N-Histofine Simple Stain® AP (M)
Univerzalni imuno-alkalicka fosfatdza polymer, anti-mysi
N-Histofine imunohistochemické barvici reagens Skladovat pri 2-8 °C

1. UVOD

Firma Nichirei vyvinula jedine¢ny imunohistochemicky barvici postup nazvany
metoda Universalniho |mmuno-enzymového Polymeru (UIP). Tento originalni barvici
postup je patentovan firmou Nichirei. N-Histofine Simple Stain AP (M) se vyznaduje jak
vysokou citlivosti metody tak Usporou ¢asu a préce pri histochemickém poutZiti.

2. SLOZENI

Tekuty pripravek, k okamzitému pouZziti. N-Histofine Simple Stain AP (M)
(Univerzalni imuno-peroxidazovy polymer, anti-mysi) je znaceny polymer piipraveny
spojenim aminokyselinového polymeru s alkalickou fosfatézou a kozimi anti-mysimi
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 (M) (Univerzalni imuno-peroxidézovy polymer, anti-

mysi):

Purifikované |gG z imunizovaného koziho séra se roz&épi na F(ab), frakce. Antigen-
specifické F(ab), jsou afinitné ¢idténé s antigenem. Absorbce na pevné fazi byla provedena
s proteiny lidského séra. Fab fragmentent ziskany redukci F(ab),, je pak navazan na

aminokyselinovy polymer s navézanou alkalickou fosfatézou.

3. POUZITI

N-Histofine Simple Stain AP (M) je navrZen na pouZiti v imunohistochemickych
studiich; mysi primérni protilétky si uZivatel dodava sdm. Tato reagencie je béZné pouZitelna
pro tezy lidskych tkani fixované formaldehydem a zalité parafinem. Pro barveni rezi
zmrazenych lidskych tkani prostudujte prosim kapitolu 6. POSTUP BARVENI. Pokud se
tyk& pouZziti téchto reagencii v ostatnich piipadech, 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 protilatky navézané na antigeny iezu tkané. Enzymaticka
aktivita tohoto komplexu zavisi na mnoZstvi barviva a poloze antigenu.

5. BEZPECNOSTNIi OPATRENI PRI POUZITIi A MANIPULACI

1) Pred pouzitim si prectéte navod k pouZiti

2) NepouZivejte reagencie s proSou expiracni dobou

3) Vzorky (pred i po fixaci; vSechen materia ktery s nimi ptiSel do styku) jsou
biologickym rizikovym materidlem, s nimz je nutno pracovat dle patti¢nych
bezpecnostnich pravidel.
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4) Inhalace nebo poziti vysoce alergického fixéatoru formaldehydu je nebezpecné.
Pouzivejte ochrannou masku. Pri poZiti vyvolejte zvraceni. Pri kontaminaci kuZe nebo
oci, dikladné omyjte postiZzené misto vodou.

5) Organické reagencie jsou hoilavé. Nepouzivejte je v blizkosti otevieného ohng.

6) Nikdy nepipetujte reagencie Usty a chraiite se pred jejich stykem s kuzi, sliznicemi a
odévem.

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

8) Vyvarujte serozstiikovani reagencii nebo vzniku aerosolu.

6. POSTUP BARVENI

N PoZadovany materidl areagencie (nejsou soucasti dodavky)

- Primarni protilatky, mysi

- Xylen

- 100 % etanol

- 95 % etanol

- Dobarvovaci roztok (pozadi)

- PBS pufr pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g; K;HPO4 1,50g; KH2PO4 0,20g v 1 | dest. vody)
-0,AM TBS (pH 7,5 + 0,2) roztok A 100 ml, roztok B 100 ml, destil. voda 800 ml.
SloZeni roztoku A: C4H1:NO3s-CH3COOH (pH 7,5+ 0,2) 12,119, dest.voda 1 1.
SloZeni roztoku B: NaCl 87,66g, dest. voda 1 1.

- Chromogenni substrét (N-Histofine New Fuchsin substrate kit kat.kod 415161F)
- zZkumavka pro odbér krve SEDTA.

- Reagencie pro negativni kontrolu

- Kryci sklicka

- Svételny mikroskop

- Degtilovana voda

- VIhk& komurka pro inkubaci vzorkua (sklicek)

- Montovaci médium

- Stopky

- Drzék navzorky/sklicka nebo Coplinova nddoba

- Buni¢ina k osuSeni

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

n Priprava vzorku

[Nétery]

Odeberte krev do zkumavky s EDTA a udélejte natér na sklicku.
Vysudte sklicko vzduchem 20-30 minut.

