prokdzaly, Ze protildtka
anti-PHH3 specificky zjistuje jaderny protein histon H3 pouze tehdy, je-li fosforylovan v pozici

serinu 10 nebo serinu 28. Studie také prokdzaly, Ze fosforylace histonu H3 neprobihd béhem
apoptézy.? PHH-3 proto miize slouzit jako marker mitdzy pro odliseni mitotickych figur od
apopotickych télisek a karyorektického odpadu, coz mize byt velmi uzitecné pfi diagnostice
stupné nadorového onemocnéni, zejména onemocnéni postihujicich CNS, kiizi, gynekologické
oblasti ¢i mékké tkané a rovnéz pfi diagnostice GIST***

Principy a postupy

Uvedend primdmf protildtka se pouZiva jako primamni protilatka pfi imunohistochemickém
barveni tkaovych fezli fixovanych formalinem a zalitych v parafinu. Imunohistochemické
barveni ve spojeni s detekcnim systémem s navdzanou kienovou peroxiddzou a alkalickou
fosfatazou obecné umoziiuje vizualizaci antigend prostrednictvim sekvencni aplikace
konkrétni protildtky (primdrni protildtka) proti antigenu, sekunddrni protildtky (spojovact
protilatka) proti primamf protildtce, komplexu enzym(i a chromogenniho substrtu, kterd
je proloZena promyvacimi kroky. Enzymatickd aktivace chromogenu vede k viditelnému
reakenimu produktu v misté antigenu. Vzorek pak mize byt kontrastné obarven a zakryt
krycim sklickem. Vysledky se interpretuji pomoci svételného mikroskopu.

Materialy a metody

Doddvana cinidla

Slozeni vyrobku

Tlumivém roztoku Tris, pH 7,3 -7,7,5 1%

Predfedény pfipravek: nafedén v BSAa < 0,1% azidem sodngm

Tlumivém roztoku Tris, pH 7,3 - 7,7,5 1%

Foncentrat nafedén v BSA a < 0,1% azidem sodnym

Hostitel krdlic
[zotyp N/A
Doporucovany rozsah pracovniho fedénf 1:100-1:500
Zdroj Antiséra

Stitek vyrobku obsahuje ndsledujici informace o Sarzi:
1. Koncentraci imunoglobulinu v protildtce

2. Podrobnosti o zdroji

Rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace

Predfedénd protildtka je pripravena k pouZitf a optimalizovana k barveni. Nenf vyzadovana
rekonstituce, smiseni, fedénf nebo titrace. Koncentrovand protildtka je optimalizovana pro
fedénf v rozsahu fedéni pomoci fedidla Cell Marque Diamond: Antibody Diluent.

Potfebné nedoddvané materidly a inidla

Ndsledujici ¢inidla a materidly mohou byt potfebné pro barvent, ale nejsou doddny soucasné
s primdrni protilatkou:

1. Pozitivnia negativni kontrolni vzorek tkdné
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. Mikroskopickd sklicka, s pozitivnim nabojem

. Susicf pec schopna udrZovat teplotu 53 - 65 °C
. Barvici misky nebo ldzné

. Stopky

. Xylen nebo substituty xylenu

~N o U B~ W N

. Etanol nebo jiny alkohol

Pozndmka: Jednostupriové pripravné cinidlo Cell Marque, Trilogy™ (kat. ¢. 920P-06), miize
nahradit kroky 6 a 7 vyse.

8. Deionizovand nebo destilovand voda
9. Zahfivaci aparatura, napr. elektricky tlakovy vafic pro predbézné zpracovani tkdné

10. Detekeni systém, napf. HiDef Detection™ HRP Polymer System (kat. ¢. 954D-20) nebo
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (kat. ¢. 962D-20)

11.Chromogen, napf. DAB Substrate Kit (kat. ¢. 957D-20) nebo Permanent Red Chromogen
Kit (kat. ¢. 960D-10)

12.T8S [HC Wash Buffer +Tween®* 20 (kat. ¢. 9358-09)
13. Hematoxylin nebo jiné doplrikové barvivo

14. Redidla protildtek, napf. Diamond: Antibody Diluent (kat. ¢. 938B-05) nebo
Emerald: Antibody Diluent (kat. ¢. 9368-08)

15. Peroxide Block (kat. ¢. 925B-05) pro pouziti s HRP

16. Avidin-Biotin Blocking Reagents pro pouZiti s detekcf streptavidin-biotin
17.Negativni Kontrolni Cinidlo (kat. ¢. 939B-02 pro univerzalni)

18. Mounting Medium

19.Kryci sklicko

20. Svételny mikroskop (40-400x)

Skladovdni a zachdzeni
Skladujte pfi 2 - 8 °C. Nezmrazujte.

