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M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)

Universal Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse
& -Histofine® Immunohistochemical staining reagent
Store at 2-8°C

Reagents supplied 17ml x 1 bottle (170 tests) Code : 414131F
17ml x 3 bottles (500 tests) Code : 414132F
17ml x 9 bottles (1500 tests) Code : 414134F

1. INTRODUCTION

NICHIREI BIOSCIENCES developed a unique immunohistochemical
staining system called Universal Immuno-enzyme Polymer (UIP)
method. This is NICHIREI BIOSCIENCES’s original technique. & -
Histofine® Simple Stain MAX PO (M), this provides both high sensitivity
and time saving in immunohistochemical applications.

2. DESCRIPTION

Liquid. Ready to use.

N -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) (Universal Immuno-
peroxidase Polymer, Anti-Mouse) is the labeled polymer prepared by
combining amino acid polymers with peroxidase and goat anti-mouse Ig
which are reduced to Fab. It is stored in MOPS (3-
Morpholinopropanesulfonic acid) buffer (pH 6.5) containing stabilizer
and antibacterial agent.

The IgG fraction purified from immunized goat serum is digested to
prepare F(ab’).. Antigen-specific F(ab'): is affinity-purified with the
antigen. Solid-phase absorption is carried out with human serum protein.
Peroxidase-labeled amino acid polymer is conjugated to Fab obtained by
reducing F(ab ).

The system does not contain biotin nor streptavidin, so the background

found with traditional biotin based detection system is completely avoided.

3. INTENDED USE

M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) is designed to allow
immunohistochemical tests, to reveal antigens that reacts with a user-
supplied mouse primary antibody on human tissues and cells.

The product forms an antigen/antibody/Universal Immuno-peroxidase
Polymer complex by reacting with a primary antibody bound to an antigen
on a tissue section. The result provides a physiological or pathological
state.

For In-vitro Diagnostic Use. For manual staining. Staining results are
qualitative. For formalin-fixed paraffin-embedded human tissue sections.
For professional users.

Interpretation must be made within the context of the patient’s clinical
history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

4. PRINCIPLE

The antigen / antibody / Universal Immuno-peroxidase Polymer complex
can be prepared by allowing the reagent to react with a mouse primary
antibody bound to the antigen on tissue section. The enzymatic activity of
this complex results in a colored deposit, thus staining the antigen site.

5. PRECAUTIONS

Before using this reagent, read these instructions.

Do not use reagents after the expiration date.

For professional users.

Specimens, before and after fixation, and all other materials exposed
to them, should be handled like biohazardous materials with proper
precautions.

5. Inhalation or ingestion of the highly allergic fixative formaldehyde
is harmful. Wear protective mask. If swallowed, induce vomiting. If
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skin or eye contact occurs, wash thoroughly with water.

6. Organic reagents are flammable. Do not use near open flame.

7. Never pipette reagents by mouth and avoid their contact with skin,

mucous membranes and clothes.

8. Avoid microbial contamination of reagents as incorrect result may

occur.

9. Avoid splashing of reagents or generation of aerosols.

10. As a chromogen, DAB solution should be handled with care for it
contains carcinogen.

11. Unused solution should be disposed of according to local, State and
Federal regulations.

12. Any serious incident that has occurred in relation to & -Histofine®
Simple Stain MAX PO (M) shall be reported to the manufacturer
and the competent authority of the Member State in which the user
and/or the patient is established.

6. STAINING PROCEDURES

o Reagents and Materials required but not provided

Xylene
95% ethanol
100% ethanol
Phosphate buffered saline (PBS)
(pH 7.6£0.2)
NaCl7.75 g
K2HPO4 150 g
KH2PO4 020g
distilled water 1L
e 3% solution of hydrogen peroxide in absolute methanol
(Add 1 part of 30% hydrogen peroxide to 9 parts of
absolute methanol)
Mouse primary antibody
Negative control reagent
Chromogen/substrate reagent
Counter staining solution
Distilled water
Humidified chamber for slide incubation
Light microscope
Cover slips
Mounting media
Timer
Staining racks or Coplin jars
Absorbent wipes
Adbhesive for tissue section
(0.02% poly-L-lysine, silane or the like)

O Specimen preparation

[Paraffin-embedded tissue sections]

Specimens may undergo histological disintegration or antigenic
denaturation when subjected to highly concentrated fixative or prolonged
fixing. Thus, in order to obtain an optimal fixing, maintaining tissue
morphology and antigen activity, tissues which are as fresh as possible and
small in size (about 1cm x lem x 0.5cm) should be used. The fixatives as
shown below are recommended.

Fixing reagent Fixing time
10% formalin or buffered formalin 24-48 hours
20% formalin 12-24 hours

o Section preparation

[Paraffin embedded tissue sections]

The cut sections should be 3-6 pum and placed on slides. When further
treatments are to be done such as Antigen Recovery, Heat-Induced Epitope
Retrieval (HIER) or trypsin treatment, the glass slides should be coated
with an adhesive like 0.02% poly-L-lysine or silane for tissue sections.

TS-41413F-CE-E-v02



[Control slides]
A positive control slide, negative control slide and reagent control slide
are needed and processed in the same way as the unknown specimen slide
to interpret staining results.
e Positive control slide
A specimen containing the target antigen which is processed in the same
way as the unknown specimen.
e Negative control slide
A specimen not containing the target antigen which is processed in the
same way as the unknown specimen.
e Reagent control slide
The control specimen is used and processed in the same way as the test
specimen except that negative control reagent is used instead of primary
antibody.

0 Deparaffinization and Rehydration

1. Treatment with xylene

(1) Immerse the slides in xylene. After 3 minutes, take out and shake off
the excessive xylene in the slides.

(2) Repeat 1.(1) twice using fresh xylene.

2. Treatment with ethanol

(1) Immerse slides in 100% ethanol. After 3 minutes, take out and shake
off the excessive 100% ethanol in the slides.
(2) Repeat 2.(1) once with fresh 100% ethanol.

(3) Then, treat them twice with 95% ethanol in the same way as
described above.

3. Washing
After excessive ethanol is shaken off, immerse slides in PBS for 5
minutes.

o Staining Procedures

1. Quenching of endogenous peroxidase

(1) Wipe areas around the sections on the slides carefully to remove
excess solution.

(2) Immerse them in 3% solution of hydrogen peroxide in absolute
methanol for 10-15 minutes at room temperature (15 - 25°C).

(3) Rinse them in fresh PBS for 3 times, each of 5 minutes duration.

2. Addition and reaction of the primary antibody

(1) Wipe areas around the sections on the slides carefully.

(2) Apply 2 drops (100ul) of primary antibody to specimen slide,

positive control slide and negative control slide respectively so as to

provide a complete cover of the sections.

To the reagent control slide, apply two drops of negative control

reagent (normal serum) in place of primary antibody.

Incubate them at room temperature or 4°C. (Follow the instructions

for incubation time data designated in the package insert of primary

antibody)
Rinse them in fresh PBS for 3 times, each of 5 minutes duration.

3. Addition and reaction of &-Histofine® Simple Stain MAX PO (M)
(Universal Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse).

Wipe areas around the sections on the slides carefully.

Apply 2 drops (100ul) of Simple Stain MAX PO (M) to each slide
so as to provide a complete cover of the sections. Incubate at room
temperature (15 - 25°C) for 30 minutes.

Rinse them in fresh PBS for 3 times, each of 5 minutes duration.
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4. Addition and reaction of chromogen/substrate reagent

(1)  Wipe areas around the sections on the slides carefully.

(2) Apply 2 drops (100ul) of the chromogen/substrate reagent to each
slide so as to provide a complete cover of the sections. Incubate at
room temperature (15 - 25°C) for 5-20 minutes.

Rinse them in distilled water for 3 times, each of 5 minutes duration.

©)
5. Counter-staining

(1) Immerse them in the counterstain solution.
(2) Wash them well with tap water.

6. Mounting

In case of alcohol soluble substrates like AEC, the tissue sections are
mounted with water-based mounting media without further treatment. In
case of alcohol insoluble substrates like DAB, they are mounted with
permanent mounting media after washing with water, dehydrated in
graded series of alcohol and cleared in xylene.
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o Interpretation of results

Microscopic observation
The slides are examined under a light microscope for a positive reaction.
It is necessary to make comparison with three types of the control slides
for interpreting staining results.
e Positive control slide
Positive staining is observed.
e Negative control slide
Positive staining isn’t observed.
e Reagent control slide
If the slide is stained, it is probably due to non-specific reaction by
non-specific protein binding.

The specificity and sensitivity of antigen detection is dependent on the
specific primary antibody used.

7. STORAGE & SHELF LIFE

Store at 2-8°C. The reagent is stable 18 months after manufacturing.

8. GENERAL LIMITATION
(1) Allow these reagents to come to room temperature (15 - 25°C) before
staining.

(2) To minimize denaturing of antigens, do not expose tissues to
temperature in excess of 58°C during processing.

(3) Don’t make tissues dry in each staining step.

(4) The optimal concentration and incubation time of primary antibodies
should be determined by the investigation. In some cases, further dilution
of primary antibodies may be required to prevent over staining.

(5) If the sections contain few endogenous peroxidase, few erythrocytes
and few granulocytes, quenching of endogenous peroxidase may be
omitted.

(6) Tissue staining is dependent on the handling and processing of the
tissue prior to staining. Improper fixation, freezing, thawing, washing,
drying, heating, or sectioning may produce artifacts or false-negative
results.

(7) Results will not be optimal if old or unbuffered fixatives are used, or
excessively heated during embedding or during attachment of sections to
slides.

(8) False-positive results may be seen due to nonspecific binding of
proteins. Although &M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) does not
require the use of blocking reagent separately, in some cases the
application of blocking reagent containing an irrelevant protein, prior to
incubation with the primary antibody, may be useful for reducing the
background.

(9) M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) is designed for in-vitro
diagnostic use. NICHIREI BIOSCIENCES INC., NICHIREI
BIOSCIENCES sales agents and distributors will take no responsibility
for i -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) when used in a way which
directly or indirectly violates local regulations or patents. Neither
NICHIREI BIOSCIENCES nor its sales agents can be held responsible
for any patent infringement which may occur as a result of improper use
of the product.

TS-41413F-CE-E-v02



9. TROUBLE SHOOTING

table 1

Problem

Possible cause

Solution

No staining or
only weak
staining results
on the positive
control slide and
the unknown
specimen slide

The unknown
specimen slide is
not stained while
the positive
control slide is
stained.

The backgrounds
are intensively
stained in all the
slides.

During the
reaction, tissue
sections come
off from the
slides.

b

Drying-out of specimens during staining

prior to addition of the reagents.

The embedding agent is not suitable, or

paraffin is not thoroughly removed from

paraffin-embedded sections.

Any trace amount of sodium azide present

in the buffer inactivates the peroxidase,

making the staining impossible.
Inadequate incubation of the enzyme and
antibody.

Antigen is denatured or masked during
fixing or embedding process.

Antigen is decomposed by autolysis.
Less antigen is present in the sections.

Endogenous enzyme activity was not
completely blocked.

Non -specific binding compositions are
found.

Autolysis results in excessive antigens
isolated in histological solutions.

Insufficient removal of paraffin.
Insufficient washing of antibody.

A high room temperature accelerates
enzyme reactions.

Drying-out of specimens during staining
after of the reagents.

Some antigens require heat induced antigen
retrieval procedure or prolonged reaction
time with primary antibody, which may
render the sections easily come off.

|98
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Use the Humidified chamber not to allow the tissue to dry out.

Select a suitable embedding agent or remove paraftin thoroughly from
sections embedded.

Change xylene or ethanol as the case may be.

Use sodium azide free buffer solution.

Change buffer solution.

Change stale chromogen/substrate reagent.

Blot off excess solution thoroughly at each stage.

Provide sufficient time for reaction with antibody. In particular,
primary antibody should be incubated for the time period specified in
the insert.

Some antigens are sensitive to fixation or embedding. So use less potent
fixative and decrease the fixing time.

The pretreatment is required for some tissues, in order to reveal the
antigen, such as Antigen Recovery, Heat-Induced Epitope Retrieval
(HIER) or trypsin treatment.

Use tissues obtained by biopsy or surgery, whenever possible.
Prolong the incubation time.

Ensure that the procedure for quenching of endogenous peroxidase is
right.
Before adding primary antibody, treat with 10% normal goat serum.

Obtain fresh tissues whenever available.

Change xylene or ethanol as the case may be.
Ensure thorough washing of antibody.
Keep room temperature at 15 to 25°C

Shorten reaction time.
Never allow the tissue to dry out.

Mount tissue sections on slides coated with an adhesive such as 0.02%
poly-L-lysine or silane.

