N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI)
Univerzani imuno-peroxidazovy polymer, anti-mysi a anti-krdlici
N-Histofine imunohistochemické barvici reagens ~ Skladovat pii 2-8 °C

1. UvVOD

FirmaNichire vyvinulajedinecny imunohistochemicky barvici postup nazvany metoda Univer salniho
Immuno-enzymového Polymeru (UIP). Tento originani barvici postup je patentovan firmou Nichirei. N-
Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) se vyznaiuje jak vysokou citlivosti metody tak Usporou ¢asu pri
hi stochemickém pouziti.

2. SLOZENI

Tekuty pripravek, k okamzitému pouZiti. N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) (Univerzalni
imuno-peroxidazovy polymer, anti-mysi a anti-krdici) je znateny polymer pripraveny spojenim
aminokyselinového polymeru s peroxidazou a kozimi anti-mySimi aanti-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 MAX PO (MULTI) (Univerzalni imuno-peroxidazovy polymer, anti-mysi a anti-
kralici):
Purifikované IgG z imunizovaného koziho séra se rozstépi na F(ab), frakce. Antigen-specifické F(ab),

jsou afinitné ¢iseéné 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 peroxidazou.

3. POUZITI

N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) je navrzen na pouziti v imunohistochemickych studiich;
mysi nebo krali¢i priméarni protilatky si uzivatel dodava sam. Tato reagencie je bézné pouzitelna 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.0. .

4. PRICIP

Komplex antigen/protilatka/univerzalni imuno-peroxidazovy polymer vzniké vazbou UIP na primarni
mysi nebo kraliéi protilatky navazané na antigeny rezu tkané. Enzymatické aktivita tohoto komplexu zavisi na
mnozstvi barviva a poloze antigenu.

5. BEZPECNOSTNi OPATRENI PRI POUZITiI A MANIPULACI

1) Pred pouzitim s prestéte ndvod k pouZiti

2) Nepouzivejte reagencie s prodou expiraéni dobou

3) Vzorky (ptedi po fixaci; vSechen materid ktery s nimi prisel do styku) jsou biol ogickym rizikovym
materidlem, snimz je nutno pracovat dle pattiénych bezpecnostnich pravidd.

4) Inhalace nebo poziti vysoce alergického fixatoru formaldehydu je nebezpecné. PouZivejte ochrannou
masku. Pfi poziti vyvolejte zvraceni. P¥i kontaminaci kiize nebo oci, ditkladné omyjte postizené misto
vodou.

5) Organické reagenciejsou horlavé. NepouZivejte je v blizkosti otevieného ohng.

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

7) Vyvarujte se mikrobialni kontaminaci reagencii; miaze vést k nespravnym vysl edkam.

8) Vyvarujte serozstiikovani reagencii nebo vzniku aerosolu.

6. POSTUP BARVENI
n PoZadovany materid areagencie (ngsou soucasti dodavky)
- Primarni protil&ky, mysi nebo kralici

- Xylen
- 100 % etanol
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- 95 9% etanal

- Dobarvovaci roztok

- 3% roztok peroxidu vodiku v absolutnim metanolu (1 dil 30 % H,0,, 9 dilt absolutniho metanolu)
- PBS pufr pH 7,6 + 0,2 (NaCl 7,75g; K,HPO, 1,50g; KH,PO, 0,20g v 1| dest. vody)
- Adhezivum pro prichyceni fezu tkéné (0,02 % poly-L-lyzin, silan atd.)

- Reagencie pro negativni kontrolu

- Kryci sklicka

- Svételny mikroskop

- Destilovana voda

- VIhké komuirka pro inkubaci vzorkua (sklicek)

- Montovaci médium

- Stopky

- Drzé&k na vzorky/skli¢cka nebo Coplinova nadoba

- Buni¢ina k osuseni

- Chromogenni substréat (N-Histofine Simple Stain AEC roztok)

Nichirei vyvinul jednoduchy chromogenni substrét k okamzitému pouZziti nazvany N-Histofine Simple Stain
Substrate Solution. Nichirei doporucuje nadedujici

Nazev vyrobku 500 vzorkt 1500 vzorki
AEC N-Histofine Simple Stain AEC Kéd: 415182F Kéd: 415184F
DAB* N-Histofine Simple Stain DAB Kéd: 415172F Kaéd: 415174F

* - Tento piipravek je ve vyvoji

n Priprava vzorku

[Pro parafinové iezy]

Pokud jsou vzorky vystaveny vysoce koncentrovanému fixacnimu reagens nebo jsou fixovana dlouhou dobu,
muZe dojit k histologické desintegraci nebo denaturaci antigenu. Pro optimalni fixaci se zachovalou tk&iovou
morfologii a antigenni aktivitou, doporucujeme pouzivat co nejéerstvéjsi vzorky tkané o malém rozmeéru (1em x
1cmx0,5cm).

