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NICHIREI BIOSCIENCES INC.
6-19-20, Tsukiji, Chuo-ku, Tokyo 104-8402, JAPAN
Phone: 81-3-3248-2208 Facsimile: 81-3-3248-2243

N-Histofine C€

N-Histofine Simple Stain® AP (MULTI)

Univerzalni imuno-polymer s alkalickou fosfatazou, anti-mysi a anti-kralic¢i
N-Histofine imunohistochemické barvici reagens Skladovat pii 2-8 °C

Diagnostika dodavana:

17 ml. X 1 lahvicka (170 testd) kod : 414261F
17 ml. X 3 lahvicky (500 testlt) kod: 414262F
Vyrobeno v Japonsku

1. UVOD
Firma Nichirei vyvinula unikatni imunohistochemicky barvici postup nazvany metoda Universalniho Immuno-
enzymového Polymeru (UIP). Tento originalni barvici postup je patentovan firmou Nichirei. N-Histofine Simple Stain
AP (MULTI) se vyznacuje jak vysokou citlivosti metody ,tak Gisporou ¢asu a prace pii histochemickém pouziti.
2. SLOZENI
Tekuty ptipravek, k okamzitému pouziti. N-Histofine Simple Stain AP (MULTI) (Univerzalni imuno-
peroxidazovy polymer, anti-mysi a anti-krali¢i) je znaceny polymer pfipraveny spojenim aminokyselinového polymeru
s alkalickou fosfatdzou 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 stabilizator a
antibakterialni agens.
Popis N-Histofine Simple Stain AP (MULTTI) (Univerzalni imuno-peroxidazovy polymer, anti-mysi a anti-krali¢i):
Purifikovany IgG z imunizovaného koziho séra se rozstépi na F(ab), frakce. Antigen-specifické F(ab), jsou
afinitné Cisténé s antigenem. Absorbce na pevné fazi byla provedena s proteiny lidského séra. Fab fragment ziskany
redukei F(ab),, je pak navazan na aminokyselinovy polymer s navazanou alkalickou fosfatazou.
3. POUZITI
N-Histofine Simple Stain AP (MULTI) je ur¢en pro pouziti v imunohistochemickych studiich; mysi nebo krali¢i
primarni protilatky si uzivatel dodava sam. Tato reagencie je bézné pouzitelna pro fezy lidskych tkani fixované
formaldehydem a zalité parafinem. Pro barveni fezl zmrazenych lidskych tkani prostudujte prosim kapitolu 6. POSTUP
BARVENI. Pokud se tyka pouziti téchto reagencii v ostatnich pripadech, kontaktujte prosim marketingové oddéleni
firmy EXBIO Olomouc s.r.0. .
4. PRINCIP
Komplex antigen/protilatka/univerzalni imuno-alkalicka fosfataza polymer vznika vazbou UIP na primarni mysi
nebo krali¢i protilatky navazané na antigeny fezu tkané. Enzymaticka aktivita tohoto komplexu zavisi na mnozstvi
barviva a poloze antigenu.
5. BEZPECNOSTNI OPATRENI{ PRI POUZITi A MANIPULACI
1) Pied pouzitim si pieététe navod k pouziti
2) Nepouzivejte reagencie s proslou expira¢ni dobou
3) Vzorky (pied i po fixaci; vSechen material ktery s nimi pfiSel do styku) jsou biologickym rizikovym materialem,
S nimz je nutno pracovat dle patfi¢nych bezpe¢nostnich pravidel.
4) Inhalace nebo poziti vysoce alergického fixatoru formaldehydu je nebezpecné. Pouzivejte ochrannou masku. Pfi
poziti vyvolejte zvraceni. Pfi kontaminaci klize nebo o¢i, ditkkladné omyjte postizené misto vodou.
5) Organické reagencie jsou hotlavé. Nepouzivejte je V blizkosti otevieného ohné.
6) Nikdy nepipetujte reagencie Usty a chrante se pied jejich stykem s kizi, sliznicemi a odévem.
7) Vyvarujte se mikrobialni kontaminaci reagencii; mize vést k nespravnym vysledkim.
8) Vyvarujte se rozstiikovani reagencii nebo vzniku aerosolu.
9) Pouze pro vyzkum , ne pro diagnostické pouziti.

6. POSTUP BARVENI
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B Pozadovany material a reagencie (nejsou soucasti dodavky)

- Primarni protilatky, mysi nebo kralici

- 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. vody)
- 0,IM TBS (pH 7,5 + 0,2) roztok A 100 ml, roztok B 100 ml, destil. voda 800 ml.
Slozeni roztoku A: C4H;;NO3;-CH;COOH (pH 7,5 £ 0,2) 12,11g, dest.voda 1 1.
Slozeni roztoku B: NaCl 87,669, dest. voda 1 I.