M _Histofine® is NICHIREI BIOSCIENCES’s registered trademark. The registration countries would be referred to us.
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M Histofine® Simple Stain MAX PO (M)

Polymeére Universel d’Immuno-peroxydase Anti-Souris
M -Histofine® Réactif de coloration Immuno-histochimique
Conserver entre 2 et §°C

Réactifs fournis -1 flaconde 17ml (170 tests) Code : 414131F
-3 flacons de 17ml (500 tests) Code : 414132F

-9 flacons de 17ml (1500 tests) Code : 414134F

1. PRESENTATION DU PRODUIT

NICHIREI BIOSCIENCES a développé un systéme unique de coloration
immuno-histochimique appel¢é méthode de Polymére Universel
d’Immuno-enzyme (UIP). Il s’agit de la  technique originale de
NICHIREI BIOSCIENCES’s & -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)
qui offre deux avantages significatifs :

- un taux de sensibilité élevé

- un gain de temps notoire dans le cadre de la réalisation pratique de tests
immuno-histochimiques.

2. DESCRIPTION

Liquide. Prét a I’emploi.

N _Histofine® Simple Stain MAX PO (M) (Polymére Universel
d’Immuno-peroxydase, Anti-Souris) est le polymere marqué a la
peroxydase, préparé par combinaison de polyméres d’aminoacides, fixé a
la fraction Fab d’une IgG de chévre anti-souris. La solution est conservée
dans du MOPS (acide 3-Morpholinopropanesulfonique) tampon (pH 6.5)
contenant un agent stabilisant et un agent bactéricide.

Le fragment F(ab))2. est extrait, par digestion, de la fraction purifiée
d’1gG provenant de sérum de chévre immunisée. Le F(ab')2 spécifique de
I’ Antigéne est purifié¢ par affinité avec I’antigéne. L’absorption en phase
solide est réalisée avec une protéine de sérum humain. Le polymere
d’aminoacides marqués a la peroxydase est conjugué au fragment Fab’
obtenu par réduction de F(ab)2.

Le principe analytique ne contient ni biotine ni streptavidine, ce qui
¢limine complétement les problémes de bruit de fond provoqués par
I’utilisation de biotine, probléme que I’on retrouve fréquemment dans les
systémes d’analyse traditionnels,

3. APPLICATIONS

M -Histofine®Simple Stain MAX PO (M) a été congu dans le but de
mettre en évidence des antigénes, contenus dans des coupes de tissus ou
dans des cellules, qui vont réagir avec un anticorps primaire de lapin prét
a ’emploi par méthode immuno-histochimique. Le produit forme un
complexe antigéne/anticorps/polymeére d'immuno-peroxydase universelle
en réagissant avec un anticorps primaire li¢ a un antigéne sur une coupe
de tissu. Le résultat fournit un état physiologique ou pathologique.

Pour utilisation Diagnostic In vitro. Pour une coloration manuelle. Les
résultats de la coloration sont qualitatifs.Pour les coupes de tissus humains
fixés au formol et inclus en paraffine. A usage professionnel
exclusivement.

L’Interprétation des résultats doit étre faite par un biologiste qualifié¢, en
prenant en considération I’historique de la pathologie du patient ainsi que
le bilan complet des tests qui ont été pratiqués.

4. PRINCIPE

Le Complexe de Polymére Universel antigene / anticorps / Immuno-
peroxydase peut étre formé en mettant en présence le réactif qui va réagir
avec I’anticorps primaire de souris en se fixant sur I’antigéne contenu dans
la coupe de tissus. L’activité enzymatique de ce  complexe fera
apparaitre un dépot coloré, mettant ainsi en évidence la présence du site
antigénique recherché dans 1’échantillon testé.

5. PRECAUTIONS D’EMPLOI

1. Lire soigneusement ce mode d’emploi avant de réaliser ce test.

M Histofine® est la marque déposée de : NICHIREI BIOSCIENCES’. Nous contacter pour obtenir la liste des pays ou le produit est enregistré.

Ne pas utiliser le réactif au dela de sa date de péremption.

A usage professionnel exclusivement.

Avant et apres fixation, manipuler les échantillons ainsi que toutes

autres substances auxquelles ils sont exposés avec toutes les

précautions s’appliquant aux matiéres présentant un danger de
contamination biologique.

5. Le fixateur a base de formol est sévérement allergisant et présente
un grave danger en cas d’inhalation ou d’ingestion. Porter un
masque de protection. En cas d’ingestion, provoquer des
vomissements. En cas de contact avec la peau ou les yeux, rincer
abondamment avec de I’eau.

6. Les réactifs organiques sont inflammables. Ne pas les utiliser en
présence d’une flamme ouverte.

7. Ne jamais pipeter les réactifs a la bouche, éviter tout contact avec la
peau, les muqueuses et les vétements.

8.  Eviter toutes contaminations microbiennes des réactifs, car celles-ci
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peuvent étre la cause de faux négatifs ou faux positifs

. Eviter de faire gicler les réactifs ou de générer des vapeurs.

0. La solution chromogéne DAB doit étre manipulée avec précaution
car elle contient des ¢léments cancérigénes

11. Eliminer les réactifs non utilisés selon les dispositions légales
locales, départementales et nationales.

12. Tout incident grave survenu en rapport avec & -Histofine® Simple
Stain MAX PO (M) doit étre signalé au fabricant et a l'autorité
compétente de I'Etat membre dans lequel l'utilisateur et/ou le patient
est établi.

6. METHODES DE COLORATION

o Réactifs et Matériel nécessaire non fournis

Xylene
Ethanol a 95%
Ethanol a 100%
Tampon Phosphate (PBS)
(pH 7.6£0.2)
NaCl 7.75 g
K2HPO4 1.50 g
KH2PO4 020 g
Eau distillée gqsp 1L
e Solution d’eau oxygénée a 3% dans du méthanol absolu.
(ajouter 1 volume d’eau oxygénée a 30% , a 9 volumes de
méthanol absolu.)

Anticorps primaire de souris

Réactif contréle Négatif

Réactif substrat/ Chromogene

Solution de contre-coloration.

Eau distillée

Chambre Humide pour I’incubation des lames
Microscope éclairant

Lamelles

Milieu de montage

Minuteur

Bacs a colorant ou jarres de Coplin

Papier Absorbant

Adhésif pour coupe de tissus

(0.02% poly-L-lysine, silane ou identique)

o I -Préparation de I’échantillon
Coupes de tissus dans la Paraffine
Les échantillons doivent subir une désintégration histologique ou une
dénaturation antigénique lorsqu’ils sont soumis a une fixation
extrémement concentrée ou tres prolongée. Pratiquer le test sur des coupes
de tissus les plus fraiches possible, de petite taille, (environ lemx lecm x
0.5cm) pour conserver la morphologie et 1’activité antigénique. Ceci
permettra  d’obtenir une fixation optimale antigéne/anticorps.
Schéma de fixation recommandé :
Réactif de Fixation
Formol a 10% ou formol tamponné

Formol a 20%

Temps de Fixation
24-48 heures

12-24 heures

o II- Préparation des coupes de tissus

Coupes de tissus dans la paraffine

Placer une coupe de 3a 6 p sur la lame. Si un traitement ultérieur tel que
régénération d’antigéne, extraction d’épitope (HIER) ou traitement a la
trypsine doit étre appliqué, la lame de verre devrait étre recouverte d’un
produit adhésif tel que la poly-L-lysine & 0.02% ou le silane pour coupes
de tissu.

TS-41413F-CE-F-v02



C-Lames de Contréle
Afin de garantir une interprétation optimale des résultats, tester
respectivement, en paralléle avec 1’échantillon inconnu, une lame controle
positif, une lame contréle négatif, et une lame controle réactif.
e Lame contrdle positif
Un échantillon contenant I’antigeéne recherché testé selon les mémes
conditions que 1’échantillon inconnu.
e Lame contréle négatif
Un échantillon ne contenant pas I’antigéne recherché testé dans les
mémes conditions que 1’échantillon inconnu.
e Lame controle réactif
Le contrdle échantillon est utilisé et testé dans les mémes conditions
que I’échantillon a tester a I’exception du fait que le controle réactif
négatif est utilisé a la place de I’anticorps primaire.

o Déparaffinage and Réhydratation

1. Traitement au xyléne.
(1) Immerger les lames dans le xyléne. Sortir les lames apres 3 minutes,
les secouer pour éliminer I’excédent de xyléne.
(2) Répéter 1(1) 2 fois en renouvelant le xylene.
2. Traitement a I’éthanol
(1) Immerger les lames dans 1’éthanol a 100%. Sortir les lames
apres 3 minutes, les secouer pour éliminer I’excédent d’éthanol.
(2) Répéter 2(1) une fois en renouvelant 1’éthanol a 100%.
(3) Ensuite, traiter les lames 2 fois avec de I’éthanol a 95% selon la
technique décrite ci-dessus.
3. Lavage
Apres avoir éliminé I’excédent d’éthanol immerger les lames dans
du PBS durant 5 minutes.

0 Méthodes de Coloration

1. Extinction de la peroxydase endogéne

(1) Essuyer soigneusement les pourtours de la coupe de tissus sur la
lame afin d’éliminer tout excédent de liquide.

(2) Immerger les lames dans une solution d’eau oxygénée a 3% dans le
méthanol absolu durant 10 a 15 minutes, a température ambiante
(15 -25°C).

(3) Rincer les lames 3 fois, 5 minutes, dans du PBS, en renouvelant le

PBS a chaque opération.

2. Addition et réaction de I’anticorps primaire.

(1) Essuyer soigneusement les pourtours de la coupe de tissus sur la

lame afin d’éliminer tout excédent de liquide.

(2) Déposer 2 gouttes (100ul) d’anticorps primaire, respectivement sur
la lame échantillon a tester, le contrdle positif, et le contrdle négatif
en recouvrant complétement la coupe de tissus.

(3) Déposer 2 gouttes de réactif contrdle négatif (sérum normal a la
place de I’anticorps primaire) sur la lame controle réactif.

(4) Laisser incuber la lame contrdle réactif a température ambiante ou a
4°C. (Suivre les instructions de temps d’incubation données dans le
mode d’emploi de I’anticorps primaire).

(5) Rincer les lames 3 fois, 5 minutes, dans du PBS, en renouvelant le
PBS a chaque opération.

3. Addition et réaction de N-Histofine® Simple Stain MAX
PO (M) (Polymeére Universel d’Immuno-peroxydase anti-Souris).

(1) Essuyer soigneusement les pourtours de la coupe de tissus sur la
lame afin d’¢liminer tout excédent de liquide.

(2) Déposer 2 gouttes (100ul) de Simple Stain MAX PO (M) sur
chaque lame en recouvrant complétement la coupe de tissus.
Incuber a température ambiante (15 - 25°C) durant 30 minutes.

(3) Rincer les lames 3 fois, 5 minutes, dans du PBS, en renouvelant le
PBS a chaque opération.

4. Addition et réaction du réactif substrat / chromogeéne

(1) Essuyer soigneusement les pourtours de la coupe de tissus sur la
lame afin d’¢éliminer tout excédent de liquide.

(2) Déposer 2 gouttes (100ul) de Réactif substrat/chromogene sur
chaque lame en recouvrant complétement la coupe de tissus.
Incuber a température ambiante (15 - 25°C) durant 5 a 20 minutes.

(3) Rincer les lames 3 fois, 5 minutes, dans de 1’eau distillée.

5.  Contre Coloration

(1) Immerger les lames dans la solution de contre colorant.
(2) Laver les lames soigneusement sous 1’eau du robinet.

6. Montage

M Histofine® est la marque déposée de : NICHIREI BIOSCIENCES’. Nous contacter pour obtenir la liste des pays ou le produit est enregistré.
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Lorsque I’on travaille avec un substrat soluble dans 1’alcool tel que I’AEC,
les coupes de tissus sections sont montées avec un milieu de montage
aqueux sans traitement ultérieur. Par contre, lorsque 1’on travaille avec un
substrat insoluble dans I’alcool tel que le DAB, les lames sont montées
avec un milieu de montage permanent, aprés un lavage a 1’eau et une
déshydratation par une série de traitement a I’alcool de différents grades
puis une clarification au xyléne.

O Interprétation des résultats

Observation au Microscope
Les lames sont observées au microscope éclairant pour déceler une
réaction positive. Il est impératif d’établir une comparaison entre les 3
types de lames contrdles pour interpréter les résultats de la coloration
obtenue sur les échantillons inconnus.
e Lame Controle Positif
On observe une Coloration Positive
e Lame Contrdle Négatif
On observe aucune coloration Positive
e Lame Controle Réactif
Si cette lame présente une coloration, il s’agit probablement d’une
réaction non spécifique provenant d’une liaison de protéine non
spécifique.

La spécificité et la sensibilit¢ de détection de I’antigéne dépend
directement de I’anticorps spécifique primaire utilisé.

7. STOCKAGE & PEREMPTION

Conserver entre 2 et 8°C. Le réactif est stable Durant 18 mois apres
sa date de fabrication.