Aby byl zajistén spravny vykon Cinidla a stabilita protildtky, musi se lahvicka po kazdém
pouZiti uzavit vickem a okamyzité umistit ve vertikaIni poloze do chladnicky.

Kazdé cinidlo s protildtkou md stanovenou dobu exspirace. Je-li fddné skladovéno, je ¢inidlo
stabilni do data uvedeného na Stitku. NepouZivejte cinidla po uplynutf exspiracni doby pro
predepsanou metodu skladovani.

Tento produkt nejevi Zddné zndmky indikujici nestabilitu, proto by se soucasné s testovdnim
neznamych vzork mély provadeét testy s pozitivnimii negativnimi kontrolnimi vzorky. V
pfipadé podezelych zndmek nestability inidla se obratte na technickou podporu spole¢nosti
Cell Marque.

Sbérvzorkii a priprava pro analyzu

Pro pouzitf této primamf protildtky s detekcnimi soupravami Cell Marque (viz Potfebné
materidly a ¢inidla, kterd se nedodévajf) jsou vhodné tkdné zpracované béznym zplisobem,
fixované v neutrdinim pufrovaném formalinu a zalité v parafinu. Pozndmka: Spolecnost Cell
Marque hodnoti vysledky pouze na lidskych tkénich. Doporucené vhodné fixativum je 10%
neutrdIni pufrovany formalin. V diisledku delsf fixace nebo specidlnich procesd, jako napf.
dekalcifikace prepardtli kostnf diené, mohou byt ziskdny variabilni vysledky.
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Kazdy fez je tfeba nafezat na sprdvnou tloustku (asi 3 um) a umistit na pozitivné nabité
podloznf sklicko. Sklicka obsahujici fezy tkdni je tfeba susit po dobu nejméné 2 hodin (avsak
ne déle nez 24 hodin) pfi teploté 53 a7 65 °C.

Upozornéni a bezpecnostni predpisy

1. Pfizachdzenis cinidly budte opatrnf. PouZivejte jednordzové rukavice a laboratornf
plasté pfi manipulaci s podezfelymi karcinogennimi nebo jedovatymi materialy
(napfiklad: xylen).

2. Vyvarujte se kontaktu ¢inidel s o¢ima nebo sliznicemi. Jestlize se ¢inidla dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym mnoZstvim vody.

3. Sevzorky pacient a viemi materidly, které s nimi pfisly do styku, je tfeba zachézet jako
s biologicky nebezpecnymi materidly a zneSkodfiovat je podle sprdvnych opatfeni. Nikdy
nepipetujte tsty.

4. Vyvarujte se mikrobiologické kontaminaci cinidel, protoze by to mohlo zplisobit
nesprdvné vysledky.

5. UZivatel musi validovat inkubacni doby a teploty.

6. Predfedénd cinidla pfipravend k pouZiti jsou optimalné zfedéna a dalsf fedénf mize vést ke
7trdté barveni antigenu.

7. Koncentrovand ¢inidla mohou byt optimalné ziedéna po ovéfeni uZivatelem. Jakékoli
pouZité fedicf Cinidlo, které neni vyslovné doporuceno v tomto dokumentu, musi byt
uzivatelem validovdno, aby se ovéfila jeho kompatibilita a vliv na stabilitu.

8. Piipouziti v souladu s pokyny nen tento pripravek klasifikovdn jako nebezpecnd ldtka.

koncentraci nenaplriuje kritéria OSHA (USA) pro nebezpecnou ltku. Viz bezpecnostni ist.

