N-Histofine Simple Stain® AP (MULTI)
Univerzalni imuno-alkalické fosfatéza polymer, anti-mysi a anti-krélici
N-Histofine imunohistochemické barvici reagens Skladovat pii 2-8 °C

1. UVOD

Firma Nichirel vyvinula unikatni imunohistochemicky barvici postup nazvany metoda
Universalniho l mmuno-enzymového Polymeru (Ul P). Tento originalni barvici postup je patentovan
firmou Nichirei. N-Histofine Simple Stain AP (MULTI) se vyzna¢uje jak vysokou citlivosti metody
,tak Usporou ¢asu a prace pri histochemickém pouZiti.

2. SLOZENI

Tekuty pripravek, k okamzitému pouziti. N-Histofine Simple Stain AP (MULTI) (Univerzani
imuno-peroxidazovy polymer, anti-mysi a anti-krali¢i) je znaéeny polymer piipraveny spojenim
aminokyselinového polymeru s alkalickou fosfatazou a kozimi anti-mySimi a anti-krali¢imi
imunoglobuliny, redukovanymi na Fab fragment. Tento polymer je uchovavan v MOPS (3-
morfolinpropansulfonova kyselina) pufru (pH 6,5) obsahujicim stabilizétor a antibakterialni agens.

Popis N-Histofine Simple Stain AP (MULT]I) (Univerzalni imuno-peroxidazovy polymer, anti-mysi a
anti-krdlici):

Purifikovany 1gG z imunizovaného koziho séra se rozstépi na F(ab), frakce. Antigen-
specifické F(ab), jsou afinitné ¢isténé s antigenem. Absorbce na pevné fazi byla provedena s proteiny
lidského séra. Fab fragment ziskany redukci F(ab),, je pak navazan na aminokyselinovy polymer
s navazanou akalickou fosfatézou.

3. POUZITI

N-Histofine Simple Stain AP (MULT]) je uré¢en pro pouZiti v imunohistochemickych studiich;
mysi nebo krdli¢i primérni protilétky si uZivatel dodava sdm. Tato reagencie je béZné pouZitelné pro
fezy lidskych tkani fixované formaldehydem a zalité parafinem. Pro barveni fezti zmrazenych lidskych
tkani prostudujte prosim kapitolu 6. POSTUP BARVENI . Pokud se tyka pouZiti téchto reagencii
v ostatnich piipadech, kontaktujte prosim marketingové oddéleni firmy EXBIO Olomouc s.r.o. .

4. PRINCIP

Komplex antigen/protilatka/univerzalni imuno-alkalicka fosfatédza polymer vznika vazbou
UIP na primérni mysi nebo krdli¢i protildtky navazané na antigeny fezu tkéné. Enzymatické aktivita
tohoto komplexu zavisi na mnozstvi barviva a poloze antigenu.

5. BEZPECNOSTNI OPATRENI PRI POUZITi A MANIPULACI

1) Pred pouZitim si prectéte ndvod k pouZiti

2) Nepouzivejte reagencie s proSlou expiracni dobou

3) Vzorky (ptedi po fixaci; vSechen materid ktery s nimi ptiSel do styku) jsou biologickym
rizikovym materidlem, s nimz je nutno pracovat dle patti¢nych bezpe¢nostnich pravidel.

4) Inhalace nebo poziti vysoce alergického fixatoru formaldehydu je nebezpesné. Pouzivejte
ochrannou masku. Pri poziti vyvolegte zvraceni. Pri kontaminaci kiize nebo oci, dikladné
omyjte postizené misto vodou.

5) Organické reagencie jsou horlavé. Nepouzivejteje v blizkosti otevieného ohné.

6) Nikdy nepipetujte reagencie Usty a chrarite se pied jgich stykem s kizi, sliznicemi a odévem.

7) Vyvarujte se mikrobidlni kontaminaci reagencii; maZe vést k nespravnym vysledkam.

