N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) C E
Univerzalni imuno-peroxidazovy polymer, anti-mys$i a anti-kralici
N-Histofine imunohistochemické barvici reagens  Skladovat pii 2-8 °C leden, 2019

Dodavané reagencie 17 ml x 1lahvicka ( 170 testl)
17 ml x 3 lahvicky (500 testit)
17 ml x 9 lahvicek (1500 testi)

1. UVOD

Firma Nichirei vyvinula unikatni imunohistochemicky barvici postup, nazvany metoda Universalniho Immuno-
enzymového Polymeru (UIP). (US Patent ¢. 6,252,053)Tento originalni barvici postup je patentovan firmou Nichirei
Biosciences. N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) se vyznacuje vysokou citlivosti metody a tsporou ¢asu pii
histochemickém pouziti.

2. SLOZENI

Tekuty piipravek, k okamzitému pouziti. N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTTI) (Univerzalni imuno-
peroxidazovy polymer, anti-mysi a anti-krali¢i) je znaceny polymer pfipraveny spojenim aminokyselinového polymeru
S peroxidazou 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 MAX PO (MULTI) (Univerzalni imuno-peroxidazovy polymer, anti-my$i a anti-krali¢i):
Purifikované 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 redukci F(ab),, je pak

navazan na aminokyselinovy polymer s navazanou peroxidazou.

Systém neobsahuje biotin ani streptavidin, takze oproti tradi¢nimu detek¢énimu systému na biotinové bazi.je kompletné zamezeno

zabarveni pozadi .

3. POUZITI

Pro diagnostiské pouziti in vitro .

Interpretace musi byt provedena v kontextu s klinickou historii pacienta a ostatnimi diagnostickymi testy kvalifikovanym
patologem.

N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) je imunohistochemicky test, ktery umoziuje odhalit antigeny na lidskych tkanich a
bunkach, které reaguji s primarnimi my$imi nebo krali¢imi protilatkami dodanymi uzivatelem .

4. PRICIP
Komplex antigen/protilatka/univerzalni imuno-peroxidazovy polymer vznika vazbou UIP na primarni mysi nebo kralici
protilatky navazané na antigeny fezu tkan¢. 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 pro§lou expiraéni dobou

3) Pro profesionalni pouziti.

4) Vzorky (pted i po fixaci; vSechen material, ktery S nimi pfiSel do styku) jsou biologickym rizikovym materialem, s nimz
je nutno pracovat dle patfiénych bezpecnostnich pravidel.

5) Inhalace nebo poziti vysoce alergického fixatoru formaldehydu je nebezpecné. Pouzivejte ochrannou masku. Pfi poziti
vyvolejte zvraceni. Pti kontaminaci kiize nebo oci, diikladné omyjte postizené misto vodou.

6) Organické reagencie jsou hoflavé. Nepouzivejte je v blizkosti otevieného ohné.

7) Nikdy nepipetujte reagencie usty a chraiite se pied jejich stykem s kiizi, sliznicemi a odévem.

8) Vyvarujte se mikrobialni kontaminaci reagencii; mize vést k nespravnym vysledktm.

9) Vyvarujte se rozstiikovani reagencii nebo vzniku aerosolu.

10) S roztokem DAB jako chromogenem se musi zachazet opatrné, protoZe obsahuje karcinogen.

11) Nepouzity roztok musi byt zlikvidovan v souladu s mistnimi a statnimi natizenimi.

6. POSTUP BARVENI

B Pozadovany material a reagencie (nejsou soucasti dodavky)

- Primarni protilatky, mysi nebo kralic¢i

- Xylen

- 100 % etanol

- 95 % etanol

- Dobarvovaci roztok

- 3 % roztok peroxidu vodiku v absolutnim metanolu (1 dil 30 % H,0,, 9 dilti absolutniho metanolu)
- PBS pufr pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75¢g; K,HPO, 1,50g; KH,PO, 0,20g v 1 | dest. vody)

- Adhezivum pro pfichyceni fezu tkané (0,02 % poly-L-lyzin, silan atd.)
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- Reagencie pro negativni kontrolu

