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IV -Histofine® Simple Stain MAX PO (MULT]I)

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

Reagents supplied 17 ml x 1 bottle (170 tests) Code : 414151F

17 ml x 3 bottles (500 tests) Code : 414152F
17 ml x 9 bottles (1500 tests) Code : 414154F

1. INTRODUCTION

NICHIREI BIOSCIENCES developed a unique immunohistochemical
staining system called Universal Immuno-enzyme Polymer (UIP)
method (US Patent No0.6,252,053). This is NICHIREI BIOSCIENCES’s
original technique. &W-Histofine® Simple Stain MAX PO (MULT!),
this provides both high sensitivity and time saving in
immunohistochemical applications.

2. DESCRIPTION

Liquid. Ready to Sse.

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

The 1gG 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

For In-vitro Diagnostic Use.
Interpretation must be made within the context of the patient’s clinical
history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

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

4. PRINCIPLE

The antigen / antibody / Universal Immuno-peroxidase Polymer complex
can be prepared by allowing the reagent to react with a mouse or rabbit
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 skin or eye contact occurs, wash thoroughly with water.

Eal it

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

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

mucous membranes and clothes.

Avoid microbial contamination of reagents as incorrect result may

occeur.

Avoid splashing of reagents or generation of aerosols.

0. 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.

6. STAINING PROCEDURES
o Reagents and Materials required but not provided

e © Neo

Xylene
95% ethanol
100% ethanol
Phosphate buffered saline (PBS)
(pH 7.610.2)
NaCl7.75 g
K,HPO, 150¢g
KH,PO, 0209
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 or rabbit 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
Adhesive 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 1 cm x 1 ¢cm x 0.5 cm) 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

[Frozen tissue sections ]
Specimens are embedded in compounds (like OTC compound) and
snap-frozen in n-hexsan cooled in dry ice-acetone or liquid nitrogen.

O Section preparation

[Paraffin embedded tissue sections]

The cut sections should be 3-6 um 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.

[Frozen tissue sections ]

The cryostat sections are mounted on an adhesive (like 0.02%
poly-L-lysine) - coated slides and air-dried well. The sections are fixed
in 100% acetone for 10 minutes at room temperature or 4%
paraformaldehyde-PBS solution for 10 minutes at 4°C and then stained.

N Histofine® is NICHIREI BIOSCIENCES's registered trademark. The registration countries would be referred to us.



[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.
o Positive control slide
A specimen containing the target antigen which is processed in the
same way as the unknown specimen.
o Negative control slide
A specimen not containing the target antigen which is processed in the
same way as the unknown specimen.
o 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.

o 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 (100 pl) of primary antibody to specimen slide,
positive control slide and negative control slide respectively so as

to provide a complete cover of the sections.

(3) To the reagent control slide, apply two drops of negative control
reagent (normal serum) in place of primary antibody.

(4) Incubate them at room temperature or 4°C. (Follow the
instructions for incubation time data designated in the package
insert of primary antibody)

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

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

Wipe areas around the sections on the slides carefully.

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

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

4. Addition and reaction of chromogen/substrate reagent

Wipe areas around the sections on the slides carefully.

Apply 2 drops (100 pl) 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.

@)

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 (MULTI)
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.

©) M-Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) is designed for
in-vitro diagnostic use. NICHIREI BIOSCIENCES INC., NICHIREI
BIOSCIENCES sales agents and distributors will take no responsibility
for M-Histofine™ Simple Stain MAX PO (MULTI) 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.

N Histofine® is NICHIREI BIOSCIENCES's registered trademark. The registration countries would be referred to us.
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9. TROUBLE SHOOTING

table 1

Problem Possible cause Solution
o No staining or Drying-out of specimens during staining 1. Use the Humidified chamber not to allow the tissue to dry out.
only weak prior to addition of the reagents.
staining results The embedding agent is not suitable, or 2. Select a suitable embedding agent or remove paraffin thoroughly from
on the positive paraffin is not thoroughly removed from sections embedded.
control slide and paraffin-embedded sections. 2. Change xylene or ethanol as the case may be.
the unknown Any trace amount of sodium azide present | 3. Use sodium azide free buffer solution.
specimen slide in the buffer inactivates the peroxidase, 3. Change buffer solution.
making the staining impossible.
Inadequate incubation of the enzyme and 4. Change stale chromogen/substrate reagent.
antibody. 4. Blot off excess solution thoroughly at each stage.