8. LIMITES D’UTILISATION
(1) Avant utilisation, laisser les réactifs revenir a température ambiante
entre 15 et 25°C.

(2) Afin de minimiser la dénaturation des antigénes durant le processus,
ne pas soumettre les coupes de tissus a des températures supérieures a
58°C.

(3) Ne pas laisser sécher les coupes de tissus entre chaque étape de
coloration.

(4) Les concentrations et temps d’incubation optimales des anticorps
primaires seront déterminées en réalisant le test. Dans certains cas, il sera
nécessaire de re-diluer les anticorps primaires a un taux de dilution
supérieur pour éviter une coloration trop intense.

(5) Si les coupes de tissus testées contiennent un taux faible de
peroxydase endogéne, peu d’érythrocytes et peu de granulocytes, I’étape
d’extinction de la peroxydase endogene n’est pas nécessaire.

(6) La coloration des tissus dépend de la manipulation, du traitement et
des procédés appliqués sur ces derniers avant 1’¢tape de coloration. Si la
fixation, la congélation, la décongélation, les lavages, les séchages, les
traitements a la chaleur ou la coupe des tissus ne sont pas effectués
correctement, il peut en résulter des réactions artefacts ou des faux négatifs.

(7) Les résultats ne seront pas valables si I’on utilise des fixateurs périmés
ou non tamponnés, ou si le traitement a la chaleur durant I’insertion et la
fixation des coupes de tissus sur la lame, est excessif.

(8) Des résultats faux positifs peuvent étre observés lorsque 1’on se trouve
en présence de liaisons de protéines non spécifiques.

En principe, M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) ne nécessite pas
I’utilisation séparée d’un réactif de blocage. Néanmoins dans certains cas
de figure, I’addition d’un réactif de blocage, contenant une protéine non
significative, avant I’incubation avec ’anticorps primaire, peut s’avérer
tres utile pour réduire le bruit de fond.

(9) M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) a été développé pour une
utilisation diagnostic in vitro. Les agents commerciaux et les distributeurs
de NICHIREI BIOSCIENCES INC., NICHIREI BIOSCIENCES ne
sauraient assumer la responsabilité du produit 4 -Histofine® Simple
Stain MAX PO (M) lorsque celui-ci est utilis¢é d’une maniére qui
enfreindrait directement ou indirectement la réglementation en vigueur ou
les brevets. En aucun cas, les agents commerciaux de NICHIREI
BIOSCIENCES ne saurait étre tenus pour responsables de contrefagcon
pouvant résulter d’une utilisation non conforme du produit.

TS-41413F-CE-F-v02



9. RESOLUTIONS DES PROBLEMES

tableau 1

Probléme

Cause Probable

Solution

o

o

Pas de coloration
ou une coloration
trés faible sur la
lame controle
positif ainsi que
sur la lame
échantillon
inconnu

Lalame
¢échantillon
inconnu n’est pas
colorée alors que
le contrdle
positif est coloré.

Coloration
intense de
I’arriére plan sur
toutes les lames.

Pendant la
réaction, les
coupes de tissus
se détachent de
la lame.

Durant la coloration, les échantillons se
sont desséchés avant I’addition des réactifs.
Soit, I’agent d’inclusion n’est pas
conforme, soit, lorsqu’il s’agit de coupes
incluses dans la paraffine, la paraffine n’a
pas été totalement éliminée des coupes.
Toute présence d’azide de sodium dans le
tampon, méme a 1’état de trace, rend la
peroxydase inactive. Dans ce cas de figure ,
toute coloration est impossible.

Incubation enzyme- anticorps non conforme

L’ Antigéne a été dénaturé ou masqué
durant I’étape de fixation ou durant
I’inclusion dans la paraffine.

L’ Antigéne est décomposé par autolyse.

Une quantité inférieure d’antigeéne est
présente dans les coupes.

L’activité enzymatique endogeéne n’a pas
été bloquée complétement.

Présence de composés de liaisons non
spécifiques.

Par suite d’autolyse, un exces d’antigéne
est isol¢é dans les solutions histologiques.

La paraffine n’a pas été totalement
¢liminée des coupes de tissus.
Le lavage de I’anticorps est insuffisant.

Une température ambiante élevée accélere
les réactions enzymatiques.
Desséchement des échantillons durant la
coloration aprés addition des réactifs.

Certains antigénes nécessitent un processus
d’extraction d’antigéne par la chaleur ou un
temps de réaction supérieur avec
I’anticorps primaire ce qui peut étre la
cause du décollement des coupes de leurs
lames.

|98

o

Utiliser la chambre humide pour éviter le desséchement des coupes de
tissus.

Changer I’agent d’inclusion, ou s’assurer que toute la paraffine a été
soigneusement éliminée des sections incluses.

Changer le xyléne ou 1’éthanol suivant le cas.

Utiliser un tampon ne contenant pas d’azide de sodium.

Changer de tampon.

Changer le réactif substrat / chromogéne.

A chaque étape, absorber soigneusement 1’excédent de liquide sur la
lame.

Le temps d’incubation avec 1’anticorps doit étre suffisamment long. En
particulier, I’anticorps primaire devrait étre incubé suivant les
indications de temps spécifiées sur le mode d’emploi du produit.

Certains antigénes sont sensibles a la fixation ou I’inclusion. Pour y
remédier, utiliser un fixatif moins puissant et diminuer le temps de
fixation.

Dans certains tissus, pour révéler I’antigéne, un prétraitement est
nécessaire, par exemple le test de régénération d’antigéne, 1’extraction
d’épitope par la chaleur (HIER), ou un traitement a la trypsine.

Dans la mesure du possible, utiliser des coupes de tissus obtenues par
biopsies ou chirurgie.

Prolonger le temps d’incubation.

S’assurer que la méthode d’extinction de la peroxydase endogéne est
correcte.

Avant d’ajouter I’anticorps primaire, traiter avec un sérum normal de
chevre a 10%.

Dans la mesure du possible, travailler sur des tissus fraichement
prélevés.

Changer le xyléne ou 1’éthanol suivant le cas.

S’assurer de laver soigneusement 1’anticorps.

Réaliser le test a une température ambiante comprise entre 15 et 25°C

Diminuer le temps de réaction.
Ne jamais laisser les coupes de tissues s’assécher.

Monter les coupes de tissus sur des lames recouvertes avec un adhésif
tel que la poly-L-lysine a 0.02% ou le silane.

M Histofine® est la marque déposée de : NICHIREI BIOSCIENCES’. Nous contacter pour obtenir la liste des pays ou le produit est enregistré.
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M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)

Universelles Immun-Peroxidase Polymer, Anti-Maus
M Histofine® Immunhistochemisches Firbereagenz
Lagerung bei 2-8°C

Beinhaltete Reagenzien

17ml x 1 Flasche (170 Tests)  Katalog-Nr.: 414131F

17ml x 3 Flasche (500 Tests)  Katalog-Nr.: 414132F

17ml x 9 Flasche (1500 Tests) Katalog-Nr.: 414134F
1. EINLEITUNG

NICHIREI BIOSCIENCES hat ein einzigartiges immunhistochemisches
Farbesystem mit den Namen Universelles Immun-Enzym Polymer (UIP)
entwickelt und patentiert. &M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)
bietet zugleich eine hohe Sensitivitit und spart Zeit bei
immunhistochemischen Applikationen.

2. BESCHREIBUNG

Fliissig, Gebrauchsfertig.

M _Histofine® Simple Stain MAX PO (M) (Universelles Immun-
Peroxidase Polymer, Anti-Maus) besteht aus einem Polymer aus
Aminoséuren, welches mit Peroxidase und Ziege Anti-Maus Ig, reduziert
zu F(ab’)-Fragmenten, konjugiert ist. Es wird in MOPS (3-
Morpholinpropansulfonsdure) Puffer (pH 6,5) gelagert, welches einen
Stabilisator und einen antibakteriellen Zusatz enthalt.

Die IgG-Fraktion wird aus immunisierten Ziegenserum aufgereinigt und
enzymatisch zu F(ab")2-Fragmenten reduziert. Diese antigen- spezifischen
F(ab'):-Fragmente werden mit dem Antigen affinitéts- gereinigt. Mit
Humanserumprotein wird eine Festphasenabsorption durchgefiihrt. Die zu
F(ab)-reduzierten F(ab')-Fragmente werden an das peroxidasemarkierte
Aminosédurepolymer konjugiert. Dieses System enthélt weder Biotin noch
Streptavidin und vermeidet so die durch traditionelle Biotin basierte
Detektionssyteme entstehenden Hintergrund- reaktionen.

3. VERWENDUNGSZWECK

& Histofine® Simple Stain MAX PO (M) wurde zur Durchfiihrung
immunhistochemischer Tests entwickelt. Das System weist auf humanen
Geweben und Zellen Mausprimédrantikorper nach, die vom Anwender zum
Erkennen von Antigenen eingesetzt werden. Das Produkt bildet einen
Antigen/Antikérper/Universal Immuno-Peroxidase Polymer-Komplex
durch Reaktion mit einem an ein Antigen gebundenen primédren
Antikdrper auf einem Gewebeschnitt. Das Ergebnis liefert einen
physiologischen oder pathologischen Zustand.

Zur In-vitro-Diagnostik. Fiir manuelle Farbung. Die Féarbeergebnisse sind
qualitativ.Fiir formalinfixierte, in Paraffin eingebettete menschliche
Gewebeschnitte. Fiir professionelle Anwender.

Die Interpretation der Ergebnisse sollte stets im Zusammenhang mit dem
klinischen Bild der Patienten und weiteren diagnostischen Parametern
durch einen qualifizierten Pathologen erfolgen.

4. TESTPRINZIP

Der Antigen/Antikorper/Universelle Immun-Peroxidase Polymerkom-
plex kann hergestellt werden, in dem das Reagenz mit einem
Mausprimérantikorper reagiert, der an ein Antigen auf einem
Gewebeschnitt gebunden ist. Die enzymatische Aktivitdt dieses
Komplexes resultiert in einem farbigen Niederschlag, der die Stelle des
nachzuweisenden Antigens farbt.

M Histofine® ist NICHIREI BIOSCIENCES eingetragenes Warenzeichen. Die registrierten Lander nehmen darauf Bezug.
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5. VORSICHTSMASSNAHMEN

Vor Verwendung des Reagenzes bitte die Gebrauchsanweisung lesen.

Verfallene Reagenzien diirfen nicht mehr benutzt werden.

Nur fiir professionelle Anwender.

Das Reagenz enthilt Material tierischen Ursprungs. Es kann nicht

ausgeschlossen werden, dass auf Grund der Herstellungsverfahren

auch Spuren von Material menschlichen Ursprungs enthalten sind.

Wie alle Produkte biologischen Ursprungs muss auch dieses

entsprechend gehandhabt werden.

5. Einatmen oder Verschlucken des hochallergischen Formaldehyds ist
gesundheitsschidlich. Schutzmaske tragen. Bei Verschlucken
Erbrechen induzieren. Bei Haut- oder Augenkontakt gut mit Wasser
auswaschen.

6. Organische Reagenzien sind entziindlich, bitte nicht in der Néhe
einer offenen Flamme verwenden.

7. Die Reagenzien nie mit dem Mund pippetieren und den Kontakt mit

8
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Haut, Schleimhéuten und Kleidung vermeiden.

Mikrobielle Kontamination der Reagenzien vermeiden, weil diese
die Ergebnisse verfilschen konnten.

Das Verspritzen von Reagenzien oder das Entstehen von Aerosolen
ist zu vermeiden.

10. Die chromogene DAB-Lsung sollte mit Vorsicht behandelt werden,
weil sie Karzinogene enthilt. Nicht verwendete DAB- Losung sollte
entsprechend den Vorschriften entsorgt werden.

11. Die national verbindlichen Arbeitsvorschriften sind zu beachten.

12. Jeder schwerwiegende Zwischenfall, der im Zusammenhang mit
M Histofine® Simple Stain MAX PO (M) aufgetreten ist, ist dem
Hersteller und der zustdndigen Behorde des Mitgliedstaats, in dem
der Anwender und/oder der Patient niedergelassen ist, zu melden.

6. FARBEVERFAHREN

Erforderliches aber nicht mitgeliefertes Material und Reagenzien

Xylol
95% Ethanol
100% Ethanol
PBS (pH 7,6+0,2)
NaCl 7,75 ¢g
KoHPO4 1,50 g
KH2PO4 0,20 g
destilliertes Wasser 1 1
o 3% Wasserstoffperoxid in absoluten Methanol (1 Teil 30%
Wasserstoftperoxid mit 9 Teilen absoluten Methanol
vermengen)
Mausprimérantikorper
Negativkontrolle
Chromogen/Substrat
Gegenfarbemittel
Destilliertes Wasser
Feuchte Kammer fiir die Inkubation der Objekttriger
Lichtmikroskop
Deckglédschen
Eindeckmedium
Stoppuhr
Farbegestelle oder Kiivetten
Absorbierende Tiicher
Beschichtete Objekttriger (beschichtet mit 0,02% Poly-L-
Lysin, Silan 0.4.)