- Kryci sklicka

- Svételny mikroskop

- Destilovana voda

- Vlhka komurka pro inkubaci vzorku (skli¢ek)

- Montovaci médium

- Stopky

- Drzak na vzorky/sklicka nebo Coplinova nadoba
- Buni€ina k osuseni

- Chromogenni substrat

M Piiprava vzorku

[Pro parafinové fezy]

Pokud jsou vzorky vystaveny vysoce koncentrovanému fixaénimu reagens nebo jsou fixovana dlouhou dobu, muze dojit k
histologické desintegraci nebo denaturaci antigenu. Pro optimalni fixaci se zachovalou tkanovou morfologii a antigenni aktivitou,
doporucujeme pouzivat co nejcerstvéjsi vzorky tkan¢ o malém rozméru (Ilem x 1 cm x 0,5 cm).

Fixa¢ni reagens Doba fixace
10 % formaldehyd nebo pufrovany formaldehyd 24 - 48 hod
20 % formaldehyd 12 — 24 hod

[Pro tkan¢ zmrazené]
Vzorky jsou ponofeny do média (napt. OTC medium) a rychle zmrazeny v n-hexanu chlazeném suchym ledovym acetonem nebo
tekutym dusikem.

B Priprava fezil

[Pro parafinové fezy]

Rezy (3 - 6 um silné) jsou umistény na podlozni sklicka. Pii dal§i manipulaci jako napf. odkryti antigentl, tepeln& indukované
odhaleni epitopu (HIER) nebo pusobeni trypsinu, musi byt podlozni sklicko potazeno adhesivem napi. 0,02 % poly-L-lyzinem
nebo silanem.

[Pro tkan¢ zmrazené]

Rezy z kryostatu jsou umistény na podlozni skli¢ko potazené adhesivem (napi. 0,02 % poly-L-lyzinem ) a nechaji se dobie
zaschnout na vzduchu. Potom se zafixuji bud’ 100 % acetonem (10 min.) pfi pokojové teploté nebo 4 % roztokem
paraformaldehydu v PBS pti 4 °C 10 minut s naslednym barvenim.

[Kontrolni vzorky]
K interpretaci vysledkl zabarveni musi byt pozitivni, negativni sklicko a kontrolni skli¢ko s reagencii posuzovano stejnym
zpusobem jako neznamy vzorek.
- Pozitivni kontrolni sklicko
Vzorek obsahujici cilovy antigen, ktery je zpracovan stejn€ jako neznamy vzorek.
- Negativni kontrolni sklicko
Vzorek neobsahujici cilovy antigen , ktery je zpracovan stejné jako neznamy vzorek.
- Kontrolni skli¢ko s regencii
Kontrolni vzorek je pouzit a zpracovan stejnym zptusobem jako testovaci vzorek s vyjimkou, Ze misto primarni protilatky
je pouzita negativni kontrolni reagencie.

M Deparafinizace a rehydratace
1. Pouziti xylenu
(1) Ponoite vzorek do xylenu. Po 3 minutach vzorek vyjmeéte a xylen odstraiite ze sklicka. (2) Zopakujte jesté 2 x s Cistym
xylenem.
2. Pouziti etanolu
(1) Ponoite vzorek do 100 % etanolu. Po 3 minutach vzorek vyjméte a 100 % etanol odstraiite ze sklicka.
(2) Zopakujte jesté 1 x s ¢istym 100 % etanolem.
(3) Nyni 2 x opakujte kroky 1 a 2 s 95 % etanolem.
3. Promyti
Po odstranéni etanolu ponoite vzorky na 5 minut do PBS.

B Doporuceny postup barveni
1. Inaktivace endogenni peroxidazy

(1) Opatrné osuste okoli fezu

(2) Ponoite vzorek(y) do roztoku 3 % H,0, v absolutnim metanolu na 10-15 minut pii pokojové teploté 15-25C
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(3) Promyjte 3 x 5 minut v PBS.