8) Vyvarujte serozstiikovani reagencii nebo vzniku aerosolu.
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6. POSTUP BARVENI

N PoZadovany material a reagencie (ngjsou soucasti dodavky)

- Primérni protilétky, mysi nebo kréli¢i

- Xylen

- 100 % etanol

- 95 % etanol

- Dobarvovaci roztok (pozadi)

- PBS pufr pH 7,6 + 0,2 (NaCl 7,75g; K.HPO, 1,50g; KH,PO, 0,20g v 1 | dest. vady)
-0,IM TBS (pH 7,5 £ 0,2) roztok A 100 ml, roztok B 100 ml, destil. voda 800 ml.
SloZeni roztoku A: C4H11NOs-CH3;COOH (pH 7,5+ 0,2) 12,119, dest.voda 1 1.
SlozZeni roztoku B: NaCl 87,669, dest. voda 1 I.

- Chromogenni substrat (N-Histofine New Fuchsin substrate kit kat.kod 415161F)
- Zkumavka pro odbér krve sEDTA.

- Reagencie pro negativni kontrolu

- Kryci sklicka

- Svéteny mikroskop

- Destilovana voda

- VIhké& komirka pro inkubaci vzorka (sklic¢ek)

- Montovaci médium

- Stopky

- Drzék na vzorky/sklicka nebo Coplinova nadoba

- Buni¢ina k osuSeni

- BFA: NaH,PO, 15mg, K,HPO, 120mg, dest.voda 30ml, aceton 45ml, formalin 25ml.
- Adhezivum pro piichyceni fezu tkéané (0,02 % poly-L-lyzin, silan atd.)

n Pripravavzorku

[Nateéry]
1. Odeberte krev do zkumavky s EDTA a udélejte nétér na sklicku.
2. Vysudte skli¢ko vzduchem 20-30 minut.
3. Fixujte buinky pomoci BFA pii 4°C 30 sekund.
4. Opléchnéte pod vodovodem 30-60 sekund.
5. Setiepejte vodu a ponoite do PBS na 5 minut.

[Pro parafinové fezy]

Pokud jsou vzorky vystaveny vysoce koncentrovanému fixacnimu reagens nebo jsou fixovana
dlouhou dobu, miZe dojit k histologické desintegraci nebo denaturaci antigenu. Pro optimalni fixaci se
zachoval ou tk&inovou morfologii a antigenni aktivitou, doporucujeme pouZivat co nejéerstvéjsi vzorky
tkané o malém rozméru (1cm x 1 cm x 0,5 cm). Dale doporucujeme tuto fixaci:

Fixacni reagens Doba fixace
10 % formal dehyd nebo pufrovany formaldehyd 24 - 48 hod
20 % formaldehyd 12 — 24 hod

Rezy (3 - 6 um silné) jsou umistény na podlozni sklicka. Pro dals manipulaci jako napt. odkryti
antigend, tepelné indukované odhal eni epitopu nebo pisobeni trypsinu, musi byt podlozni sklicko
potaZeno adhesivem napr. 0,02 % poly-L-lyzinem nebo silanem.
1. xylen
a) Ponofite sklicka do xylenu. Po 3 minutéch je vytdhnéte a setiepgte nadbytecny xylen.
b) Opakujtekrok 1.a) dvakrat s ¢erstvym xylenem

a) Ponorite sklicka do 100% etanolu. Po 3 minutéch je vytahnéte a setiepejte nadbytesny
etanol.
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b) Opakujtekrok 2.a) jedenkrét s ¢erstvym 100% etanolem.
¢) Postup zopakujte s 95% etanolem.
3. omyti
Po setfepani nadbyteiného etanolu, ponorte sklicka do PBS na 5 minut.

[Pro tkédn¢ zmrazené]
Vzorky jsou ponoieny do média (napt. OTC medium) a rychle zmrazeny v n-hexanu chlazeném
suchym ledovym acetonem nebo tekutym dusikem.
Rezy z kryostatu jsou umistény na podioZzni sklicko potaZzené adhesivem (napt. 0,02 % poly-L-lyzinem
nebo silanem) a nechaji se dobie zaschnout na vzduchu. Potom se zafixuji bud’ 100 % acetonem (10
min.) pii pokojové teploté nebo 4 % roztokem paraformal dehydu v PBS pri 4 °C s naslednym
barvenim.