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

o The unknown Antigen is denatured or masked during 1. Some antigens are sensitive to fixation or embedding. So use less potent
specimen slide is fixing or embedding process. fixative and decrease the fixing time.
not stained while 1. The pretreatment is required for some tissues, in order to reveal the
the positive antigen, such as Antigen Recovery, Heat-Induced Epitope Retrieval
control slide is (HIER) or trypsin treatment.
stained.
Antigen is decomposed by autolysis. 2. Use tissues obtained by biopsy or surgery, whenever possible.
Less antigen is present in the sections. 3. Prolong the incubation time.
o The backgrounds Endogenous enzyme activity was not 1. Ensure that the procedure for quenching of endogenous peroxidase is
are intensively completely blocked. right.
stained in all the Non -specific binding compositions are 2. Before adding primary antibody, treat with 10% normal goat serum.
slides. found.
Autolysis results in excessive antigens 3. Obtain fresh tissues whenever available.
isolated in histological solutions.
Insufficient removal of paraffin. 4. Change xylene or ethanol as the case may be.
Insufficient washing of antibody. 5. Ensure thorough washing of antibody.
A high room temperature accelerates 6. Keep room temperature at 15 to 25°C
enzyme reactions. 6. Shorten reaction time.
Drying-out of specimens during staining 7. Never allow the tissue to dry out.
after of the reagents.
o During the Some antigens require heat induced antigen | 1. Mount tissue sections on slides coated with an adhesive such as 0.02%
reaction, tissue retrieval procedure or prolonged reaction poly-L-lysine or silane.
sections come time with primary antibody, which may
off from the render the sections easily come off.
slides.

N Histofine® is NICHIREI BIOSCIENCES's registered trademark. The registration countries would be referred to us.
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German

ce NICHIREI

GEBRAUCHSANLEITUNG

Der Januar, 2019

AV -Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI)

Univel_'selles: Im(énun-Peroxidase Polymer, Anti-Maus- und Kaninchen
N-Histofine™ Immunhistochemisches Farbereagenz
Lagerung bei 2-8°C

Beinhaltete Reagenzien
17 ml x 1 Flasche (170 Tests)  Katalog-Nr.: 414151F
17 ml x 3 Flaschen (500 Tests)  Katalog-Nr.: 414152F
17 ml x 9 Flaschen (1500 Tests) Katalog-Nr.: 414154F

1. EINLEITUNG

NICHIREI BIOSCIENCES hat ein einzigartiges immunhistochemisches
Féarbesystem mit den Namen Universelles Immun-Enzym Polymer (UIP
entwickelt und patentiert (US-Patent Nr. 6.252.053). M-Histofine

Simple Stain MAX PO (MULTI) bietet zugleich eine hohe Sensitivitat
und spart Zeit bei immunhistochemischen Applikationen.

2. BESCHREIBUNG

Flussig, Gebrauchsfertig.

™ -Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) (Universelles
Immun-Peroxidase Polymer, Anti-Maus- und Kaninchen) besteht aus
einem Polymer aus Aminoséduren, welches mit Peroxidase und Ziege
Anti-Maus- und Kaninchen 1g, reduziert zu F(ab")-Fragmenten,
konjugiert ist. Es wird in MOPS (3-Morpholinpropansulfonsaure) Puffer
(pH 6,5) gelagert, welches einen Stabilisator und einen antibakteriellen
Zusatz enthélt.

Die 1gG-Fraktion wird aus immunisierten Ziegenserum aufgereinigt und
enzymatisch zu F(ab’),-Fragmenten reduziert. Diese antigen-
spezifischen F(ab’),-Fragmente werden mit dem Antigen affinitats-
gereinigt. Mit Humanserumprotein wird eine Festphasenabsorption
durchgefiihrt. Die zu F(ab)-reduzierten F(ab"),-Fragmente werden an das
peroxidasemarkierte Aminoséurepolymer konjugiert. Dieses System
enthélt weder Biotin noch Streptavidin und vermeidet so die durch
traditionelle Biotin basierte Detektionssyteme entstehenden Hintergrund-
reaktionen.