2. Pridani a reakce primarnich protilatek
(1) Opatrné osuste okoli fezu
(2) Ptidejte 2 kapky (100ul) 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 pii pokojové teploté nebo 4 °C (podle informace na piibalovém letiku protilatek).
(5) Promyjte 3 x 5 minut v PBS.

3. Pfidani a reakce N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTTI) (Univerzalni imuno-peroxidazovy polymer, anti-mysi a anti-
krali¢i)
(1) Opatrné osuste okoli fezu
(2) Piidejte 2 kapky (100ul) Simple Stain MAX PO (MULTI) na vSechny vzorky tak, aby pokryly celou plochu fezu.
Inkubujte 30 minut pfi pokojové teplote.
(3) Promyjte 3 x 5 minut v PBS.

4. Pfidani a reakce s chromogennim substratem
(1) Opatrné osuste okoli fezu
(2) Pridejte 2 kapky(100ul) chromogenu/substratu na v§echny vzorky tak, aby pokryly celou plochu fezu. Inkubujte 5 - 20
minut pti pokojové teploté.
(3) Promyjte 3 x 5 minut destilovanou vodou.

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

6. Montovani preparatu

Pfi pouziti substratu rozpustném v alkoholu (AEC), se fezy zaliji vodou rozpustnym médiem bez dal$i manipulace. Pfi
pouziti substratu v alkoholu nerozpustném (DAB), se vzorky po promyti vodou, dehydrataci v alkoholovém gradientu a procisténi
xylenem zaliji permanentnim médiem.

M Interpretace vysledkt
1. Mikroskopické pozorovani

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

- Pozitivni kontrola
Vzorek obsahuje cilovy antigen ktery prochazi stejnym procesem jako vySetfovany neznamy 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, av§ak misto primarni protilatky se pouzije
negativni kontrolni reagens. Pokud je tento vzorek zbarven, doslo pravdépodobné k nespecifické reakci navazanim na
nespecificky protein.

Specifita a citlivost detekce antigent je zavisla na pouzité specifické primarni protilatce.

7. SKLADOVANI
Skladujte v temnu pii 2 — 8 °C. Reagencie je stabilni 18 mésicii po vyrobeni.

8. OMEZENI

(1) Pfed barvenim nechte diagnostika vytemperovat pfti pokojové teploté (15-25C).

(2) Aby se minimalizovalo denaturovani antigend, nevystavujte tkin€ nadmérné teploté nad 58°C .

(3) Piikazdém barvicim kroku nechejté tkan vyschnout.

(4) Optimalni koncentrace a inkubacni Cas primarni protilatky by mela byt stanovena odzkousenim.V nékterych piipadech
muze byt pozadovano dalsi ziedéni primarni protilatky, aby se ptedeslo prebarveni.

(5) Pokud fezy obsahuji malo endogennni peroxidazy, erytrocytl a granulocytl, mizeme odstranéni endogenni peroxidazy
vynechat.

(6) Tkanové barveni zavisi také na manipulaci a procesech, kterymi tkan prosla pfed barvenim. Nevhodna fixace, zmrazeni,
rozmrazeni, promyti, osuseni, zahfati nebo fezani mize vést k nespravnym nebo $patnym vysledkim.
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(7) Pokud pouZijete k barveni stary ¢i nepufrovany fixaéni prostiedek, nebo kdyz dojde k nadmérnému zahiati pti vkladani do
média pro fezani ¢i béhem umisténi na podlozni sklicko, nemusi byt vysledky barveni optimalni.

(8) Nespravné vysledky barveni mohou vzniknout z divodu vazby na nespecifické proteiny. Ackoliv N-Histofine Simple Stain
MAX PO (MULT]I) nevyzaduje zvlastni pouziti blokatord, v nékterych piipadech muze aplikace blokatoru pied inkubaci

S primarni protilatkou vést k potlaceni nezadouciho barveni pozadi.

(9) N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) je pro diagnostiku in vitro.