Fixatni reagens Doba fixace
10 % formaldehyd nebo pufrovany formaldehyd 24 - 48 hod
20 % formaldehyd 12 —24 hod

[Pro tkéné zmrazené]
Vzorky jsou ponoreny do média (napt. OTC medium) arychle zmrazeny v n-hexanu chlazeném suchym
ledovym acetonem nebo tekutym dusikem.

n Pripravatezi

[Pro parafinové iezy]

Rezy (3 - 6 um silné) jsou umistény na podlozni sklicka. Pri dal& manipulaci jako napt. odkryti antigent,
tepelné indukované odhal eni epitopu nebo piisobeni trypsinu, musi byt podlozni sklicko potazeno adhesivem
napt. 0,02 % poly-L-lyzinem nebo silanem.

[Pro tkéné zmrazené]
Rezy z kryostatu jsou umistény na podlozni skli¢ko potazené adhesivem (napi. 0,02 % poly-L-lyzinem nebo
silanem) a nechaji se dobie zaschnout na vzduchu. Potom se zafixuji bud’ 100 % acetonem (10 min.) pii
pokojoveé teploté nebo 4 % roztokem paraformaldehydu v PBS pii 4 °C s ndslednym barvenim.

Optimalni koncentrace ainkubaéni doba reakce priméarnich protildtek musi byt otestovana. V nékterych
piipadech je doporuéeno naiedéni primarnich protilatek aby nedodo k pirebarveni.

Pokud fezy/vzorky obsahuji pouze mald mnozstvi endogenni peroxidazy, erytrocyti a granul ocytd,
muZe se vynechat krok inaktivace endogenni peroxidazy.

[Kontrolni vzorky]

K posouzeni vydedk neznamého vzorku je potieba zéroven vysetiit steinym zpisobem pozitivni a negativni
vzorky.
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N Deparafinizace arehydratace
1. Pouziti xylenu
(1) Ponoite vzorek do xylenu. Po 3 minutach vzorek vyjméte a xylen odstraite ze sklicka. (2) Zopakujte
jesté 2 x s cistym xylenem.
2. Pouziti etanolu
(1) Ponoite vzorek do 100 % etanolu. Po 3 minutéch vzorek vyjméte a 100 % etanol odstranite ze sklicka.
(2) Zopakuijte jeste 2 x s &istym 100 % etanolem.
(3) Nyni 2 x opakujte kroky 1 a2 s 95 % etanolem.
3. Promyti
Po odstranéni etanolu ponoite vzorky na5 minut do PBS.

n Doporuceny postup barveni

1. Inaktivace endogenni peroxidazy
(1) Opatrné osuste okoli fezu
(2) Ponotite vzorek(y) do roztoku 3 % H,O, v absolutnim metanolu na 10 minut pii pokojové teploté
(3) Promyjte 3 x 5 minut v PBS.

2. Pridani areakce priméarnich protilatek

(1) Opatrné osuste okoli fezu

(2) Pridejte 2 kapky primarni protilatky na vzorek, pozitivni anegativni kontrolu tak, aby pokryly celou
plochu fezu

(3) Propotvrzeni barvici reakce, na kontrolni sklicko, dgjte 2 kapky negativniho kontrolniho ¢inidla
(norméni sérum) misto primarnich protil aek.

(4) Inkubujte pti pokojové teploté nebo 4 °C (podle informace na piibal ovém letdku protilatek).

(5) Promyjte 3 x 5 minut v PBS.

3. Pridani areakce N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) (Univerzani imuno-peroxidazovy polymer,
anti-mysi a anti-krdlici)
(1) Opatrné osuste okoli fezu
(2) Pridgte 2 kapky Simple Stain MAX PO (MULTI) navsechny vzorky tak, aby pokryly celou plochu
fezu. Inkubujte 30 minut pii pokojové teploté.
(3) Promyjte 3 x 5 minut v PBS.

4. Pridani areakce s chromogennim substratem
(1) Opatrné osuste okoli fezu
(2) Pridgte 2 kapky chromogenu/substratu na vsechny vzorky tak, aby pokryly celou plochu fezu.
Inkubujte 5 - 20 minut pfi pokojové teploté.
(3) Promyjte 3 x 5 minut destilovanou vodou.

5. Dobarveni
(1) Ponotite vzorky do dobarvovaciho roztoku
(2) Promyjte vzorky tekouci vodou

6. Montovani preparétu

P¥i pouziti substratu rozpustném v alkoholu (AEC), setezy zaliji vodou rozpustnym médiem bez dal i
manipulace. PYi pouziti substratu v alkoholu nerozpustném (DAB), se vzorky po promyti vodou, dehydrataci
v alkoholovém gradientu a progi&téni xylenem zaliji permanentnim médiem.