9. UZivatel musf ovéfit jakékoli skladovact podminky, které jsou jiné, nez je uvedeno v
pfibalovém letdku.

10. Redicf roztok miiZe obsahovat bovinni sérovy albumin a supernatant méize obsahovat
bovinni sérum. Pripravky obsahujici fetdni bovinni sérum a pfipravky obsahujici bovinni
sérovy albumin jsou kupovany od komercnich dodavateld. Certifikdty pvodu pro zvifect
zdroje pouZité v téchto pripravcich jsou uloZeny ve spolecnosti Cell Marque. Tyto certifikdty
dokladajf, e zdroj bovinnich pfipravki je ze zemi se zanedbatelnym rizikem BSE a uvadéjf
zdroje bovinnich pripravk( z USA a Kanady.

11.Stejné jako v pffpadé jinych produktl odvozenych z biologickych zdroji je tfeba pouzivat
spravné postupy zachdzen!.

Navod k pouziti

Doporucené barvici protokoly pro uvedenou primamf protildtku:

HiDef HRP:

HiDef Detection™ HRP Polymer System (kat. ¢. 954D-20)

1. Technika zpfistupnéni epitopu: HIER, Reagencie pro zpiistupnénf epitopu: Trilogy
. Inkubacni doba Protildtka (minuty): 10-30

. Inkubacni doba HiDef Detection Amplifier (minuty): 10

. Inkubacni doba HiDef Detection Polymer Detector (minuty): 10

. Inkubacni doba DAB (minuty): 1-10

o U~ w Mo

. Dehydratujte a zakryjte sklickem.
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HiDef Alk Phos:

HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (kat. ¢. 962D-20)

1. Technika zpfistupnéni epitopu: HIER, Reagencie pro zpfistupnéni epitopu: Trilogy
. Inkubacni doba Protildtka (minuty): 10-30

. Inkubacni doba HiDef Detection Amplifier (minuty): 10

. Inkubacni doba HiDef Detection Polymer Detector (minuty): 10

. Inkubacni doba Permanent Red (minuty): 15-30

o W N

. Dehydratujte a zakryjte sklickem.

Postupy kontroly kvality

Pozitivni kontrolni vzorek tkdné

Pfi kazdém provedeném barvicim postupu je tfeba pouZit i pozitivni kontrolnf vzorek tkdné.
Tkan mize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené bunky nebo ¢asti tkané a slouzf jako
pozitivni i negativnf kontrolni vzorek tkdné. Kontrolni vzorky by mély byt cerstvé vzorky

Z pitvy, biopsie nebo operace pripravené nebo fixované co nejdfive a zalité stejnym zplisobem
jako testované fezy. PouZiti tkénového fezu fixovaného nebo zpracovaného jingm zplisobem
ne7 testovany vzorek zajistf kontrolu pro v3echna ¢inidla a kroky metody kromé fixace

a zpracovani tkéné.

Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimalni kontrolu kvality a pro detekci i malé
degradace ¢inidla vhodnéjsi. Pozitivni tkdrova kontrola pro uvedenou primarmi protildtku
mize zahmovat ndsledujic:

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Tkan Vizualizace

Mandle Jadernd

Znémé pozitivni kontrolni vzorky tkdni by mély byt pouzivany pouze ke sledovani spravné
funkce zpracovanych tkani a testovych cinidel, nikoliv jako pomiicka k formulaci specifické
diagndzy vzorki pacientdl. Pokud se u pozitivnich kontrolnich vzork(i tkéni neprojevi
odpovidajici pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovacich vzork(i za neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkdné

Jako negativni kontrolni vzorek tkdné Ize pouZit stejnou tkan, kterd se pouzivd jako pozitivnf
kontrolni vzorek. Rozmanitost riiznych typli bunék, které se nachdzejf ve vétsiné fezli

tkani, nabizf oblasti pro negativni kontrolni vzorky, ale to by mél ovéit uzivatel. Césti,

které se nebarvi, by mély prokdzat nepfitomnost specifického zabarvenf a zajistit indikaci
nespecifického zabarvenf pozadi. Pokud se projevi specifické zabarveni v ¢dstech negativniho
kontrolniho vzorku tkdné, je nutno povazovat vysledky vzorkii pacienta za neplatné.