Fixujte buniky pomoci BFA pti 4°C 30 sekund.

Opléchnéte pod vodovodem 30-60 sekund.

Setieste vodu a ponoite do PBS na 5 minut.

b wbdpE

[Pro parafinové iezy]

Pokud jsou vzorky vystaveny vysoce koncentrovanému fixa¢nimu reagens nebo jsou fixovéna
dlouhou dobu, miZe dojit k histologickeé desintegraci nebo denaturaci antigenu. Pro optimalni
fixaci se zachovalou tk&iovou morfologii a antigenni aktivitou, doporu¢ujeme pouZivat co
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nejéerstvéjsi vzorky tkdné o malém rozmeéru (1cm x 1 cm x 0,5 cm). Dale doporu¢ujeme tuto

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

Rezy (3 - 6 um silné) jsou umistény na podiozni sklicka. Pri dal&i manipulaci jako napr.
odkryti antigend, tepelné indukované odhaleni epitopu nebo piisobeni trypsinu, musi byt
podlozni sklicko potazeno adhesivem napt. 0,02 % poly-L-lyzinem nebo silanem.
1. xylen
a) Ponoite sklicka do xylenu. Po 3 minutach je vytédhnéte a setieste nadbytecny
xylen.
b) Opakuijte krok 1.a) dvakrét s cerstvym xylenem
2. etanol
a) Ponoite sklickado 100% etanolu. Po 3 minutach je vytédhnéte a setreste
nadbytecny etanol.
b) Opakuijte krok 2.a) jedenkrat s ¢erstvym 100% etanolem.
c) Postup zopakujte s 95% etanolem.
3. omyti
Po setirepani nadbyte¢ného etanolu, ponoite sklicka do PBS na 5 minut.

[Pro tkan¢ zmrazené]
V zorky jsou ponoieny do média (napi. OTC medium) arychle zmrazeny v n-hexanu
chlazeném suchym ledovym acetonem nebo tekutym dusikem.
Rezy z kryostatu jsou umistény na podlozni skli¢ko potazené 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 pokojoveé teploté nebo 4 % roztokem paraformaldehydu v PBS
pti 4 °C s néslednym barvenim.

Optiméni koncentrace a inkubacni doba reakce primarnich protilatek musi byt
otestovana. V nékterych pripadech je doporu¢eno naredéni primérnich protilatek aby nedoSlo
k prebarveni.

[Kontrolni vzorky]
K posouzeni vysledkt neznamého vzorku je potieba zaroven oSettit stejnym zptisobem
pozitivni a negativni vzorky.

N Doporuc¢eny postup barveni

1. Pridéni areakce primarnich protilatek

(1) Opatrné osu&e okoli fezu

(2) Pridejte 2 kapky primérni protildtky navzorek, pozitivni a negativni kontrolu tak, aby
pokryly celou plochu fezu

(3) Pro potvrzeni barvici reakce, nakontrolni sklicko, dejte 2 kapky negativniho
kontrolniho ¢inidla (normalni sérum) misto primérnich protilatek.

(4) Inkubujte pti pokojove teploté nebo 4 °C (podle informace na pribalovém letéku
protilatek).

(5) Promyjte ttikrat 5 minut pokazdé v ¢erstvém PBS.
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2. Pridani areakce N-Histofine Simple Stain AP (M) (Univerzalni imuno-ak. fosfataza
polymer, anti-mysi)
(1) Opatrné osu&te okoli fezu
(2) Pridejite 2 kapky Simple Stain AP (M) navSechny vzorky tak, aby pokryly celou
plochu fezu. Inkubujte 30 minut pii pokojoveé teplote.
(3) Promyjte ttikrat 5 minut pokazdé v ¢erstvém PBS.
(4) Promyjtev TBS 5 minut.

3. Pridani areakce s chromogennim substratem
(1) Opatrné osudte okoli fezu
(2) Pridejte 2 kapky chromogenu/substrétu na véechny vzorky tak, aby pokryly celou
plochu fezu. Inkubujte 5 - 20 minut pii pokojove teploté.
(3) Promyjte trikré 5 minut pokazdé v cerstvém PBS.

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

5. Montovani preparétu

Pri pouZiti substrétu 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 vysledki
1. Mikroskopické pozorovani

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

- Pozitivni kontrola
V zorek obsahuje cilovy antigen ktery prochazi stejnym procesem jako vySetiovany
neznamy vzorek

- Negativni kontrola
V zorek neobsahuje cilovy antigen ktery prochazi stejnym procesem jako
vySetiovany neznamy vzorek

- Kontrolareakce
Zpracuje se kontrolni vzorek stejnym procesem jako vySetiovany testovany vzorek, avsak
misto primarni protilatky se pouZije negativni kontrolni reagens. Pokud je tento vzorek
zbarven, doSlo pravdépodobné k nespecificke reakci navazanim na nespecificky protein.