N Interpretace vys edki
1. Mikroskopické pozorovani

Pro zji&téni pozitivni reakce se vzorky prohlédnou pod svételnym mikroskopem. Pro interpretaci
vydedki je nezbytné provedeni vSech tii typi kontroly.

- Pozitivni kontrola

Vzorek obsahuje cilovy antigen ktery prochazi stejnym procesem jako vySetiovany neznamy vzorek
- Negativni kontrola

Vzorek neobsahuje cilovy antigen ktery prochazi stejnym procesem jako vySetfovany neznamy vzorek
- Kontrolareakce
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Zpracuje se kontrolni vzorek stginym procesem jako vySetiovany testovany vzorek, avSak misto primarni
protilatky se pouzije negativni kontrolni reagens. Pokud je tento vzorek zbarven, dodlo pravdépodobné
k nespecifické reakci navazanim na nespecificky protein.

7. SKLADOVANI

Skladujte v temnu piti 2 —8 °C.

8. OMEZENI

Tkéaiové barveni zavisi také na manipulaci a procesech, kterymi tkai proda pied barvenim. Nevhodna
fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, osuSeni, zahi'dti nebo fezani maze vést k nespravnym nebo Spatnym
vysedkim.

Pokud pouzijete k barveni stary ¢i nepufrovany fixaéni prostredek, nebo kdyz dojde k nadmérnému
zahtati pii vkladani do média pro fezani ¢i béhem umisténi na podlozni sklicko, nemusi byt vysledky barveni
optimalni.

Nespravneé vysledky barveni mohou vzniknout z diivodu vazby na nespecifické proteiny. Ackoliv N-
Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) nevyzaduje zvla&ni pouziti blokatort, v nékterych pripadech mize
aplikace blokatoru pied inkubaci s primarni protilatkou vést k potlaceni nezadouciho barveni pozadi.

9. PODMINKY POUZITI

Prodeici a digtributoti Nichirei, ani firma Nichirel Corporation nejsou zodpovédni za ptimé i neprimé pirestupky
proti mistnim zakonim a patentim vzniklé pouzitim N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULT]), ani za
poruseni patentovych prév vzniklych nespréavnym pouzitim vyrobki.

10. PROBLEMY A JEJICH RESENI

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

Mozna pricina - ReSeni
1. Vyschnuti vzorkd béhem barveni.
- Nenechte vzorky zaschnout.
2. Dodlo k pouziti nevhodného média pro zaliti do bloku nebo k nedostateinému odstranéni parafinu ze vzorku.
- @) Pouzijte vhodné médium nebo zcela odstraiite parafin ze vzorku
b) Vymeéite xylen/etanol zanovy
3.V pufru je pritomen azid sodny ktery inaktivoval peroxidazu.
- @) PouZijte pufr bez NaNs
b) Pouzijte jiny pufr
4. Do o k neadekvétni inkubaci enzymu a protilatky
- @) Vymeéiite stary chromogenni substrat
b) Odstraiite po kazdém promyti piebytecny roztok
c) Dodrzte spravny &as pro reakci s protilatkou. Kazda primérni 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
- @) Nékteré antigeny jsou citlivé nafixaci a zalévani do blockia. Pouzijte slabsi fixaéni reagensa
zkrat'te dobu fixace
b) U nekterych tkani je nutna piiprava pred barvenim vedouci k odmaskovani antigena (Antigen
Recovery, HIER)

2. Antigen byl zni¢en autolyzou
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- Pouzijte tkané ziskané biopsii nebo chirurgicky, pokud je to mozné

3. Naiezu je piitomno mélo antigent
- ProdluZte dobu inkubace

o Dodo k intenzivnimu zbarveni pozadi na vSech sklickach

1. Nebyla celkové zablokovana enzymatickd aktivita
- Ujistéte se Ze proces inaktivace endogennich peroxidéz probéhl spravné
2. Dodlo k tvorbe nespecifickych vazeb
- Pred pridanim priméarnich protilatek pridejte 10 % kozi sérum
3. Autolyzou vznikl v histologickych roztocich prebytek antigent
- Pokud je to mozné pouzijte Cerstvou tka
4. Nebyl sprévné odstranén parafin
- Vyméiite xylen/etanol zanovy
5. Nebyla spravné vymyta proilatka
- Zajistéte peclivé vymyti protilatky
6. Vysokéa teplota v laboratofi urychlila enzymatickou reakci
- @) UdrZujte teplotu laboratoie na 15 - 20 °C
b) Zkrat'te reakéni dobu

o B&hem barveni dod o k odloupnuti vzorku od podlozniho skla
1. Nékteré antigeny vyzaduji tepelné indukované odhal eni nebo delSi reakeni ¢as s primarni protilétkou coz

muZe vést k snadnému odloupnuti vzorku/fezu od podlozniho skla
- Pokladejte fezy pouze na podlozni skli¢ka potazena adhezivem (napi. 0,02 % paly-L-lyzinem nebo silanem)
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