3. VERWENDUNGSZWECK

Zur In-vitro-Diagnostik.

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

™ -Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) wurde zur
Durchfilhrung immunhistochemischer Tests entwickelt. Das System
weist auf humanen  Geweben und Zellen Maus- und
Kaninchenprimarantikorper nach, die vom Anwender zum Erkennen von
Antigenen eingesetzt werden.

4. TESTPRINZIP

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

5. VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Vor Verwendung des Reagenzes bitte die Gebrauchsanweisung
lesen.

2. Verfallene Reagenzien dirfen nicht mehr benutzt werden.

3. Nur fiir professionelle Anwender.

Das Reagenz enthalt 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 gesundheitsschadlich. Schutzmaske tragen. Bei Verschlucken
Erbrechen induzieren. Bei Haut- oder Augenkontakt gut mit
Wasser auswaschen.

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

7. Die Reagenzien nie mit dem Mund pippetieren und den Kontakt
mit Haut, Schleimhauten und Kleidung vermeiden.

8. Mikrobielle Kontamination der Reagenzien vermeiden, weil diese
die Ergebnisse verfalschen kénnten.

9. Das Verspritzen von Reagenzien oder das Entstehen von Aerosolen

ist zu vermeiden.

Die chromogene DAB-L&ésung sollte mit \orsicht behandelt

werden, weil sie Karzinogene enthalt. Nicht verwendete DAB-

L&sung sollte entsprechend den Vorschriften entsorgt werden.

11. Die national verbindlichen Arbeitsvorschriften sind zu beachten.

10.

6. FARBEVERFAHREN
Erforderliches aber nicht mitgeliefertes Material und Reagenzien

Xylol
95% Ethanol
100% Ethanol
PBS (pH 7,6+0,2)
NaCl 7,75¢
K,HPO, 1,509
KH,PO, 0,209
destilliertes Wasser 1 |
o 3% Wasserstoffperoxid in absoluten Methanol (1 Teil 30%
Wasserstoffperoxid mit 9 Teilen absoluten Methanol
vermengen)
Maus- und Kaninchenpriméarantikdrper
Negativkontrolle
Chromogen/Substrat
Gegenfarbemittel
Destilliertes Wasser
Feuchte Kammer fiir die Inkubation der Objekttrager
Lichtmikroskop
Deckglaschen
Eindeckmedium
Stoppuhr
Farbegestelle oder Kiivetten
Absorbierende Tucher
Beschichtete Objekttrager (beschichtet mit 0,02%
Poly-L-Lysin, Silan 0.4.)

o 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 Antigenaktivitat zu erhalten,
sollten die Gewebe mdglichst frisch und méglichst 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

(Gefrierschnitte)
Die Proben werden eingebettet (z. B. in OTC compound) und schnell in
n-Hexan auf Trockeneis, Azeton oder flissigem Stickstoff gefroren.

O Schnittpréparation

(Paraffineingebettete Gewebeschnitte)

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

(Gefrierschnitte)

Die Kryostatschnitte werden auf mit Adhéasiv beschichteten Objekttrager
aufgezogen und luftgetrocknet. Die Schnitte sollten in 100% Azeton flr
10 Minuten bei Raumtemperatur oder 4% Paraformaldehyd
(PBS-Ld&sung) fur 10 Minuten bei 4 °C fixiert und dann gefarbt werden.