Optimalni koncentrace a inkubac¢ni doba reakce primarnich protilatek musi byt otestovana.
V nékterych piipadech je doporu¢eno naredéni primarnich protilatek aby nedoslo k prebarveni.

[Kontrolni vzorky]
K posouzeni vysedki nezndmého vzorku je potieba zaroven oSetfit stejnym zpasobem pozitivni a
negativni vzorky.

n Doporucéeny postup barveni

1. Pridani a reakce priméarnich protilatek

(1) Opatrné osuste okoli fezu

(2) Pridgte 2 kapky primérni protilétky na vzorek, pozitivni a negativni kontrolu tak, aby pokryly
celou plochu fezu

(3) Propotvrzeni barvici reakce, na kontrolni skli¢ko, dejte 2 kapky negativniho kontrolniho
¢inidla (normélni sérum) misto primérnich protilatek.

(4) Inkubujte pii pokojovéteploté nebo 4 °C (podle informace na pribalovém letéku protilatek).

(5) Promyjtetiikrat 5 minut pokazdé v cerstvém PBS.

2. Pridani a reakce N-Histofine Simple Stain AP (MULTI) (Univerzalni imuno-alk. fosfatdza polymer,
anti-mysi a anti-kralici)
(1) Opatrné osuste okoli fezu
(2) Pridgte 2 kapky Simple Stain AP (MULTI) na vSechny vzorky tak, aby pokryly celou plochu
fezu. Inkubujte 30 minut pii pokojové teplote.
(3) Promyjtetiikrat 5 minut pokazdé v cerstvém PBS.
(4) Promyjtev TBS 5 minut.

3. Pridani a reakce s chromogennim substratem
(1) Opatrne osuste okoli fezu
(2) Pridgte 2 kapky chromogenu/substratu na vsechny vzorky tak, aby pokryly celou plochu fezu.
Inkubujte 5 - 20 minut pii pokojové teploté.
(3) Promyjtetiikrat 5 minut pokazdé v ¢erstvém PBS.

4. Dobarveni
(1) Ponoite vzorky do dobarvovaciho roztoku
(2) Promyjtevzorky tekouci vodou

5. Montovani preparéatu
Pri pouziti substratu New Fuchsin, na fezy pouzijeme ve vodé rozpustné montovaci médium, nebo
vzduchem vysuSime, vycistime par sekund v xylenu a aplikujeme permanentni montovaci médium.

N Interpretace vysledka
1. Mikroskopické pozorovani
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Pro zji&téni pozitivni reakce se vzorky prohlédnou pod svételnym mikroskopem. Pro
interpretaci vysledki je nezbytné provedeni vSech tii typa kontroly.

- Pozitivni kontrola
Vzorek obsahuje cilovy antigen ktery prochazi stejnym procesem jako vySetiovany neznamy vzorek
- Negativni kontrola
Vzorek neobsahuje cilovy antigen ktery prochézi stejnym procesem jako vySettovany nezndmy
vzorek
- Kontrola reakce
Zpracuje se kontrolni vzorek stenym procesem jako vySetiovany testovany vzorek, avsak misto
primarni protilatky se pouZije negativni kontrolni reagens. Pokud je tento vzorek zbarven, doslo
pravdépodobng k nespecifické reakci navazanim na nespecificky protein.

7. SKLADOVANI

Skladujte v temnu pri 2 -8 °C.

8. OMEZENI

Tkénové barveni zavisi také na manipulaci a procesech, kterymi tkan proSla pred barvenim.
Nevhodna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, osuSeni, zahtéti nebo rezani mize vést
k nespravnym nebo Spatnym vysledkam.

Pokud pouZijete k barveni stary ¢i nepufrovany fixagni prostiedek, nebo kdyz dojde
k nadmérnému zahiati pii vkladani do média pro fezani ¢i behem umisténi na podlozni sklicko,
nemusi byt vysledky barveni optimalni.