Prodejci a distributoti Nichirei, ani firma Nichirei Corporation nejsou zodpovédni za pfimé i nepiimé piestupky proti mistnim
zakontim a patentim vzniklé pouzitim N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI), ani za poruseni patentovych prav vzniklych
nespravnym pouzitim vyrobku.

9. PROBLEMY A JEJICH RESENI
Problém
o NedoSlo k zbarveni nebo pouze slabému zbarveni u pozitivni kontroly a neznamého vzorku.

Mozna pricina
1. Vyschnuti vzorki béhem barveni.
Reseni - Nenechte vzorky zaschnout, pouzivejte vlhkou komiirku, aby nedoslo k zaschnuti.
2. Doslo k pouZiti nevhodného média pro zaliti do bloku nebo k nedostateénému odstranéni parafinu ze vzorku.
- a) Pouzijte vhodné médium nebo zcela odstrante parafin ze vzorku
b) Vyméite xylen/etanol za novy
3.V pufru je pfitomen azid sodny ktery inaktivoval peroxidazu.
- @) Pouzijte pufr bez NaN3
b) Pouzijte jiny pufr
4. Doslo k neadekvatni inkubaci enzymu a protilatky
- a) Vyménite stary chromogenni substrat
b) Odstrante po kazdém promyti pfebytecny roztok
¢) Dodrzte spravny ¢as pro reakci s protilatkou. Kazda primarni protilatka vyzaduje jiny ¢as po ptidani.

o Neznamy vzorek neni zbarven a pozitivni kontrola ano

1. Antigen byl denaturovan nebo zamaskovan béhem fixace nebo zalévani
- a) Nékteré antigeny jsou citlivé na fixaci a zalévani do blockl. Pouzijte slabsi fixacni reagens a zkrat'te dobu fixace
b) U nékterych tkani je nutna ptiprava pred barvenim vedouci k odmaskovani antigent (Antigen Recovery, HIER
nebo trypsin piiprava)

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

3. Na fezu je pfitomno malo antigent
- Prodluzte dobu inkubace

o Doslo k intenzivnimu zbarveni pozadi na vSech sklickach

1. Nebyla celkové zablokovana enzymaticka aktivita
- Ujistéte se, Ze proces inaktivace endogennich peroxidaz probéhl spravné
2. Doslo k tvorb¢ nespecifickych vazeb
- Pfed ptidanim primarnich protilatek pridejte 10 % kozi sérum
3. Autolyzou vznikl v histologickych roztocich pfebytek antigent
- Pokud je to mozné , pouZijte Cerstvou tkan
4. Nebyl spravné odstranén parafin
- Vyméite xylen/etanol za novy
5. Nebyla spravné vymyta protilatka
- Zajistéte peclivé vymyti protilatky
6. Vysoka teplota v laboratofi urychlila enzymatickou reakci
- a) Udrzujte teplotu laboratofe na 15 - 25 °C
b) Zkrat'te reakéni dobu
7. Zaschnuti vzorku béhem barveni .
- Nikdy nenechejte tkan zaschnout.

o Béhem barveni doslo k odloupnuti vzorku od podloZniho skla

1. Nékteré antigeny vyzaduji tepeln€ indukované odhaleni nebo delsi reakeni ¢as s primarni protilatkou coz muze vést k snadnému
odloupnuti vzorku/fezu od podlozniho skla
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- Pokladejte fezy pouze na podlozni skli¢ka potazena adhezivem (napi. 0,02 % poly-L-lyzinem nebo silanem)
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Upozornéni: Pro identifikaci riiznych symbol( slouZi nize uvedena tabulka

Dostacujici pro <n>

Ctéte navod k pouziti

=

Spotfebujte do (datum exspirace)

Cislo 3arze

o

®~F HE>EEKS

Katalogové &islo

t

Upozornéni

Vyrobce

Zplnomocnény zastupce Evropského spolegenstvi

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

Skladujte pfi (omezeni teploty)

Nepouzivejte opakované

Tento produkt splfiuje poZadavky smérnice 98/79/EC pro
diagnostické prostredky in vitro
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