N Histofine® ist NICHIREI BIOSCIENCES eingetragenes Warenzeichen. Die registrierten Lander nehmen darauf Bezug.
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(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 Féarbeergebnisse richtig
zu interpretieren.
o Positiver Kontrollobjekttrager
Eine Probe, die das Zielantigen enthédlt und genauso wie die
unbekannte Probe behandelt wird.
o Negativer Kontrollobjekttrager
Eine Probe, die das Zielantigen nicht enthdlt und genauso wie die
unbekannte Probe behandelt wird.
o Reagenzien-Kontrollobjekttrager
Eine Kontrollprobe wird benutzt und auf dieselbe Art und Weise wie
die unbekannte Probe behandelt. Der Primdrantikérper 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 tberschissige Xylol abschitteln.
(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 tiberschiissige Ethanol abschitteln.

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

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

beschrieben, behandeln.

3. Waschen
Nach Abschiitteln des Uberschiissigen Ethanols, die Schnitte fiir 5
Minuten in PBS tauchen.

o Féarbeprozedur
1. Blockieren endogener Peroxidase

(1) Uberschissigen Waschpuffer um die Schnitte mit einem
saugfahigen Tuch entfernen.

(2) Die Schnitte in 3% Wasserstoffperoxid/Methanol fir 10-15
Minuten bei Raumtemperatur tauchen. (15 - 25°C)

(3) Mit frischem PBS dreimal je 5 Minuten waschen.

2. Zugabe und Reaktion mit Primérantikorper

(1) Uberschiissigen Waschpuffer um die Schnitte mit einem

saugfahigen Tuch entfernen.

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

(3) Auf den Reagenzienkontrollobjekttréger zwei Tropfen des
negativen Kontrollreagenzes anstelle des Primarantikdrpers geben.

(4) Inkubieren bei Raumtemperatur oder 4 °C, gemaR den Anleitungen
der Packungsheilagen des Primarantikorpers.

(5) In frischem PBS dreimal fiir 5 Minuten waschen.

3. Zugabe und Reaktion von M-Histofine® Simple Stain MAX
PO (MULTI) (Universelles Immun-Peroxidase Polymer, Anti-Maus
und -Kaninchen).

(1) Uberschiissigen Waschpuffer um die Schnitte mit einem
saugfahigen Tuch entfernen.

(2) Zwei Tropfen (100 pl) von Simple Stain MAX PO (MULTI) auf
jeden Schnitt geben, so dass die Schnitte komplett bedeckt sind.
Bei Raumtemperatur (15 - 25°C) fiir 30 Minuten inkubieren.

(3) Infrischem PBS dreimal fiir je 5 Minuten waschen.

4. Zugabe und Reaktion des Chromogen-/Substrat-Reagenzes

(1) Uberschiissigen Waschpuffer um die Schnitte mit einem
saugfahigen Tuch entfernen.

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

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

5. Gegenfarbung

(1) Eintauchen der Schnitte in die Gegenférbeldsung.
(2) Mit Leitungswasser waschen.
6. Eindecken

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

o Interpretation der Ergebnisse

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

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

7. LAGERUNG & HALTBARKEIT
Beibf - 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 auszuschlieRen, sollten die
Gewebe wéhrend des Verfahrens nicht tiber 58 °C gebracht werden.

(3) Die Schnitte durfen nicht austrocknen.

(4) Die optimale Konzentration und Inkubationszeit der Primérantikdrper
sollte von jedem Labor selbst bestimmt werden. In einigen Féllen
missen Primarantikorper starker verdinnt werden, um eine Uberfarbung
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 abhangig von der Behandlung und
Prozessierung des Gewebes vor der Féarbung. 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 wéhrend des
Einbettens oder wahrend des Aufziehens der Schnitte ibermaRig erhitzt
werden.

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

©) M-Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) wurde fiir die
In-vitro-Diagnostik entwickelt. NICHIREI BIOSCIENCES INC.,,
NICHIREI BIOSCIENCES Verkaufsagente%und Vertreiber (ibernehmen
keine Verantwortung fir M -Histofine™ Simple Stain MAX PO
(MULTI), wenn dieses Reagenz dort benutzt wurde, wo lokale Regeln
oder Patente verletzt werden. Weder NICHIREI BIOSCIENCES noch
die Verkaufsagenten koénnen verantwortlich flir eine Patentverletzung
gemacht werden, die durch unsachgemafen Gebrauch des Produktes
auftreten.