Nespravné vysledky barveni mohou vzniknout z davodu vazby na nespecifické proteiny.
Ackoliv N-Histofine Simple Stain AP (MULTI) nevyZaduje zvI&3tni pouZiti blokatoru, v nékterych
pripadech maze aplikace blokétoru pred inkubaci s priméarni protilatkou vést k potlaceni nezadouciho
zabarveni pozadi.

9. PODMINKY POUZITI

Prodejci a distributoii Nichirel, ani firma Nichirei Corporation nejsou zodpovédni za piimé i nepiimé
prestupky proti mistnim zakoniam a patentam vzniklé pouZitim N-Histofine Simple Stain AP
(MULTI), ani za poruSeni patentovych prav vzniklych nespravnym pouZitim vyrobka.

10. PROBLEMY A JEJICH RESENI

Problém
o Nedoslo k zbarveni nebo pouze slabému zbarveni u pozitivni kontroly a nezndmého vzorku.

Mozna pricina - ReSeni
1. Vyschnuti vzorka béhem barveni.
- Nenechte vzorky zaschnout.
2. Dodlo k pouziti nevhodného média pro zaliti do bloku nebo k nedostate¢nému odstranéni parafinu
zevzorku.
- @) Pouzijte vhodné médium nebo zcela odstraite parafin ze vzorku
b) Vyménite xylen/etanol za novy
3. V pufru je pritomen azid sodny ktery inaktivoval peroxidazu.
- @) PouZzijte pufr bez NaN3
b) Pouzijtejiny pufr
4. DoSlo k neadekvatni inkubaci enzymu a protilatky
- a) Vymente stary chromogenni substrét
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b) Odstraite po kazdém promyti piebytecny roztok
c) DodrZte spravny ¢as pro reakci s protilatkou. Kazda primarni protilatka vyZaduje jiny
¢as po pridani.

o Neznamy vzorek neni zbarven a pozitivni kontrola ano

1. Antigen byl denaturovan nebo zamaskovan béhem fixace nebo zal évani
- @) Ne&které antigeny jsou citlivé nafixaci a zalévani do blocki. PouZijte slabsi fixacni
reagens a zkrat'te dobu fixace
b) U nékterych tkani je nutna piiprava pied barvenim vedouci k odmaskovani antigent
(Antigen Recovery, HIER)

2. Antigen byl zni¢en autolyzou
- Pouzijte tkéné ziskané biopsii nebo chirurgicky, pokud jeto mozné

3. Natezu je ptitomno mélo antigena
- Prodiuzte dobu inkubace

o Dodlo k intenzivnimu zbarveni pozadi na v3ech skli¢kéch

1. Nebyla celkové zablokovéna enzymaticka aktivita
- Ujistéte se Ze proces inaktivace endogennich peroxidaz probehl spravné
2. Dodlo k tvorbé nespecifickych vazeb
- Pred pridanim primérnich protilatek pridejite 10 % kozi sérum
3. Autolyzou vznikl v histologickych roztocich prebytek antigent
- Pokud je to mozné pouZzijte ¢erstvou tkan
4. Nebyl spravné odstranén parafin
- Vyméite xylen/etanol za novy
5. Nebyla spravné vymyta proilatka
- Zgjistéte peclivé vymyti protilatky
6. Vysoka teplota v laboratori urychlila enzymatickou reakci
- @) UdrZujte teplotu laboratore na 15 - 20 °C
b) Zkrat'te reakeni dobu

o Béhem barveni do3lo k odloupnuti vzorku od podlozniho skla

1. Nekteré antigeny vyZaduji tepelné indukované odhal eni nebo delSi reakeni ¢as s primarni
protilatkou coz maze vést k snadnému odloupnuti vzorku/fezu od podlozniho skla

- Pokladejte fezy pouze na podlozni skli¢ka potazend adhezivem (napi. 0,02 % poly-L -lyzinem nebo
silanem)
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