- Chromogenni substrat (N-Histofine New Fuchsin substrate kit kat.kéd 415161F)

B Piiprava vzorku

[Natéry]
1. Odeberte krev do zkumavky s EDTA a udélejte natér na sklicku.
2. Vysuste sklicko vzduchem 20-30 minut.
3. Fixujte bunky pomoci BFA pii 4°C 30 sekund.
4. Opléachnéte 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 zachovalou tkanovou morfologii a antigenni
aktivitou, doporucujeme pouzivat co nejéerstveéjsi vzorky tkan€ o malém rozméru (1ecm x 1 cm x 0,5 cm). Dale
doporucujeme tuto fixaci:

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

Rezy (3 - 6 um silné) jsou umistény na podlozni skli¢ka. Pro dalsi manipulaci jako napt. odkryti antigent, tepelnd
indukované odhaleni epitopu nebo pusobeni trypsinu, musi byt podlozni skli¢ko potazeno adhesivem napi. 0,02 % poly-
L-lyzinem nebo silanem.
1. xylen
a) Ponoite sklicka do xylenu. Po 3 minutach je vytahnéte a setfepejte nadbytecny xylen.
b) Opakujte krok 1.a) dvakrat s ¢erstvym xylenem
2. etanol
a) Ponoite sklicka do 100% etanolu. Po 3 minutach je vytahnéte a setfepejte nadbytecny etanol.
b) Opakujte krok 2.a) jedenkrat s erstvym 100% etanolem.
c) Postup zopakujte s 95% etanolem.
3. omyti
Po setfepani nadbyte¢ného etanolu, ponofte sklicka do PBS na 5 minut.

[Pro tkan¢€ zmrazené]
Vzorky jsou ponofeny do média (napt. OTC medium) a rychle zmrazeny v n-hexanu chlazeném suchym ledovym
acetonem nebo tekutym dusikem.
Rezy z kryostatu jsou umistény na podlozni skli¢ko potazené adhesivem (napft. 0,02 % poly-L-lyzinem nebo silanem) a
nechaji se dobfe zaschnout na vzduchu. Potom se zafixuji bud’ 100 % acetonem (10 min.) pfi pokojové teploté nebo 4 %
roztokem paraformaldehydu v PBS pii 4 °C s naslednym barvenim.

Optimalni koncentrace a inkubacni doba reakce primarnich protilatek musi byt otestovana. V nékterych ptipadech
je doporuceno nafedéni primarnich protilatek aby nedoslo k ptebarveni.
Pokud sekce obsahuji malo endogenni peroxidazy, malo erytrocytti a malo granulocytd, muze byt kaleni endogenni
peroxidazy vynechano.

[Kontrolni vzorky]
K posouzeni vysledkll neznamého vzorku je potfeba zaroven osetfit stejnym zpisobem pozitivni , negativni vzorky a
kontrolni vzorky pro interpretaci vysledku zabarveni.
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B Doporuceny postup barveni

1. Pfidani a reakce primarnich protilatek
(1) Opatrné osuste okoli fezu
(2) Pridejte 2 kapky primarni protilatky na vzorek, pozitivni a negativni kontrolu tak, aby pokryly celou plochu fezu
(3) Pro potvrzeni barvici reakce, na kontrolni sklicko, dejte 2 kapky negativniho kontrolniho ¢inidla (normalni
sérum) misto primarnich protilatek.
(4) Inkubujte pti pokojové teploté nebo 4 °C (podle informace na piibalovém letaku protilatek).
(5) Promyjte tfikrat 5 minut pokazdé v ¢erstvém PBS.

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

3. Pfidani a reakce s chromogennim substratem
(1) Opatrné osuste okoli fezu
(2) Ptidejte 2 kapky chromogenu/substratu na v§echny vzorky tak, aby pokryly celou plochu fezu. Inkubujte 5 - 20
minut pii pokojové teploté.
(3) Promyjte trikrat 5 minut pokazdé v ¢erstvém PBS.

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

5. Montovani preparatu
Pti 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.

B Interpretace vysledkl
1. Mikroskopické pozorovani

Pro zjisténi pozitivni reakce se vzorky prohlédnou pod svételnym mikroskopem. Pro interpretaci vysledki je
nezbytné provedeni vSech tfi typl kontroly.