0 Probenvorbereitung

(Paraffineingebettete Gewebeschnitte)

Um Fixationsartefakte oder eine Denaturierung des Antigens durch zu
hoch konzentriertes Fixativ, zu kurze oder zu lange Fixation der Probe zu
vermeiden und die Gewebemorphologie und Antigenaktivitdt zu erhalten,
sollten die Gewebe moglichst frisch und moglichst kleine Gewebestiicke
ca. 1 x 1 x 0,5 cm verwendet werden. Die empfohlenen Fixative:

Fixativ Fixationszeit
10% Formalin oder gepuffertes 24 - 48 Stunden
Formalin
20% Formalin 12 - 24 Stunden

o Schnittpréaparation

(Paraffineingebettete Gewebeschnitte)

Die Schnittdicke sollte zwischen 3 und 6 um liegen. Wenn eine
enzymatische Vorbehandlung oder andere Antigendemaskierung
durchgefiihrt werden soll, sollte der Glasobjekttridger vor Aufziehen der
Schnitte mit einem Adhésiv beschichtet werden (z.B. 0,02% Poly-L-Lysin
oder Silan).

TS-41413F-CE-G-v02



(Kontrollschnitte)
Eine positive Kontrolle, eine negative Kontrolle und eine
Reagenzienkontrolle werden benétigt und sollten auf dieselbe Weise wie
die unbekannte Probe prozessiert werden, um die Férbeergebnisse richtig
Zu interpretieren.
e Positiver Kontrollobjekttriager
Eine Probe, die das Zielantigen enthilt und genauso wie die unbekannte
Probe behandelt wird.
o Negativer Kontrollobjekttriger
Eine Probe, die das Zielantigen nicht enthdlt und genauso wie die
unbekannte Probe behandelt wird.
e Reagenzien-Kontrollobjekttrager
Eine Kontrollprobe wird benutzt und auf dieselbe Art und Weise wie
die unbekannte Probe behandelt. Der Primérantikdrper wird durch ein
negatives Kontrollreagenz ersetzt.

o Entparaffinierung und Dehydrierung

1. Behandlung mit Xylol

(1) Die Schnitte in Xylol tauchen, nach 3 Minuten herausnehmen und
das iiberschiissige Xylol abschiitteln.

(2) Zweimal wiederholen von Schritt 1.(1) mit frischem Xylol.

2. Behandlung mit Ethanol

(1) Die Schnitte in 100% Ethanol tauchen, nach 3 Minuten
herausnehmen und das iiberschiissige Ethanol abschiitteln.

(2) Einmal wiederholen von Schritt 2.(1) mit frischen 100 % Ethanol.

(3) Dann zweimal mit 95% Ethanol auf dieselbe Art, wie oben

3. Waschen

beschrieben, behandeln.
Nach Abschiitteln des tiberschiissigen Ethanols, die Schnitte fiir 5
Minuten in PBS tauchen.

o Farbeprozedur

1. Blockieren endogener Peroxidase

(1) Uberschiissigen Waschpuffer
saugfihigen Tuch entfernen.

(2) Die Schnitte in 3% Wasserstoffperoxid/Methanol fiir 10-15 Minuten

©)

um die Schnitte mit einem

bei Raumtemperatur tauchen. (15 - 25°C)
Mit frischem PBS dreimal je 5 Minuten waschen.

Zuygabe und Reaktion mit Primérantikdrper
Uberschiissigen Waschpuffer um die
saugfahigen Tuch entfernen.

Zwei Tropfen (100 pl) des Primérantikorpers auf die unbekannte
Probe, den positiven Kontrollobjekttrager und die negative
Kontrolle geben, so dass die Schnitte komplett bedeckt sind.

Auf den Reagenzienkontrollobjekttrager zwei Tropfen des
negativen Kontrollreagenzes anstelle des Priméarantikdrpers geben.
Inkubieren bei Raumtemperatur oder 4 °C, gemil3 den Anleitungen
der Packungsbeilagen des Primérantikorpers.

In frischem PBS dreimal fiir 5 Minuten waschen.

2.
(1) Schnitte mit einem

@)

3. Zugabe und Reaktion von & -Histofine® Simple Stain MAX
PO (M) (Universelles Immun-Peroxidase Polymer, Anti-Maus).
Uberschiissigen Waschpuffer um die Schnitte mit einem
saugfihigen Tuch entfernen.
Zwei Tropfen (100 ul) von Simple Stain MAX PO (M) auf jeden
Schnitt geben, so dass die Schnitte komplett bedeckt sind. Bei
Raumtemperatur (15 - 25°C) fiir 30 Minuten inkubieren.

(3) In frischem PBS dreimal fiir je 5 Minuten waschen.
4. Zugabe und Reaktion des Chromogen-/Substrat-Reagenzes
(1) Uberschiissigen Waschpuffer um die Schnitte mit einem

saugfihigen Tuch entfernen.

Zwei Tropfen des Chromogen-/Substrat-Reagenzes (100 pl) auf
jeden Schnitt geben, so dass die Schnitte komplett bedeckt sind. Bei
Raumtemperatur (15 - 25°C) fiir 5 - 20 Minuten inkubieren.

@)

(3) Spiilen in destilliertem Wasser dreimal je 5 Minuten.
5. Gegenfirbung

(1) Eintauchen der Schnitte in die Gegenfarbelosung.
(2) Mit Leitungswasser waschen.

6. Eindecken

Bei Benutzung von alkoholléslichen Substraten wie AEC sollten die
Schnitte mit einem Eindeckmittel auf wisseriger Basis ohne weitere
Behandlung eingedeckt werden. Bei alkoholunldslichen Substraten wie
DAB sollten sie permanent eingedeckt werden. Dafiir ist eine
Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit anschlieBendem
Xylolbad notwendig.

M Histofine® ist NICHIREI BIOSCIENCES eingetragenes Warenzeichen. Die registrierten Lander nehmen darauf Bezug.
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O Interpretation der Ergebnisse

Mikroskopische Beobachtung
Die Schnitte werden unter ein Lichtmikroskop nach einer positiven
Reaktion untersucht.
e Positiver Kontrollobjekttriger
Positive Farbung wird beobachtet.
e Negativer Kontrollobjekttrager
Positive Farbung wird nicht beobachtet.
e Reagenzien-Kontrollobjekttrager
Eine Férbung des Schnittes kann durch eine unspezifische Protein-
bindung verursacht werden.

Die Spezifitit und Sensitivitat der Antigendetektion ist abhéngig von dem
spezifischen Primérantikorper.

7. LAGERUNG & HALTBARKEIT
Bei 2 - 8 °C zu lagern. Nach Herstellung ist das Reagenz 18 Monate stabil.

8. GRENZEN DES VERFAHRENS
(1) Die Reagenzien sollten vor Benutzung auf Raumtemperatur
(15 - 25°C) gebracht werden.

(2) Um eine Denaturierung der Antigene auszuschliefen, sollten die
Gewebe wihrend des Verfahrens nicht iiber 58 °C gebracht werden.

(3) Die Schnitte diirfen nicht austrocknen.

(4) Die optimale Konzentration und Inkubationszeit der Primérantikorper
sollte von jedem Labor selbst bestimmt werden. In einigen Fillen miissen
Primérantikorper stirker verdiinnt werden, um eine Uberfirbung zu
vermeiden.

(5) Wenn die Schnitte wenig endogene Peroxidase, wenig Erythrozyten
und Granulozyten enthalten, kann auf das Blockieren der endogenen
Peroxidase verzichtet werden.

(6) Die Gewebefarbung ist abhdngig von der Behandlung und
Prozessierung des Gewebes vor der Férbung. Nicht ausreichende
Fixierung, Einfrieren und Auftauen, Waschen, Eintrocknen, Erhitzung
oder auch das Schneiden kann Artefakte oder falsch-negative Ergebnisse
hervorbringen.

(7) Suboptimale Ergebnisse konnen durch alte oder ungepufferte Fixative
verursacht werden oder wenn die Gewebe wihrend des Einbettens oder
wihrend des Aufziehens der Schnitte {ibermafig erhitzt werden.

(8) Falsch-positive Ergebnisse konnen durch unspezifisches Binden von
Proteinen entstehen. Obwohl &M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)
keine Blockierungsreagenzien benétigt, kann in einigen Fillen die
Benutzung eines proteinhaltigen Blockierungsreagenzes vor Inkubation
mit dem Primérantikorper sinnvoll sei, um Hintergrund zu reduzieren.

(9) & -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) wurde fiir die In-vitro-
Diagnostik entwickelt. NICHIREI BIOSCIENCES INC., NICHIREI
BIOSCIENCES Verkaufsagenten und Vertreiber iibernehmen keine
Verantwortung fiir & -Histofine® Simple Stain MAX PO (M), wenn
dieses Reagenz dort benutzt wurde, wo lokale Regeln oder Patente verletzt
werden. Weder NICHIREI BIOSCIENCES noch die Verkaufsagenten
konnen verantwortlich flir eine Patentverletzung gemacht werden, die
durch unsachgeméfen Gebrauch des Produktes auftreten.
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9. TROUBLE SHOOTING

table 1

Problem

Maoglicher Grund

Losung

o

Keine Farbung

oder nur schwache

Férbeergebnisse
auf dem positiven
Kontrollobjekt-
trager und der
Patientenprobe

Die unbekannte
Probe ist nicht
gut gefarbt, aber
die positive
Kontrollprobe

Hoher Hinter-
grund auf allen
Schnitten

Schnitte 16sen
sich von den
Objekttragern
wihrend der
Reaktion .

Austrocknen der Proben vor der Zugabe
des Farbereagenzes.

Das Eindeckmedium ist nicht geeignet.
Die Schnitte sind nicht geniigend
entparaffiniert.

Jegliches Vorhandensein von Natriumazid
im Puffer inaktiviert die Peroxidase und
macht eine Farbung unméglich.

Substrat fehlerhaft.
Unzureichende Inkubation mit Polymer
oder Antikdrper.

Das Antigen kann wéhrend der Fixation
oder wihrend des Einbettprozesses
denaturiert oder maskiert worden sein.
Das Antigen wird durch Autolyse zerstort.
In den unbekannten Schnitten ist weniger
Antigen.
Die endogene Enzymaktivitdt wurde nicht
vollstindig blockiert.
Unspezifische Bindung.
Durch Autolyse entstehen iliberschiissige
isolierte Antigene in den histologischen
Losungen.
Ungentigende Entfernung von Paraffin.

Ungeniigendes Waschen.

Eine hohe Raumtemperatur kann die
Enzymreaktionen beschleunigen.

Austrocknen der Proben nach der
Polymerzugabe.

Einige Antigene bendtigen eine Hitzede-
maskierung oder eine verldngerte Reaktion
mit dem Primérantikorper, was dazu fiihrt,
dass sich die Schnitte leicht ablosen.

1. Die Schnitte diirfen nie austrocknen.

2. Auswahl eines geeigneten Einbettmediums oder Entfernung des
Paraffins aus den eingebetteten Schnitten.

2. Xylol oder Ethanol austauschen.

3. Natriumazid-freie Puffer verwenden.

3. Die Pufferlésung austauschen.

4. Ein anderes Substrat verwenden.

4. Uberschiissige Puffer sorgfiltig vor jedem Schritt entfernen.

4. Priméarantikrperinkubationszeit verlangern.

1. Einige Antigene sind empfindlich gegeniiber Fixierung oder Einbettung.
Ein schwicheres Fixativ benutzen oder die Fixierungszeit verkiirzen.

1. Anderung der Antigendemaskierung (Hitzevorbehandlung, Enzym
(Tripsin etc.) - verdau)

2. Wenn irgend moglich, Gewebe aus Biopsien oder von Operationen
verwenden.

3. Verldngerung der Inkubationszeit.
1. Die Durchfiihrung der Blockierung der endogenen Peroxidase
kontollieren.

2. Unspezifische Bindungen vor Zugabe des Primérantikorpers mit 10 %
normalem Ziegenserum blockieren.

3. Wenn moglich, frisches gut fixiertes Gewebe nutzen.

4. Xylol oder Ethanol austauschen.
5. Waschschritte kontrollieren.

6. Die Raumtemperatur zwischen 15-25°C halten oder die Reaktionszeit
verkiirzen.

7. Niemals das Gewebe austrocknen lassen.

1. Die Schnitte auf beschichtete Objekttriager mit einem Adhésiv wie
0,02 % Poly-L-Lysin oder Silan-beschichtete Objekttriger bringen.