Nevysveétlené rozdily

Nevysvétlitelné rozpory u kontrolnich vzork(i by mély byt ihned ohldSeny technické podpofe
spolecnosti Cell Marque. Pokud se vysledky kontrol neshodujf se specifikacemi, vysledky
pacienta jsou neplatné. Viz cast Resent problémdi v tomto letaku. Zjistéte a napravte problém,
a pak zopakujte cely postup se vzorky pacienta.
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Negativni kontrolni inidlo

K usnadnénf interpretace vysledkil je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s negativnf
kontrolnim cinidlem. Negativnf kontrolni inidlo se pouziva misto primamf protildtky, aby

se dalo vyhodnotit nespecifické zabarvent. Kryci sklitko by mélo byt odetfeno negativnim
kontrolnim cinidlem, které odpovidd druhu hostitele primdrnf protildtky a idedlné mé stejnou
lgG koncentradi. Inkubacni doba negativniho kontrolniho ¢inidla by méla odpovidat inkubacni
dobé primdmf protilétky.

Interpretace vysledkii

Proces imunobarveni zplisobuje zabarveny reakéni produkt, ktery se vysrdzi v oblastech
antigenu lokalizovanych primdrni protildtkou. V piibalovém letaku k prislusnému detekcnimu
systému naleznete ocekdvané reakcni barvy. Pred interpretaci vysledkd musf pozitivni a
negativni kontrolnf vzorky vyhodnotit kvalifikovany patolog se zkusenosti s imunohistochemif.

Pozitivni kontrolni vzorek tkdné

Nejprve je nutné provést test zabarveného pozitivniho kontrolniho vzorku tkdné, a ovéfit

tak sprdvnost funkce v3ech reagencif. Pritomnost spravné zabarveného reakéniho produktu
uvnitf clovych bunék indikuje pozitivni reaktivitu. V pfibalovém letdku k detekénimu systému
naleznete ocekdvané reakénf barvy. V zavislosti na délce inkubacni doby a potenci pouzitého
hematoxylinu zplisobf kontrastnf barvenf bledémodré az tmavomodré zabarveni bunécnych
jader. Piflisné nebo neplné kontrastni zbarveni mdiZe ohrozit spravnou interpretaci vysledka.
Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkéni neprojevi piislusné pozitivnf zabarvenf, je nutno
povaZovat vysledky testovanych vzork(i za neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkdné

Negativn{ kontrolni vzorek tkéné je nutno testovat po pozitivnim kontrolnim vzorku, abychom
ovéfili specificitu znacenf cilového antigenu primami protildtkou. Nepfitomnost specifického
zabarven{ v negativnim kontrolnim vzorku potvrzuje nepfitomnost zkfizené reaktivity s
burikami nebo ¢astmi bunék. Pokud se projevi specifické zabarveni v negativnim kontrolnim
vzorku tkdné, je nutno povazovat vysledky vzorki pacienta za neplatné. Pokud se vyskytuje
nespecifické zabarvent, je vétsinou diftizni. Sporadické slabé zabarvenf pojivové tkdné Ize
také pozorovat v fezech z tkan, které nejsou optimding fixované. K interpretaci vysledk(
barveni pou7ivejte pouze intaktni buriky. Nekrotické nebo degenerované buiky vykazujf
nespecifické zbarvent.

Tkdn pacienta

Vzorky pacienta se vysetfuji jako poslednf. Intenzitu pozitivniho zabarvenf je nutno posuzovat
v kontextu jakéhokoli zabarvenf pozadi negativniho kontrolniho cinidla. Jako u kazdého
imunohistochemického testu, negativni vysledek znamend, Ze antigen nebyl detekovan,
nikoli Ze antigen nenf v testovanych burkdch nebo tkani pfitomen. Pfi identifikaci falesnych
negativnich reakci méize pomoci panel protilatek (viz cést Souhm ocekdvanych vysledki).

Ke spravné interpretaci kazdého imunohistochemického vysledku by méla byt testovdna
rovnéz morfologie kazdého vzorku tkéné s vyuZitim fezli barvenych hematoxylinem a
eozinem. Morfologické ndlezy pacient(i a klinické tdaje tykajici se pacientl musf interpretovat
kvalifikovany patolog.