- Pozitivni kontrola
Vzorek obsahuje cilovy antigen ktery prochazi stejnym procesem jako vySetfovany nezndmy vzorek
- Negativni kontrola
Vzorek neobsahuje cilovy antigen ktery prochazi stejnym procesem jako vySetfovany neznamy vzorek
- Kontrola reakce
Zpracuje se kontrolni vzorek stejnym procesem jako vySetfovany testovany vzorek, avSak misto primarni protilatky se
pouzije negativni kontrolni reagens. Pokud je tento vzorek zbarven, doslo pravdépodobné k nespecifické reakci
navazanim na nespecificky protein.
7. SKLADOVANI
Skladujte v temnu pii 2 — 8 °C.
8. OMEZENI
Tkanové barveni zavisi také na manipulaci a procesech, kterymi tkan prosla pted barvenim. Nevhodna fixace,
zmrazeni, rozmrazeni, promyti, osuseni, zahfati nebo fezani mize vést k nespravnym nebo $patnym vysledkdm.
Pokud pouzijete k barveni stary ¢i nepufrovany fixa¢ni prostfedek, nebo kdyz dojde k nadmérnému zahtati pti
vkladani do média pro fezani ¢i béhem umisténi na podlozni sklicko, nemusi byt vysledky barveni optimalni.
Nespravné vysledky barveni mohou vzniknout z divodu vazby na nespecifické proteiny. Ac¢koliv N-Histofine
Simple Stain AP (MULTI) nevyzaduje zvla$tni pouziti blokatort, v né€kterych piipadech mize aplikace blokatoru pred
inkubaci s primarni protilatkou vést k potlaceni nezddouciho zabarveni pozadi.

9. PODMINKY POUZITI
N-Histofine Simple Stain AP (MULT]I) je navrZen pouze pro pouziti ve vyzkumu, ne pro terapeutické a diagnostické
pouziti. Prodejci a distributofi Nichirei, ani firma Nichirei Corporation nejsou zodpovédni za ptimé i neptimé prestupky



Kvéten 2019

proti mistnim zakontim a patentiim vzniklé pouZzitim N-Histofine Simple Stain AP (MULT]I), ani za poruseni patentovych
prav vzniklych nespravnym pouZzitim vyrobku.

10. PROBLEMY A JEJICH RESENI

Problém

Mozné pticiny

Reseni

Nedoslo k zbarveni nebo pouze
slabému zbarveni u pozitivni kontroly
a neznamého vzorku.

Neznamy vzorek neni zbarven a
pozitivni kontrola ano

Doslo k intenzivnimu zbarveni pozadi
na vsech sklickach

Béhem barveni doslo k odloupnuti
vzorku od podlozniho skla

1. Vyschnuti vzorkli béhem barveni.
2. Doslo k pouziti nevhodného média
pro zaliti do bloku nebo

k nedostate¢nému odstranéni parafinu
ze vzorku

3. Doslo k neadekvatni inkubaci
enzymu a protilatky

1. Antigen byl denaturovan nebo
zamaskovan béhem fixace nebo
zalévani

2. Antigen byl znicen autolyzou

3. Nafezu je pfitomno malo antigenti

1. Nebyla celkové zablokovana
enzymaticka aktivita

2. . Doslo k tvorbé nespecifickych
vazeb

3. Autolyzou vznikl v histologickych
roztocich prebytek antigent

4. Nebyl spravné odstranén parafin
5. Nebyla spravné vymyta protilatka
6. Vysoka teplota v laboratofi
urychlila enzymatickou reakci

7. Vysuseni vzorkli béhem barveni po
reagenciich

1. Nékteré antigeny vyzaduji tepelné
indukované odhaleni nebo delsi
reak¢ni Cas s primarni protilatkou coz
mize vést k snadnému odloupnuti
vzorku/fezu od podlozniho skla

1. Nenechte vzorky zaschnout

2. Pouzijte vhodné médium nebo
zcela odstraiite parafin ze vzorku
2. Vyméite xylen/etanol za novy

3. Vymeéiite stary chromogenni
substrat

3. Odstraiite po kazdém promyti
piebytecny roztok

3. Dodrzte spravny ¢as pro reakci
s protilatkou. Kazda primarni
protilatka vyzaduje jiny Cas po
pridani.

1. Nékteré antigeny jsou citlivé na
fixaci a zalévani do blocku. PouZijte
slabsi fixacni reagens a zkrat'te dobu
fixace

1. U nékterych tkéni je nutna
ptiprava pted barvenim vedouci

k odmaskovani antigentl (Antigen
Recovery, HIER)

2. Pouzijte tkané ziskané biopsii nebo
chirurgicky, pokud je to mozné

3. Prodluzte dobu inkubace

1. ptidejte Levamisol do roztoku
chromogenu/substratu. Ke snizeni
aktivity endogennich enzymi se
pouziva roztok chromogenu/substratu
obsahujici ImM Levamisol.
2. Pted ptidanim primarnich protilatek
ptidejte 10 % kozi sérum
3. Pokud je to mozné pouzijte
Cerstvou tkan
4. Vymente xylen/etanol za novy
5. Zajistéte peclivé vymyti protilatky
6. Vysoka teplota v laboratofi
urychlila enzymatickou reakci

6. Zkrat'te reak¢ni dobu
7. Nenechte vzorky zaschnout

1. Pokladejte fezy pouze na podlozni
sklicka potazena adhezivem (napf.
0,02 % poly-L-lyzinem nebo
silanem).
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