M Histofine® ist NICHIREI BIOSCIENCES eingetragenes Warenzeichen. Die registrierten Lander nehmen darauf Bezug.
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M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)

Universal Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse
& _Histofine® Immunohistochemical staining reagent

Conservare a 2-8°C

Codice : 414131F
Codice : 414132F
Codice : 414134F

Reagenti forniti 1 flacone da 17ml (170 tests)

3 flaconi da 17ml (500 tests)
9 flaconi da 17ml (1500 tests)

1.INTRODUZIONE

NICHIREI BIOSCIENCES ha sviluppato un innovativo sistema di
rivelazione immunoistochimica, il metodo Universal Immuno-enzyme
Polymer (UIP). & -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) consente di
ottenere un’alta sensibilta in tempi ridotti.

2. DESCRIZIONE

Liquido. Pronto all’uso.

M _Histofine® Simple Stain MAX PO (M) (Universal Immuno-
peroxidase Polymer, Anti-Mouse) ¢ un polimero marcato, preparato
coniugando polimeri amminoacidici con per ossidasi e Ig Goat anti-Mouse
ridotte a  Fab’.Ill  tampone di  diluizione @ MOPS  (3-
Morpholinopropanesulfonic acid )(pH 6.5) contiene agenti stabilizzanti e
agenti antimicrobici. La frazione IgG purificata da siero di capra
immunizzata ¢ sottoposta a digestione per ottenere F(ab)2. I F(ab')2 sono
poi purificati per affinita e adsorbiti su fase solida con proteine seriche
umane. Il polimero marcato con Perossidasi ¢ infine coniugato con i Fab’
ottenuti riducento i F(ab ).

Il sistema non contiene né biotina né streptavidina, in questo modo il
background solitamente presente nei campioni trattati con i sistemi a base
di biotina ¢ completamente eliminato.

3. USO PREVISTO

M _Histofine®Simple Stain MAX PO (M) ¢ destinato all’utilizzo in
immunoistochimica, per rilevare antigeni che reagiscono con un anticorpo
primario di topo su cellule e tessuti umani. Il prodotto forma un complesso
antigene/anticorpo/polimero di immuno-perossidasi universale reagendo
con un anticorpo primario legato a un antigene su una sezione di tessuto.
Il risultato fornisce uno stato fisiologico o patologico.

Per uso diagnostico in vitro. Per la colorazione manuale. I risultati della
colorazione sono qualitativi. Per sezioni di tessuto umano fissate in
paraffina in formalina. Per operatori specializzati.

L’interpretazione deve essere effettuata da un patologo qualificato entro il
contesto dell’anamnesi clinica del paziente ed in considerazione di altri
test diagnostici.

4. PRINCIPIO

Il complesso antigene/anticorpo/Polimero immunoperossidasi si forma
attraverso la reazione del reagente con ’anticorpo primario di topo legato
all’antigene sulla sezione. L’attivita enzimatica di tale complesso genera
un deposito colorato che identifica cosi il sito antigenico.

5. PRECAUZIONI

Prima di utilizzare questo reagente leggere le istruzioni.

Non utilizzare dopo la data di scadenza.

Per operatori specializzati.

Prima e dopo la fissazione, i campioni e tutti i materiali venuti a

contatto con questi devono essere considerati pericolosi e

maneggiati con le opportune precauzioni.

5. L’inalazione o [I’ingestione della formaldeide ¢& pericolosa.
Indossare una maschera protettiva. Se ingerita, indurre vomito. A
seguito contatto con pelle o occhi, sciacquare accuratamente con
acqua.

6. 1 reagenti organici sono inflammabili, non utilizzare in prossimita
di fuoco.

bl
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Non utilizzare la bocca per pipettare i reagenti ed evitare il contatto

con pelle, mucose e vestiti.

Evitare contaminazioni microbiche dei reagenti, possono generare

risultati alterati.

Evitare spargimento dei reagenti o generazione di aerosols.

Il cromogeno DAB deve essere maneggiato con cura poiché

contiene un agente carcinogeo.

11. Lo smaltimento deve essere effettuato in accordo con la regolazione
vigente.

12. Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione a M -Histofine®

Simple Stain MAX PO (M) deve essere segnalato al produttore e

all'autorita competente dello Stato membro in cui ¢ stabilito I'utente

e/o il paziente.

6. PROCEDURA DI COLORAZIONE

0 Reagenti e materiali richiesti ma non forniti

eY »® N

e Xilolo

e Etanolo 95%

e [Etanolo 100%

e Tampone salino fosfato (PBS)

(pH 7.6£0.2)

NaCl 7.75¢g
K2HPO4 150 g
KH2PO4 020g

Acqua distillata 1L
e Soluzione al 3% di perossido d’idrogeno in metanolo
(Aggiungere 1 parte di perossido d’idrogeno a 9 parti di
metanolo assoluto)
e Anticorpo primario di topo

Reagente di controllo negativo
Cromogeno/substrato

Soluzione per controcolorazione

Acqua distillata

Camera umida per incubazione dei vetrini
Microscopio

Vetrini coprioggetto

Montante

Timer

Staining racks o Coplin jars

Carta assorbente

Adesivo per sezioni tissutali

(0.02% poly-L-lysine, silano o analoghi)

0 Preparazione dei campioni

[Sezioni incluse in paraffina)

Campioni soggetti a fissazione prolungata possono deteriorarsi o andare
incontro a denaturazione antigenica. Per ottenere una fissazione ottimale,
utilizzare tessuti freschi di dimensioni ridotte (circa lcm x 1ecm x 0.5¢m).
Si raccomanda I’utilizzo dei seguenti fissativi:

Fissativo Tempi di fissazione
10% formalina o formalina tamponata 24-48 ore
20% formalina 12-24 ore

OPreparazione delle sezioni

[Sezioni incluse in paraffina]

Le sezioni devono essere tagliate ad uno spessore di 3-6 pm e posizionate
sui vetrini. Se occorrono pretrattamenti es. recupero antigenico al calore o
incubazione con tripsina, i vetrini devono essere rivestiti con un adesivo
es. 0.02% poly-L-lysine o silano.

TS-41413F-CE-1-v02



[Vetrini di controllo]
Per interpretare correttamente i risultati della colorazione, occorre
processare, insieme ai campioni, un vetrino di controllo negativo, un
vetrino positivo e un vetrino con reagente di controllo.
e Vetrino di controllo positivo
Un campione noto contenente l’antigene target, viene processato
insieme agli altri campioni.
e Vetrino di controllo negativo
Un campione noto non contenente 1’antigene target, viene processato
insieme agli altri campioni.
e Vetrino con reagente di controllo
Questo vetrino ¢ processato analogamente ai campioni, tranne che per
il reagente di controllo negativo, utilizzato in sostituzione
dell’anticorpo primario.

O Sparaffinatura e reidratazione
1. Trattamento con Xilolo

(1) Immergere i vetrini in xilolo. Dopo 3 minuti, rimuovere dallo xilolo
e scuotere i vetrini per eliminare il liquido in eccesso.
(2) Ripetere 1.(1) due volte utilizzando xilolo fresco.

2. Trattamento con etanolo

(1) Immergere i vetrini in 100% etanolo. Dopo 3 minuti, rimuovere
dall’etanolo e scuotere i vetrini per eliminare il liquido in eccesso.

(2) Ripetere 2.(1) una volta utilizzando etanolo 100% fresco

(3) Trattare 1 vetrini con etanolo 95% allo stesso modo descritto
precedentemente.

3. Lavaggi

Immergere i vetrini in PBS per 5 minuti.

o Colorazione
1. Quenching della perossidasi endogena

(1) Asciugare I’area circondante la sezione per rimuovere 1’eccesso di
liquido.

(2) Immergere i vetrini in una soluzione di perossido d’idrogeno al 3%
in metanolo assoluto per 10-15 minuti a temperatura ambiente (15 -
25°C).

(3) Risciacquare in PBS fresco 3 volte x 5 minuti.

2. Anticorpo primario
(1) Asciugare ’area circondante la sezione per rimuovere ’eccesso di
liquido.

(2) Applicare 2 gocce (100ul) di anticorpo primario ai campioni, al
vetrino di controllo positivo e al vetrino di controllo negativo in
modo da coprire completamente la sezione.

(3) 1l vetrino di controllo reagente deve essere trattato con il reagente
di controllo negativo (siero normale) invece che con I’anticorpo
primario.

(4) Incubare a temperature ambiente o a 4°C. (Seguire le istruzioni
presenti sulla scheda tecnica dell’anticorpo)

(5) Risciacquare in PBS fresco 3 volte x 5 minuti.

3. M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) (Universal Immuno-
peroxidase Polymer, Anti-Mouse).

(1) Asciugare I’area circondante la sezione per rimuovere 1’eccesso di
liquido.

(2) Applicare 2 gocce (100ul) di Simple Stain MAX PO (M) su ogni
vetrino, in modo da coprire completamente la sezione. Incubare a
temperatura ambiente (15 - 25°C) per 30 minuti.

(3) Risciacquare in PBS fresco 3 volte x 5 minuti

4. Reagente cromogeno/substrato

(1) Asciugare ’area circondante la sezione per rimuovere 1’eccesso di
liquid.

(2) Applicare 2 gocce (100ul) di reagente cromogeno/substrato su ogni
vetrino, in modo da coprire completamente la sezione. Incubare a
temperatura ambiente (15 - 25°C) per 5-20 minuti.

(3) Risciacquare in acqua distillate 3 volte x 5 minuti.

5. Controcolrazione
(1) Immergere i vetrini nella soluzione di controcolorazione
(2) Risciacquare accuratamente con acqua corrente.

6. Montaggio

In caso di substrati alcool-solubili (es. AEC), le sezioni vanno montate con
mezzi di montaggio a base acquosa senza ulteriori trattamenti. I substrati
alcool-insolubili (es. DAB) sono montati con un mezzo permanente dopo
aver lavato con acqua, disidratato attraverso una scala di alcol e
chiarificato i vetrini in xilolo.

M _Histofine” is NICHIREI BIOSCIENCES's registered trademark. The registration countries would be referred to us.
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o Interpretazione dei risultati

Osservazione al microscopio
[ vetrini sono esaminati al microscopio luce confrontando i risultati con
13 tipi di controlli.
e Vetrino di controllo positivo
Si osserva colorazione positiva.
e Vetrino di controllo negativo
Non si osserva colorazione positiva
e Vetrino con reagente di controllo
In caso di colorazione positiva, questa ¢ probabilmente dovuta ad una
reazione aspecifica.

La sensibilita e la specificita della reazione antigenica dipendono
dall’anticorpo primario utilizzato.

7. CONSERVAZIONE E VALIDITA’
Conservare a 2-8°C. Il reagente ¢ stabile per 18 mesi dalla data di
produzione.

8. LIMITAZIONI GENERALI

(1) Porre i reagenti a temperature ambiente (15 - 25°C) prima dell utilizzo.

(2) Per limitare la denaturazione degli antigeni, durante la processazione
non esporre i tessuti a temperature superiori ai  58°C.

(3) Non lasciare seccare i campioni durante la colorazione.

(4) I tempi di incubazione e le concentrazioni ottimali di anticorpo
primario devono essere determinati dall’utilizzatore. In alcuni casi, per
evitare un eccesso di colorazione ¢ opportuno diluire ulteriormente
I’anticorpo primario.

(5) Se la quantita di perossidasi endogena, di eritrociti e granulociti ¢
molto bassa, ¢ possibile omettere il passaggio di quenching

(6) I risultati della colorazione sono strettamente correlati ai passaggi di
fissazione e processazione precedenti, errori in queste fasi possono
comportare artefatti o risultati falsi negativi.

(7) I risultati possono essere non ottimali se si utilizzano fissativi non
freschi o non tamponati o se i campioni vengono riscaldati eccessivamente
durante ’inclusione o il montaggio sui vetrini.

(8) A causa dei legami aspecifici con le proteine, ¢ possibile ottenere
risultati falsi-positivi. Sebbene &M -Histofine® Simple Stain MAX PO
(M) non richieda I’utilizzo di blocking, in alcuni casi I’applicazione di un
reagente bloccante prima dell’incubazione con 1’anticorpo primario puo
essere utile per ridurre il background.

(9) M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) ¢ per uso diagnostico in
vitro. NICHIREI BIOSCIENCES INC., i suoi agenti di vendita e
distributori non saranno responsabili di un eventuale uso improprio di
M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M).