7. SKLADOVANI

Skladujte v temnu pii 2 — 8 °C.

8. OMEZENI

Tkanoveé barveni zavisi také na manipulaci a procesech, kterymi tkén proda pied
barvenim. Nevhodna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, osuSeni, zahtéti nebo rezani
miaZe vest k nespravnym nebo Spatnym vysledkam.
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Pokud pouZijete k barveni stary ¢i nepufrovany fixacni prostiedek, nebo kdyz dojde
k nadmeérnému zahtéti pii vkladani do média pro fezéni ¢i béhem umisténi na podlozni
sklicko, nemusi byt vysledky barveni optimalni.

Nesprévné vysledky barveni mohou vzniknout z davodu vazby na nespecifické
proteiny. Ackoliv N-Histofine Simple Stain AP (M) nevyZaduje zvla&tni pouZiti blokétory,
v nékterych pripadech miZe aplikace blokatoru pred inkubaci s primarni protilatkou vést
k potlaceni nezadouciho zabarveni pozadi.

9. PODMINKY POUZITI

Prodejci a distributoti Nichirei, ani firma Nichirei Corporation nejsou zodpovédni za piimé i
nepiimé prestupky proti mistnim zékonim a patentim vzniklé pouzitim N-Histofine Simple
Stain AP (M), ani za poruSeni patentovych prav vzniklych nespravnym pouZzitim vyrobki.

10. PROBLEMY A JEJICH RESENI

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

Mozma pricina - ReZeni
1. Vyschnuti vzorka béhem barveni.
- Nenechte vzorky zaschnout.
2. Dodlo k pouziti nevhodného média pro zaliti do bloku nebo k nedostatecnému odstranéni
parafinu ze vzorku.
- @) PouZijte vhodné médium nebo zcela odstraite parafin ze vzorku
b) Vymeite xylen/etanol za novy
3. V pufru je ptitomen azid sodny ktery inaktivoval peroxidazu.
- @) Pouzijte pufr bez NaN3
b) PouZzijte jiny pufr
4. Dodo k neadekvatni inkubaci enzymu a protilétky
- @) Vyméite stary chromogenni substrét
b) Odstrante po kazdém promyti prebytecny roztok
c) Dodrzte spravny ¢as pro reakci s protildtkou. Kazda primarni protildtka
vyZaduje jiny ¢as po piidani.

o Neznamy vzorek neni zbarven a pozitivni kontrola ano

1. Antigen byl denaturovan nebo zamaskovan béhem fixace nebo zalévani
- @) Nekteré antigeny jsou citlivé nafixaci a zalévani do blockt. PouZijte slabsi
fixatni reagens a zkrat'te dobu fixace
b) U nekterych tkani je nutna piiprava pired barvenim vedouci k odmaskovani
antigena (Antigen Recovery, HIER)

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

3. Narezu je ptitomno malo antigeni
- Prodluzte dobu inkubace
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o Dodlo k intenzivnimu zbarveni pozadi na v3ech sklickach

1. Nebyla celkové zablokovana enzymatickd aktivita
- Ujistéte se Ze proces inaktivace endogennich peroxidaz probehl spréavng
2. Dodlo k tvorbé nespecifickych vazeb
- Pred ptidanim primarnich protilatek pridejte 10 % kozi sérum
3. Autolyzou vznikl v histologickych roztocich piebytek antigena
- Pokud je to mozné pouzijte ¢erstvou tkan
4. Nebyl spravné odstranén parafin
- Vyméiite xylen/etanol za novy
5. Nebyla spravné vymyta proilétka
- Zajistéte peclivé vymyti protilatky
6. Vysokateplota v laboratori urychlila enzymatickou reakci
- @) Udrzujte teplotu laboratoie na 15 - 20 °C
b) Zkrat'te reak¢ni dobu

o Béhem barveni doslo k odloupnuti vzorku od podlozniho skla
1. Nekteré antigeny vyZaduji tepelné indukované odhaleni nebo delSi reakéni ¢as s primérni
protildtkou coz mize vést k snadnému odloupnuti vzorku/tezu od podlozniho skla

- Poklédejte fezy pouze na podlozni sklicka potazend adhezivem (napi. 0,02 % poly-L -
lyzinem nebo silanem)
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