Omezeni

1. Protildtka barva nemd vliv na vykonnost

2. Toto Cinidlo je urceno pouze pro,,odboré poutZiti”, protoZe imunohistochemie je
nékolikakrokovy proces, ktery vyzaduje specidinf Skolenf pfi vybéru vhodnych cinidel,

Phosphohistone H3 (PHH3) Rabbit Polyclonal Antibody
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tkéni, fixace a zpracovani, piipravé imunohistochemického sklitka a interpretaci vysledkdi
barven.

3. Pouze pro laboratornf uZiti.
4. Pro diagnostiku in vitro.

5. Barvenf tkéné zdvisf na zachdzenf a zpracovanf tkéné pred barvenim. Nesprdvna
fixace, zmrazeni, rozmrazent, umyvani, susenf, zahfivani, fezanf nebo kontaminace
jingmi tkanémi nebo tekutinami miiZe vést ke vzniku artefaktd, zachycenf protilatky
nebo falesné negativnim vysledkiim. Ndsledkem odchylek pfi fixaci a metoddch
zalévani, ale i ndsledkem stavajicich nerovnomeérnostf ve tkani mize dochazet

kinkonzistentnim vysledkdim.
6. Piflisné nebo nedipIné kontrastni zbarveni miiZe ohrozit spravnou interpretaci vysledkd.

7. Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho zbarveni nebo jeho nepiftomnosti musf byt
posouzena v kontextu klinické anamnézy, morfologie, dalSich histopatologickych kritérii a
rovnéZ dalSich diagnostickych testdi. Tato protildtka je urcena k pouziti v panelu protildtek.
Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa, aby se seznamil s protildtkami, cinidly a
metodami pouzivanymi k barvenf prepardt(i. Barveni se musf provddét v certifikované
laboratofi s pfislusnym oprdvnénim a pod dohledem patologa zodpovédného za
hodnocenf barvenych podloznich skel a zarucenf adekvdtnosti pozitivnich a negativnich
kontrolnich vzorkd.

8. Spolecnost Cell Marque poskytuje protildtky a ¢inidla v optimdinim fedéni pro pouziti
podle pokyni. Jakékoli odchylka od doporucenych testovacich postupli méize zplisobit
neocekdvané vysledky. Je nutno pouzivat a zdokumentovat pfislusné kontrolnf
vzorky. Uzivatelé museji za viech okolnosti prijmout zodpovédnost za interpretaci
vysledk pacienta.

9. Spolecnost Cell Marque poskytuje primdrnf protildtky v koncentrované formé, takze je
miiZe uZivatel ndsledné optimdIné zfedit pro pouZiti podle urceni uZivatele a pfi dodrZeni
vhodnych technik validace. Uzivatelé musf provést validaci pfi pouZitf jakychkoli fedicich
roztokdl jinych, nez zde uvedenych. Kdyz je primérn ¢inidlo validovéno jako vhodné, mize
jakdkoli odchylka od doporucenych testovacich postupt zplisobit neocekavané vysledky.
Je nutno pouzivat a zdokumentovat pfislusné kontrolni vzorky. UZivatelé museji za vsech
okolnostf pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledki pacienta.

10. Tento pfipravek nenf uren pro préitokovou cytometril.

11. Cinidla mohou prokdzat neocekdvané reakce na dfive netestovanych tkant. V' déisledku
biologické variability exprese antigenu v novotvarech nebo jinych patologickych tkénich
nelze zcela vyloucit moznost neocekdvanych reakci i v testovanych skupindch tkdni. S
podezfelymi zdokumentovanymi neocekdvanymi reakcemi se obratte na technickou
podporu spolecnosti Cell Marque.

12.Tkéné od osob infikovanyich virem hepatitidy B a obsahujici povrchovy antigen hepatitidy
B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické barvenf kienové peroxiddzy.

13.Pfi pouZitf v krocich blokovani mohou normdlni séra ze stejného zvitectho zdroje jako
sekunddrni protiltky zpiisobit falesné negativni nebo faleSné pozitivni vysledky vzhledem
k Gcinku autoimunitnich protilétek nebo pfirozenych protildtek.