TS-41413F-CE-1-v02



9. PROBLEMI

table 1

Problema Possibile causa Soluzione

o Assenza di I campioni si sono asciugati durante i Utilizzare una camera umida per prevenire 1’essiccamento delle
colorazione o passaggi di colorazione. sezioni.
segnale debole Inclusione non adeguata, oppure la 2. Utilizzare un adeguato agente di inclusione o rimuovere
nei campioni e paraffina non ¢ stata completamente completamente la paraffina dalle sezioni cambiando xilolo ed etanolo.
nel vetrino di rimossa dalle sezioni.
controllo Tracce di sodio azide presenti nei tamponi Utilizzare tamponi privi di sodio azide. Cambiare il tampone di
positivo. possono inattivare la perossidasi, lavaggio.

impedendo la colorazione.
Inadeguata incubazione con I’enzima o 4. Utlizzare cromogeno/substrato freschi.
I’anticorpo. Ad ogni passaggio, eliminare 1’eccesso di soluzione.
Incubare con ’anticorpo per il tempo necessario.

o Il campione non L’antigene ¢ denaturato o mascherato Alcuni antigeni sono sensibili alla fissazione e all’inclusione. Utilizzare
¢ colorato, durante i processi di fissazione ed un fissativo meno concentrato ¢ diminuire i tempi di fissazione.
mentre il inclusione. Per poter rilevare I’antigene, alcuni tessuti richiedono un pretrattamento
controllo es. recupero antigenico al calore (HIER) o trattamento con tripsina.
positivo si. L’antigene ¢ decomposto per autolisi. Se possibile, utilizzare tessuti ottenuti da biopsia o intervento

chirurgico.
Scarsa quantita di antigene nelle sezioni. Prolungare i tempi di incubazione.

o Eccesso di Lattivita enzimatica endogena non ¢ stata Assicurarsi che il quenching della Perossidasi sia effettuato
background in completamente bloccata. correttamente.
tutti i campioni Legami aspecifici. Prima di aggiungere 1’anticorpo primario, trattare con siero normale di

capra al 10%.
Un eccesso di reattivita puo essere dovuto Se possible, utilizzare tessuti freschi.
ad autolisi del campione.
Insufficiente rimozione della paraffina. Cambiare lo xilolo o I’etanolo.
Insufficiente lavaggio dopo I’incubazione Assicurarsi che i lavaggi siano sufficienti.
con I’anticorpo .
Un’elevata temperature ambientale Mantenere la temperatura ambientale trai 15 e 1 25°C
accelera le reazioni enzimatiche. Abbreviare i tempi di reazione.
Asciugatura dei campioni durante la Impedire 1’asciugatura dei campioni durante la colorazione.
colorazione.

o Distacco delle Alcuni antigeni richiedono recupero Montare le sezioni su vetrini rivestiti da un adesivo es. 0.02% poly-L-
sezioni durante antigenico al calore o prolungate lysine o silano.
le reazioni. incubazioni con I’anticorpo primario, cio

puo indurre il distacco della sezione.

M _Histofine” is NICHIREI BIOSCIENCES's registered trademark. The registration countries would be referred to us.
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M -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)

Polimero Universal de Inmuno-peroxidasa, Anti-raton
WV _Histofine® Reactivo para tinciones inmunohistoquimicas
Almacene el producto a 2-8°C

Reactivos suministrados
17ml x 1 frasco (170 tests) Codigo : 414131F
17ml x 3 frascos (500 tests) Codigo : 414132F
17ml x 9 frascos (1500 tests) Codigo : 414134F

1. INTRODUCCION

NICHIREI BIOSCIENCES ha desarrollado un sistema de tinciéon tnico
llamado método Universal Immuno-enzyme Polymer (UIP). Es una
técnica original de NICHIREI BIOSCIENCES. M -Histofine® Simple
Stain MAX PO (M), proporciona una alta sensibilidad y permite ahorrar
tiempo en aplicaciones inmunohistoquimicas.

2. DESCRIPCION

Liquido. Listo para su uso.

N Histofine® Simple Stain MAX PO (M) (Polimero Universal de
Inmuno-peroxidasa, Anti-raton) es el polimero marcado que se prepara
combinando polimeros de aminoacidos con peroxidasa e lg antirraton de
cabra de cabra que se reducen a Fab'. Se almacena en tampon MOPS
(Acido  3-(N-morfolino)propanosulfoénico) (pH 6.5) que contiene
estabilizador y antibidtico.

La fraccion de IgG purificada del suero caprino inmunizado se digiere
para preparar F(ab').. El F(ab'), especifico del antigeno se purifica por
afinidad con el antigeno. La absorcion en fase sdlida se realiza con
proteina de suero humano. El polimero de aminoacidos marcado con
peroxidasa se conjuga con ¢l Fab' obtenido mediante la reduccion del
F(ab"a.

El sistema no contiene biotina ni estreptavidina, por lo que se evita por
completo el fondo encontrado con el sistema de deteccion tradicional con
biotina.

3. USO PREVISTO

M _Histofine® Simple Stain MAX PO (M) esta disefiado para permitir
pruebas inmunohistoquimicas, para revelar antigenos que reaccionan con
un anticuerpo primario de raton suministrado por el usuario en tejidos y
células humanas. El producto forma un complejo
antigeno/anticuerpo/polimero inmuno-peroxidasa universal al reaccionar
con un anticuerpo primario unido a un antigeno en una seccion de tejido.
El resultado proporciona un estado fisiologico o patologico.

Para uso en diagnostico in vitro. Para la tinciéon manual. Los resultados de
la tincién son cualitativos. Para secciones de tejido humano fijadas con
formalina e incluidas en parafina. Para uso profesional.

La interpretacion debe realizarse en el contexto de la historia clinica del
paciente y de otras pruebas diagnosticas por un patdlogo cualificado.

4. PRINCIPIO

El complejo antigeno/anticuerpo/polimero inmuno-peroxidasa universal
puede prepararse dejando que el reactivo reaccione con un anticuerpo
primario de raton unido al antigeno en una seccion de tejido. La actividad
enzimatica de este complejo da lugar a un depdsito coloreado, tifiendo asi
el punto del antigeno.

5. PRECAUCIONES

1. Antes de utilizar este reactivo, lea estas instrucciones.
2. No utilice los reactivos después de su fecha de caducidad.

N Histofine® es una marca registrada de NICHIREI BIOSCIENCES. Los paises de registro nos seran remitidos.
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Para uso profesional.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, y cualquier otro

material expuesto a ellas, deben ser manipuladas como muestras

peligrosas y con las precauciones adecuadas.

5. La inhalacion o la ingestion del fijador altamente alérgico

formaldehido es perjudicial. Lleve mascara protectora. En caso de

ingestion, provocar el vomito. En caso de contacto con la piel o los

ojos, lavese a fondo con agua.

Los reactivos organicos son inflamables. No utilizar cerca de una

llama viva.

No pipetear nunca los reactivos con la boca y evitar su contacto con

la piel, las mucosas y la ropa.

Evite la contaminacion microbiana de reactivos ya que podria causar

resultados incorrectos.

Evite las salpicaduras con reactivos o la generacion de aerosoles.

0. Puesto que se trata de un cromdgeno, la solucion DAB debe ser
manipulada cuidadosamente, ya que contiene carcinégeno.

11. La solucién no utilizada debe eliminarse de acuerdo con la

normativa local, estatal y federal.

12. Cualquier incidente grave que haya ocurrido en relacion con V-

Histofine® Simple Stain MAX PO (M) se comunicara al fabricante

y a la autoridad competente del Estado miembro en el que esté

establecido el usuario y/o el paciente.

6. PROCEDIMIENTOS DE TINCION

o Reactivos y materiales necesarios no suministrados

Hw

=Y © = o

Xileno
Etanol 95%
Etanol 100%
Tampon fosfato salino (PBS)
(pH 7.6+0.2)
NaCl7.75 g
K2HPO4 150 g
KH2PO4 020g
Agua destilada 1L
e Solucion de perdxido de hidrogeno al 3% en metanol
absoluto (Afadir 1 parte de perdxido de hidroégeno al 30%
a 9 partes de metanol absoluto)
Anticuerpo primario de raton

Reactivo de control negativo
Reactivo cromogeno/sustrato
Solucién de contratincion

Agua destilada

Céamara de humidificacion para incubacion en portaobjetos
Microscopio optico

Portaobjetos

Medios de montaje

Temporizador

Gradillas de tincion o botes Coplin
Toallitas absorbentes

Adhesivo para cortes de tejidos
(poli-L-lisina 0,02%, silano o similar)

O Preparacion de la muestra

[Tejidos incluidos en parafina]

Los especimenes pueden sufrir desintegracion histologica o
desnaturalizacion antigénica cuando se someten a un fijador muy
concentrado o a una fijacion prolongada. Asi, para obtener una fijacion
optima, manteniendo la morfologia del tejido y la actividad del antigeno,
se deben utilizar tejidos lo mas frescos posible y de pequeflo tamafio
(aproximadamente 1cm x Iem x 0,5¢cm). Se recomiendan los fijadores que
se muestran a continuacion.

Reactivo de fijacion Tiempo de fijacion
Formol al 10% o formalina 24-48 horas
tamponada
Formol al 20% 12-24 horas

o Preparacion del corte

[Cortes de tejido incluidos en parafina]

Las secciones cortadas deben ser de 3-6 um y se colocan en portaobjetos.
Cuando se vayan a realizar otros tratamientos, como la recuperacion de
antigenos, la recuperacion de epitopos inducidos por calor (HIER) o el
tratamiento con tripsina, los portaobjetos de vidrio deben recubrirse con
un adhesivo como la poli-L-lisina al 0,02% o el silano para las secciones
de tejido.

TS-41413F-CE-S-v02



[Portaobjetos de control]
Se necesitan un portaobjetos de control positivo, un portaobjetos de
control negativo y un portaobjetos de control de reactivos, que se procesan
de la misma manera que el portaobjetos de la muestra desconocida para
interpretar los resultados de la tincion.
e Portaobjetos de control positivo
Una muestra que contiene el antigeno diana y que se procesa de la
misma manera que la muestra desconocida.
e Portaobjetos de control positivo
Una muestra que no contenga el antigeno diana y que se procesa de la
misma manera que la muestra desconocida.
e Portaobjetos de control de reactivos
La muestra de control se utiliza y se procesa de la misma manera que la
muestra de prueba, excepto que se utiliza el reactivo de control negativo
en lugar del anticuerpo primario

o Desparafinacion y Rehidratacion

1. Tratamiento con xileno

(1)  Sumerge los portaobjetos en xileno. Después de 3 minutos, sacar y
sacudir el exceso de xileno en los portaobjetos.

(2) Repetir 1.(1) dos veces utilizando xileno fresco.

2. Tratamiento con etanol

(1)  Sumerge los portaobjetos en etanol al 100%. Después de 3 minutos,
sacar y sacudir el exceso de etanol al 100% en los portaobjetos.

(2) Repetir 2.(1) una vez con etanol al 100% fresco.

(3) A continuacion, tratelos dos veces con etanol al 95% de la misma
manera que se ha descrito anteriormente.

3. Lavado
Después de sacudir el exceso de etanol, sumerja los portaobjetos en
PBS durante 5 minutos.

o Procedimientos de Tincion

1. Extincion de la peroxidasa endogena

(1) Limpie cuidadosamente las areas alrededor de las secciones en los
portaobjetos para eliminar el exceso de solucion.

(2) Sumergirlos en una solucién de peroxido de hidrogeno al 3% en
metanol absoluto durante 10-15 minutos a temperatura ambiente (15
-25°C).

(3) Aclararlas en PBS fresco 3 veces, cada una de ellas de 5 minutos de
duracion.

2. Adicién y reaccion del anticuerpo primario

(1) Limpie cuidadosamente las areas alrededor de las secciones en los
portaobjetos.

(2) Aplicar 2 gotas (100ul) de anticuerpo primario en el portaobjetos de
la muestra, el portaobjetos de control positivo y el portaobjetos de
control negativo, respectivamente, de manera que se cubra
completamente el corte.

(3) En el portaobjetos de control de reactivos, aplicar dos gotas de
reactivo de control negativo (suero normal) en lugar del anticuerpo
primario.

(4) Incubarlas a temperatura ambiente o a 4°C. (Seguir las instrucciones
de los datos de tiempo de incubacion designados en el prospecto del
anticuerpo primario)

(5) Aclararlas en PBS fresco 3 veces, cada una de ellas de 5 minutos de
duracion.

3. Incorporacion y reaccion de iM-Histofine® Simple Stain MAX PO
(M) (Polimero Universal de Inmuno-peroxidasa, Anti-raton).

(1) Limpie cuidadosamente las areas alrededor de las secciones en los
portaobjetos.

(2) Aplique 2 gotas (100ul) de Simple Stain MAX PO (M) a cada
portaobjetos de manera que se cubran completamente los cortes.
Incubar a temperatura ambiente (15 - 25°C) durante 30 minutos.

(3) Aclararlas en PBS fresco 3 veces, cada una de ellas de 5 minutos de
duracion.

4. Incorporacion y reaccion del reactivo cromdgeno/sustrato

(1) Limpie cuidadosamente las areas alrededor de los cortes en los
portaobjetos.

(2) Aplique 2 gotas (100ul) de Simple Stain MAX PO (M) a cada
portaobjetos de manera que se cubran completamente los cortes.
Incubar a temperatura ambiente (15 - 25°C) durante 5- 20 minutos.

(3) Aclararlas en agua destilada 3 veces, cada una de ellas de 5 minutos
de duracion.

5. Contratincion
(1)  Sumergirlos en la solucion de contratincion.
(2) Lavarlas bien con agua del grifo.

6. Montaje

En el caso de los sustratos solubles en alcohol, como el AEC, los cortes de
tejido se montan con medios de montaje a base de agua sin mas
tratamiento. En el caso de sustratos insolubles en alcohol como el DAB,

N Histofine® es una marca registrada de NICHIREI BIOSCIENCES. Los paises de registro nos seran remitidos.

se montan con medios de montaje permanentes después de lavarlos con
agua, deshidratarlos en series graduadas de alcohol y aclararlos en xileno.

o Interpretacion de los resultados

Observacion microscopica
Los portaobjetos se examinan con un microscopio de luz para detectar
una reaccion positiva. Es necesario hacer la comparacion con tres tipos
de portaobjetos de control para interpretar los resultados de la tincion.
e Portaobjetos de control positivo
Se observa tincion positiva.
e Portaobjetos de control positivo
No se observa tincion positiva.
e Portaobjetos de control de reactivos
Si el portaobjetos esta tefiido, probablemente se deba a una reaccion
inespecifica por union de proteinas no especificas.

La especificidad y la sensibilidad de la deteccion del antigeno dependen
del anticuerpo primario especifico utilizado.

7. ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Almacenar a 2-8°C. El reactivo es table 18 meses tras su fabricacion.

8. LIMITACIONES GENERALES

(1) Deje que estos reactivos alcancen la temperatura ambiente (15 - 25°C)
antes de tefiir.

(2) Para minimizar la desnaturalizacion de los antigenos, no exponga los
tejidos a una temperatura superior a 58°C durante el procesamiento.

(3) No deje que los tejidos se sequen en cada paso de la tincion.

(4) La concentracion y el tiempo de incubacion éptimos de los anticuerpos
primarios deben ser determinados por la investigacion. En algunos casos,
puede ser necesaria una dilucion adicional de los anticuerpos primarios
para evitar una tincion excesiva.

(5) Si las secciones contienen poca peroxidasa enddgena, pocos eritrocitos
y pocos granulocitos, se puede omitir el apagado de la peroxidasa
enddgena.

(6) La tincion de tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento
del tejido antes de la tincion. Una fijacion, congelacion, descongelacion,
lavado, secado, calentamiento o corte inadecuados pueden producir
artefactos o resultados falsos negativos.

(7) Los resultados no seran Optimos si se utilizan fijadores viejos o no
tamponados, o si se calientan excesivamente durante la incrustacion o
durante la fijacion de las secciones en los portaobjetos.

(8) Pueden observarse resultados falsos positivos debido a la union
inespecifica de las proteinas. Aunque M-Histofine® Simple Stain MAX
PO (M) no requiere el uso de un reactivo de bloqueo por separado, en
algunos casos la aplicacion de un reactivo de bloqueo que contenga una
proteina irrelevante, antes de la incubacion con el anticuerpo primario,
puede ser 1til para reducir el fondo.

(9) N -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) esté disefiado para su uso
en el diagnostico in vitro. NICHIREI BIOSCIENCES INC., los
agentes de ventas y los distribuidores de NICHIREI BIOSCIENCES no
asumiran ninguna responsabilidad por M -Histofine® Simple Stain MAX
PO (M) cuando se utilice de una manera que directa o indirectamente viole
las regulaciones o patentes locales. Ni NICHIREI BIOSCIENCES ni sus
agentes de ventas pueden ser considerados responsables de cualquier
infraccion de patente que pueda ocurrir como resultado del uso inadecuado
del producto.
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9. RESOLUCION DE PROBLEMAS

tabla 1

Problema

Posible causa

Solucion

o

o

No hay tincion o
la tincion es
débil en el
portaobjetos de
control positivo
yenel
portaobjetos de
la muestra
desconocida

El portaobjetos
de la muestra
desconocida no
se tifie, mientras
que el
portaobjetos del
control positivo
si se tifie.

Los fondos estan
intensamente

tefiidos en todos
los portaobjetos.

Durante la
reaccion, las
secciones de
tejido se
desprenden de
los portaobjetos.

Secado de las muestras durante la tincion
antes de afiadir los reactivos.

El agente de inclusion no es adecuado, o la
parafina no se elimina completamente de
los cortes incluidos en parafina.

Cualquier traza de azida sodica presente en
el tampon inactiva la peroxidasa, haciendo
imposible la tincion.

Incubacion inadecuada de la enzima y el
anticuerpo.

El antigeno se desnaturaliza o enmascara
durante el proceso de fijacion o
incrustacion.

El antigeno se descompone por autolisis.
Hay menos antigeno en las secciones.

La actividad enzimatica enddégena no
estaba completamente bloqueada.

Se encuentran composiciones de unién no
especificas.

La autolisis da lugar a un exceso de
antigenos aislados en soluciones
histologicas.

Eliminacion insuficiente de parafina.
Lavado insuficiente del anticuerpo.

Una temperatura ambiente elevada acelera
las reacciones enzimaticas.

Secado de las muestras durante la tincion
después de los reactivos.

Algunos antigenos requieren un
procedimiento de recuperacion de
antigenos inducido por calor o un tiempo
de reaccion prolongado con el anticuerpo
primario, lo que puede hacer que las
secciones se desprendan facilmente.

W

R

o

Utilice la camara de humidificacion para no permitir que el tejido se
seque.

Seleccione un agente de inclusion adecuado o elimine completamente
la parafina de las secciones incluidas.

Cambie el xileno o el etanol seglin sea el caso.

Utilice una solucion tampon sin azida sodica.

Cambiar la solucion tampon.

Cambie el reactivo cromdgeno/sustrato caducado.

Elimine bien el exceso de solucion en cada paso.

Proporcionar el tiempo suficiente para la reaccion con el anticuerpo. En
particular, el anticuerpo primario debe incubarse durante el periodo de
tiempo especificado en el inserto.

Algunos antigenos son sensibles a la fijacion o incrustacion. Por ello,
utilice un fijador menos potente y disminuya el tiempo de fijacion.

El pretratamiento es necesario para algunos tejidos, con el fin de revelar
el antigeno, como la recuperacion del antigeno, la recuperacion del
epitopo inducido por calor (HIER) o el tratamiento con tripsina.

Utilizar tejidos obtenidos por biopsia o cirugia, siempre que sea posible.
Prolongar el tiempo de incubacion.

Asegurese de que el procedimiento de apagado de la peroxidasa
endodgena es el correcto.

Antes de afadir el anticuerpo primario, tratar con un 10% de suero
normal de cabra.

Obtencion de tejidos frescos siempre que estén disponibles.

Cambie el xileno o el etanol segtn sea el caso.
Asegurar el lavado a fondo del anticuerpo.
Mantener la temperatura ambiente entre 15 y 25°C

Acortar el tiempo de reaccion.
Nunca dejar que el tejido se seque.

Montar las secciones de tejido en portaobjetos recubiertos con un
adhesivo como la poli-L-lisina al 0,02% o el silano.

N Histofine® es una marca registrada de NICHIREI BIOSCIENCES. Los paises de registro nos seran remitidos.
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iV -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)

Univerzalni imunoperoxidizovy polymer, anti-mysi
& _Histofine® Imunohistochemické barvici ¢inidlo
Skladujte pfi teploté 2-8 °C

Dodana ¢inidla 17 ml x 1 lahvicka (170 testi) Kod : 414131F
17 ml x 3 lahvicky (500 testt) Kod : 414132F

17 ml x 9 lahvicek (1500 testt) Kod : 414134F

1. UVOD
Spolecnost NICHIREI BIOSCIENCES vyvinula unikatni
imunohistochemicky barvici systém nazvany univerzalni

imunoenzymova polymerova metoda (UIP). Jednd se o origindlni
techniku spole¢nosti NICHIREI BIOSCIENCES. i -Histofine® Simple
Stain MAX PO (M) poskytuje vysokou citlivost i ¢asovou Usporu pii
imunohistochemickych aplikacich.

2. POPIS
Tekutina. Pfipraveno k pouZiti.
N _Histofine® Simple Stain MAX PO (M) (univerzalni

imunoperoxidazovy polymer proti mys$im Ig) je znaceny polymer
piipraveny kombinaci polymerd aminokyselin s peroxidazou a kozimi
anti - my$im Ig, které jsou redukovany na Fab'. Uchovéava se v pufru
MOPS (kyselina 3-morfolinopropansulfonovd) (pH 6,5) obsahujicim
stabilizator a antibakterilni ¢inidlo.

Frakce IgG purifikovand ze séra imunizovanych koz se Stépi pro
piipravu F(ab')>. Antigen-specificky F(ab’)? se afinitné purifikuje pomoci
antigenu. Absorpce na pevné fazi se provadi s proteinem lidského séra.
Polymer aminokyselin znaceny peroxiddzou se konjuguje s Fab’
ziskanym redukei F(ab')?.

Systém neobsahuje biotin ani streptavidin, takze se zcela vyhyba barveni
pozadi, které se vyskytuje u tradi¢nich detekénich systémi na bazi
biotinu.

3. URCENE POUZITI

N _Histofine®Simple Stain MAX PO (M) je navrzen tak, aby umoznil
imunohistochemické testy k odhaleni antigentl, které reaguji s primarni
mysi protilatkou dodanou uzivatelem na lidskych tkanich a bunkach.
Produkt  vytvafi  antigen/protilatka/univerzalni  imunoperoxidaza
Polymerovy komplex reakei s primarni protilatkou navazanou na antigen
na tkanovém fezu. Vysledek vyjadiuje fyziologicky nebo patologicky
stav.

Pro diagnostické pouziti in vitro. Pro rucni barveni. Vysledky barveni
jsou kvalitativni. Pro formalinem fixované parafinové fezy lidské tkané.
Pro profesionalni uzivatele.

Interpretaci musi provést kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou
anamnézou pacienta a dalSich diagnostickych test.

4. PRINCIP

Komplex antigen / protilatka / univerzalni imunoperoxidaza polymer lze
ptipravit tak, Ze se ¢inidlo necha reagovat s mysi primarni protilatkou
navazanou na antigen na tkanovém fezu. Enzymatickd aktivita tohoto
komplexu vede k barevnému depozitu, a tim k obarveni mista s
antigenem.

M Histofine® je registrovana ochranna znamka spole¢nosti NICHIREI BIOSCIENCES. Zemé registrace by mély byt odkézany na nas.

1

5. UPOZORNENI

Pted pouzitim tohoto ¢inidla si ptectéte tento navod k pouziti. .

Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti doby pouzitelnosti.

Pro profesionalni uzivatele.

Se vzorky pfed a po fixaci a se vSemi ostatnimi materialy, které

jsou s nimi v kontaktu , by se mélo zachazet jako s biologicky

nebezpeénymi materialy za dodrzeni pfislusnych bezpec¢nostnich
opatfeni.

5. Vdechnuti nebo poziti vysoce alergického fixa¢niho formaldehydu
je skodlivé. Pouzivejte ochrannou masku. Pii poziti miize vyvolat
zvraceni. Pfi zasazeni kiize nebo o¢i dikladné omyjte vodou.

6. Organickd ¢inidla jsou hoflava. NepouZivejte je v blizkosti
oteviené¢ho ohné.

7. Nikdy nepipetujte ¢inidla usty a zabrafite jejich kontaktu s kuzi,
sliznicemi a obleCenim.

8. Zabrante mikrobidlni kontaminaci ¢inidel, protoze muze dojit k

9
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nespravnému vysledku.

. Zabraite rozstiiknuti  ¢inidel nebo vzniku aerosold.

0. S roztokem DAB jako s chromogenem je tieba zachéazet opatrné,
protoze obsahuje karcinogen. .

11. Nepouzity roztok by mél byt zlikvidovan v souladu s mistnimi,
statnimi a federalnimi piedpisy.

12. Jakykoli zavazny incident, ke kterému doSlo v souvislosti s
& “Histofine® Simple Stain MAX PO(M), musi byt nahlasen
vyrobei a pfislusnému organu clenského statu, ve kterém je
uzivatel a/nebo pacient usazen.

6. POSTUPY BARVENI

o Pozadované, ale nedodané reagencie a materialy

e Xylen
e 95% ethanol
e 100% etanol
e Fosfatovy pufrovany roztok (PBS)
(pH 7,6 £ 0,2)
NaCl 7,75 ¢g
K2 HPO4 1,50 g
KH2 PO4 020 g

destilovana voda 1L
e 3% roztok peroxidu vodiku v absolutnim methanolu
(Ptidejte 1 dil 30% peroxidu vodiku k 9 dilim methanolu).
absolutni metanol)
Mysi priméarni protilatka
Negativni kontrolni ¢inidlo
Chromogen/substratové ¢inidlo
Roztok na barveni
Destilovana voda
Zvlh¢ovana komora pro inkubaci sklicek
Svételny mikroskop
Kryci sklicka
Montazni média
Stopky
Stojany na barveni nebo sklenice Coplin
Absorp¢ni ubrousky
Lepidlo pro tkanovy fez
(0,02 % poly-L-lysinu, silanu nebo podobnych latek)

o Ptiprava fezl

[Parafinové fezy tkani]

Vzorky mohou podléhat histologické dezintegraci nebo antigenni
denaturaci, pokud jsou vystaveny vysoce koncentrovanému fixacnimu
¢inidlu nebo dlouhodobé fixaci. Proto by se pro dosazeni optimalni
fixace, zachovani morfologie tkan¢ a antigenni aktivity mély pouzivat co
nejcerstvejsi tkané malych rozméra (pfiblizné 1 cm x 1 cm x 0,5 cm).
Doporucuji se nize uvedené fixaéni prostiedky.