14.Je mozné pozorovat falesné pozitivnf vysledky v dlisledku neimunologické vazby
bilkovin nebo reakénich produktdi substrdtu. Mohou byt také zplisobeny aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty) a endogennf peroxiddzy (cytochrome C) nebo endogennim
biotinem (pifklad: jtra, mozek, prs, ledvina), v zdvislosti na pouzitém typu imunobarven.

15. Stejné jako u kazdého imunohistochemického testu, znamend negativni vysledek,
Ze antigen nebyl zjistén, nikoli, Ze antigen nenf pfitomny ve vySetfovanych bunkdch
nebo tkdni.
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16.Predfedéné pfipravky s protildtkami jsou optimalizované jako pfipravené k pouZiti.
Vzhledem k moznosti riiznych zpiisob( fixace a zpracovani tkdni miZe byt potfeba pro
jednotlivé vzorky prodlouzit nebo zkrétit inkubacnf dobu primdrni protildtky.

17.Pratildtky, v kombinaci s detekcnimi systémy a prislusenstvim, detekujf antigeny, které
preckaji béZnou fixaci formalinem, zpracovdni a rozrezani tkané. Uzivatelé, kteff nedodrzf
doporucené postupy, musejf za téchto okolnostf pfijmout zodpovédnost za interpretaci
vysledk pacienta.

Souhrn ocekdvanych vysledkd

Viz ndsledujic tabulky reaktivity:
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Bézna studie
Pocet
barvenych

Tkan (+) Celkem | Pozndmky
Déloha 0 1
Vejcovod 0 1
Mocovod 0 1
Cipek 0 1
Kosterni sval 0 2
Hladky sval 0 4
Kize 0 1
Periferni nerv 0 2
Mesothelium 0 1
Tuk 0 1
Placenta 0 1

Tato protildtka barvi normainf tkdné, jak je uvedeno ve zvefejnéné literatufe.

Studie postizené tkané
Pocet

barvenych
Tkan (+) Celkem | Pozndmky
Gastrointestinalni stromdlni 3 6
tumor
Melanom 3 5
Invazivni duktaini karcinom 2 4

Tato protildtka barvi nddory, jak je uvedeno ve zvefejnéné literatufe.

Reseni problémii

1. Pokud pozitivni kontrola ukdZe slabsf zbarvenf, nez ocekavané, je treba béhem stejného
cyklu barveni zkontrolovat dalsi pozitivni kontrolnf vzorky, aby se dalo stanovit, zda je to
zplisobeno primdmf protildtkou nebo nékterym z béznych sekunddrnich antigend.

2. Jestlize je pozitivni kontrola negativni, je tieba zkontrolovat dalsi pozitivni kontrolni
primamf protilatkou nebo nékterym z béznych sekundamich antigend. Sbér, fixace nebo
odstranovani parafinti z tkani mohlo byt provedeno nespravnym zptisobem. Shér tkéné,
jeji fixace a skladovani musi probihat ve spravném postupu.

3. Dojde-Iik nadmémému zbarveni pozadi, mohou byt pfftomné vysoké hladiny
endogenniho biotinu. Mél by byt zahmut i krok blokovdnf biotinu, pokud nenf pouZivan
detekenf systém bez biotinu; v takovém pifpadé by pfitomny biotin nepfispival
k zabarvenf pozadi.

4. Pokud nenf veskery parafin odstranén, je tfeba proces odstranénf parafinu opakovat.

5. Pokud se tkanovy fez spldchne ze sklicka, je tfeba sklicka zkontrolovat zda jsou kladné
nabitd. Mezi dalsi moznosti, které by mohly nepfiznivé ovliviiovat adhezi tkdné, patff
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nedostatecné vysusenf tkénového fezu na krycim sklicku pred barvenim nebo fixace
ve formalinu, ktery nebyl vhodné neutrélné pufrovany. Tloustka tkdné mlize byt rovnéz
pfispivajici faktor.

Ndpravna opatfeni naleznete v ¢dsti Pokyny k pouZiti nebo kontaktujte technickou podporu
spolecnosti Cell Marque na adrese techsupport@cellmarque.com.
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