Fixacni ¢inidlo Doba fixace
10% formalin nebo pufrovany 24-48 hodin
formalin
20% formalin 12-24 hodin

o Ptiprava fezl

[Parafinové fezy tkani]

Rezy by mély mit velikost 3-6 um a mély by byt umistény na sklicka.
Pokud je tieba provést dalsi upravy, jako je regenerace antigenu, tepelné
indukované zpétné odhaleni epitopti (HIER) nebo tprava trypsinem,
meéla by byt sklicka potazena lepidlem, jako je 0,02% poly-L-lysin nebo
silan pro tkanové fezy.
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[Kontrolni sklicka ]
K interpretaci vysledkil barveni je zapotiebi pozitivni kontrolni sklicko,
negativni kontrolni skli¢ko a kontrolni sklicko s ¢inidlem, které se
zpracovavaji stejnym zpisobem jako sklicko s neznamym vzorkem.
e Pozitivni kontrolni sklicko
Vzorek obsahujici cilovy antigen, ktery se zpracovava stejnym
zpusobem jako neznamy vzorek.
e Negativni kontrolni sklicko
Vzorek neobsahujici cilovy antigen, ktery se zpracovava stejnym
zpusobem jako neznamy vzorek.
o Kontrolni sklicko s reagencii
Kontrolni vzorek se pouziva a zpracovava stejnym zplsobem jako
testovany vzorek s tim rozdilem, Ze misto primarni protilatky se
pouzije negativni kontrolni ¢inidlo.

O deparafinizace a rehydratace

1. OSetfeni xylenem

(1) Ponotte sklicka do xylenu. Po 3 minutach vyjméte a setfepejte
piebytecny xylen ze sklicek.

(2) Opakujte dvakrat bod 1.1 s pouzitim Cerstvého xylenu.

2. OSetfeni etanolem

(1) Ponoite sklicka do 100% etanolu. Po 3 minutach vyjméte a setfeste
pirebytecny 100% etanol ze sklicek.

(2) Opakujte bod 2.(1) jednou s erstvym 100% ethanolem.

(3) Poté je dvakrat oSetiete 95% etanolem stejnym zptsobem, jak je
popsano vyse.

3. Prani
Po vytfepani ptebytecného etanolu ponofte sklicka na 5 minut do
PBS.

o Postupy barveni

1. Inaktivace endogenni peroxidazy

(1) Peclive otfete okoli fezi na sklickach, abyste odstranili ptebytecny
roztok.

(2) Ponoite je na 10 az 15 minut do 3% roztoku peroxidu vodiku v

absolutnim metanolu pfi pokojové teploté (15 - 25 °C).

(3) Oplachnéte je v Cerstvém PBS ttikrat, vzdy po dobu 5 minut.
2. Ptidani a reakce primarni protilatky
(1) Peclive otiete mista kolem fezti na sklickach.

(2) Naneste 2 kapky (100 u 1) primarni protilatky na podlozni sklicko
vzorku, pozitivni kontrolni sklicko a negativni kontrolni sklicko
tak, aby byly fezy zcela pokryty.

Na kontrolni sklicko s ¢inidlem naneste misto primarni protilatky
dv¢ kapky negativniho kontrolniho ¢inidla (normalni sérum).
Inkubujte je pti pokojové teploté nebo pii 4 °C. (Postupujte podle
pokynii pro udaje o dobé inkubace uvedené v piibalovém letaku
primarni protilatky).

Ttikrat je proplachnéte v Cerstvém PBS, vzdy po dobu 5 minut.

3. Pridani a reakce & -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)
(univerzalni imunoperoxidazovy polymer, anti-mys$i).

Peclive otfete oblasti kolem fezti na sklickéach.

Na kazdé sklicko naneste 2 kapky (100 1) piipravku Simple
Stain MAX PO (M) tak, aby byly fezy zcela pokryty. Inkubujte pti
pokojové teploté (15 - 25 °C) po dobu 30 minut.

©)
“4)

(3) Oplachnéte je v Cerstvém PBS trikrat, vzdy po dobu 5 minut.
4. Ptidani a reakce chromogen/substratového ¢inidla
(1) Peclivé otiete mista kolem fezl na sklickach.

Na kazdé sklicko naneste 2 kapky (100 u 1) chromogen/
substratového Cinidla tak, aby byly fezy zcela pokryty. Inkubujte
pii pokojové teploté (15-25 °C) po dobu 5-20 minut.

Trikrat je proplachnéte v destilované vodé, vzdy po dobu 5 minut.

3)
5. Protibarveni

(1)  Sklicka ponoite do protibarviciho roztoku..
(2) Dobie je omyjte vodou z vodovodu.

6. Montaz

V piipad¢ substrati rozpustnych v alkoholu, jako je AEC, se tkanové
tezy bez dalsiho oSetfeni upeviuji pomoci montazniho média na vodni
bazi. V piipad¢ substratii nerozpustnych v alkoholu, jako je DAB, se po
promyti vodou, dehydrataci v odstupniovanych sériich alkoholu a
vyc€isténi v xylenu montuji s trvalym montaznim médiem.

M Histofine® je registrovana ochranna znamka spole¢nosti NICHIREI BIOSCIENCES. Zemé registrace by mély byt odkézany na nas.
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O Interpretace vysledkt
Mikroskopické vysetieni
Sklicka se vysSetii svételnym mikroskopem, zda je reakce pozitivni.
Pro interpretaci vysledkt barveni je nutné provést srovnani se tfemi
typy kontrolnich sklicek.
e Pozitivni kontrolni skli¢ko
Je pozorovano pozitivni barveni.
e Negativni kontrolni skli¢ko
Pozitivni barveni neni pozorovano.
e Kontrolni sklicko s reagencii
Pokud je sklicko obarvené, je to pravdépodobné zpusobeno
nespecifickou vazbou bilkovin.

Specifita a citlivost detekce antigenu zavisi na pouzité specifické
primarni protilatce.

7. SKLADOVANi A TRVANLIVOST
Skladujte pfi teploté 2-8 °C. Cinidlo je stabilni 18 mésicti po vyrob¢.

8. OBECNE OMEZENI{
(1) Pted barvenim nechte tato ¢inidla dosdhnout pokojové teploty (15 -
25°C).

(2) Abyste minimalizovali denaturaci antigent, nevystavujte tkané
béhem zpracovani teploté vyssi nez 58 C.

(3) V kazdém kroku barveni nenechte tkan¢ vyschnout.

(4) Optimalni koncentrace a doba inkubace primdrnich protilatek by
meéla byt stanovena na zakladé ovéteni . V nékterych piipadech mize byt
nutné dalsi fedéni primarnich protilatek, aby se zabranilo nadmérnému
barveni.

(5) Pokud tezy obsahuji malo endogenni peroxidazy, malo erytrocytl a
malo granulocytt, lze inaktivaci endogenni peroxidazy vynechat.

(6) Barveni tkan¢ zavisi na manipulaci a zpracovani tkan¢ pfed barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, vysuseni, zahf'ati nebo
provedeni fezu muze vést k artefaktim nebo faleSné negativnim
vysledkiim.

(7) Vysledky nebudou optimalni, pokud budou pouzita stara nebo
nepufrovand fixativa nebo pokud budou pii zalévani nebo pii
upeviovani fezll na preparaty nadmérné zahtivana.

(8) Falesn¢ pozitivni vysledky mohou byt zptisobeny nespecifickou
vazbou proteinii. Ackoli & -Histofine® Simple Stain MAX PO (M)
nevyzaduje samostatné pouziti blokujiciho ¢inidla, v nékterych
ptipadech miize byt pro snizeni pozadi uzite¢na aplikace blokujiciho
¢inidla obsahujiciho irelevantni protein pred inkubaci s primarni
protilatkou.

(9) N Histofine® Simple Stain MAX PO (M) je uréen pro diagnostiku
in vitro. NICHIREI BIOSCIENCES INC., obchodni zastupci a
distributofi spolecnosti NICHIREI BIOSCIENCES nenesou Zzadnou
odpovédnost za W -Histofine® Simple Stain MAX PO (M) pfi pouZiti,
které piimo nebo nepfimo poruSuje mistni piedpisy nebo patenty.
Spole¢nost NICHIREI BIOSCIENCES ani jeji obchodni zastupci
nenesou odpovédnost za poruseni patenti, ke kterému muze dojit v
disledku nespravného pouziti vyrobku.
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9. ODSTRANOVANI PROBLEMU

tabulka 1

Problém

MozZna pfifina

Reseni

o Na pozitivnim
kontrolnim sklicku
a na sklicku s
neznamym
vzorkem neni
zadné barveni
nebo je jen slabé.

o

S kli¢ko s
neznamym
vzorkem se
neobarvi, zatimco
pozitivni kontrolni
sklicko se obarvi.

o Pozadi jsou na
vSech
diapozitivech
intenzivné
zbarvena.

o Béhem reakce se
ze sklicek oddeluji
Casti tkang.

Vysuseni vzorkid béhem barveni pied
pfidanim c¢inidel.

Prostredek pro zalévani neni vhodny nebo
parafin neni z parafinovych fezu dikladné
odstranén.

Jakékoli stopové mnozstvi azidu sodného
ptitomného v pufru inaktivuje peroxidazu,
coz znemoziuje barveni.

Nedostate¢na inkubace enzymu a
protilatky.

Antigen je denaturovan nebo maskovan
beéhem procesu fixace nebo zalévani.

Antigen se rozklada autolyzou.
V fezech je pfitomno mén¢ antigenu.

Endogenni enzymova aktivita nebyla zcela
zablokovéna.
Zjisti se nespecifické vazebné slozeni.

Autolyza vede k nadmérnému mnozstvi
antigent izolovanych v histologickych
roztocich.

Nedostate¢né odstranéni parafinu.
Nedostate¢né promyti protilatky.
Vysoka pokojova teplota urychluje
enzymové reakce.

Vysychani vzorkii béhem barveni po
pouziti ¢inidel.

Nékteré antigeny vyzaduji tepelné
indukovany postup zpétného ziskani
antigenu nebo prodlouzenou dobu reakce s
primarni protilatkou, coz miize zpUsobit, ze
se fezy snadno odloupnou.

1.

|98

Bl

Nk

Pouzijte zvlh¢ovaci komoru, aby nedoslo k vyschnuti tkané.

Zvolte vhodné zalévaci ¢inidlo nebo diikladné odstraiite parafin ze
zalitych fezd.

Vyméite xylen, pfipadné etanol.

Pouzijte pufrovaci roztok bez azidu sodného.

Vyméite pufrovaci roztok.

Vyméite zastaraly chromogen/substratové ¢inidlo.

Vkazdé fazi dukladné odstraiite piebytecny roztok.

Poskytnéte dostatecny Cas na reakci s protilatkou. Zejména primarni
protilatka by méla byt inkubovana po dobu uvedenou v piibalové
informaci.

Nekteré antigeny jsou citlivé na fixaci nebo zaliti . Pouzijte proto méné
silné fixacni ¢inidlo a zkrat'te dobu fixace.

Pro  odhaleni antigenu je u nékterych tkani nutna ptedbézna tprava,
jako je naptiklad regenerace antigenu, tepelné indukované zpétné
odhaleni epitopt (HIER) nebo oSetieni trypsinem.

Pouzivejte tkané ziskané biopsii nebo chirurgickym zakrokem, kdykoli
je to mozné.
Prodluzte inkuba¢ni dobu.

Ujistéte se, ze postup pro inaktivaci
spravny.

Pted pfidanim primarni protilatky osetfete 10% normalnim kozim
sérem.

Ziskejte Cerstvé tkane, kdykoli jsou k dispozici.

endogenni peroxidazy je

Vymeéite xylen nebo pfipadn¢ etanol.
Zajistéte diikladné promyti protilatek.
Udrzujte pokojovou teplotu 15 az 25 °C
Zkraceni reak¢ni doby.

Nikdy nenechte tkan vyschnout.

Montujte tkanové fezy na sklicka potazend adhezivem, napiiklad
0,02% poly-L-lysinem nebo silanem.

M Histofine® je registrovana ochranna znamka spole¢nosti NICHIREI BIOSCIENCES. Zemé registrace by mély byt odkézany na nas.
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