N Histofine® ist NICHIREI BIOSCIENCES eingetragenes Warenzeichen. Die registrierten Lander nehmen darauf Bezug.
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9. TROUBLE SHOOTING

table 1

Problem

Maglicher Grund

Losung

o

Keine Farbung

oder nur schwache

Farbeergebnisse
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
wahrend der
Reaktion .

Austrocknen der Proben vor der Zugabe
des Farbereagenzes.

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

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

Substrat fehlerhaft.
Unzureichende Inkubation mit Polymer
oder Antikorper.

Das Antigen kann wahrend der Fixation
oder wahrend des Einbettprozesses
denaturiert oder maskiert worden sein.
Das Antigen wird durch Autolyse zerstort.
In den unbekannten Schnitten ist weniger
Antigen.
Die endogene Enzymaktivitat wurde nicht
vollstandig blockiert.
Unspezifische Bindung.
Durch Autolyse entstehen tiberschiissige
isolierte Antigene in den histologischen
Ldsungen.
Ungeniigende 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 verlangerte Reaktion
mit dem Primarantikdrper, was dazu fiihrt,
dass sich die Schnitte leicht ablsen.

2.

Die Schnitte dirfen nie austrocknen.

. Auswahl eines geeigneten Einbettmediums oder Entfernung des

Paraffins aus den eingebetteten Schnitten.
Xylol oder Ethanol austauschen.

Natriumazid-freie Puffer verwenden.
Die Pufferlésung austauschen.

Ein anderes Substrat verwenden.
Uberschissige Puffer sorgféltig vor jedem Schritt entfernen.
Primérantikoérperinkubationszeit verlangern.

Einige Antigene sind empfindlich gegeniiber Fixierung oder Einbettung.
Ein schwécheres Fixativ benutzen oder die Fixierungszeit verkirzen.
Anderung der Antigendemaskierung (Hitzevorbehandlung, Enzym
(Tripsin etc.) - verdau)

Wenn irgend mdglich, Gewebe aus Biopsien oder von Operationen

verwenden.

3.

Verlangerung der Inkubationszeit.
Die Durchfiihrung der Blockierung der endogenen Peroxidase
kontollieren.

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

Wenn mdglich, frisches gut fixiertes Gewebe nutzen.

Xylol oder Ethanol austauschen.

. Waschschritte kontrollieren.

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

Niemals das Gewebe austrocknen lassen.

Die Schnitte auf beschichtete Objekttrdger mit einem Adhé&siv wie
0,02 % Poly-L-Lysin oder Silan-beschichtete Objekttrager bringen.

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

Polymere Unlversel d’Immuno-peroxydase Anti-Souris et Anti-Lapin
N -Histofine® Réactif de coloration Immuno- -histochimique
Conserver entre 2 et 8°C

Réactifs fournis -1 flacon de 17 ml (170 tests) Code : 414151F
- 3 flacons de 17 ml (500 tests) Code : 414152F

- 9 flacons de 17 ml (1500 tests) Code : 414154F

1. PRESENTATION DU PRODUIT

NICHIREI BIOSCIENCES a développé un systeme unique de coloration
immuno-histochimique appelé méthode de Polymére Universel
d’Immuno-enzyme (UIP) (US Patent No.6,252,053). Il s’agit de I(g
technique originale de  NICHIREI BIOSCIENCES’s M-Histofine
Simple Stain MAX PO (MULTI) 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. Préta I’'emploi.

NM-Histofine™ Simple Stain MAX PO (MULTI) (Polymére Universel
d’Immuno-peroxydase, Anti-Souris et Anti-Lapin) est le polymeére
marqué a la peroxydase, préparé par combinaison de polymeres
d’aminoacides, fixé a la fraction Fab d’une IgG de chévre anti-souris et
d’une IgG de chévre anti-lapin. 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), est extrait, par digestion, de la fraction purifiée
d’lgG provenant de sérum de chévre immunisée. Le F(ab), spécifique de
I’ Antigéne est purifié par affinité avec I’ antigene L’absorption en phase
solide est réalisée avec une protéine de sérum humain. Le polymére
d’aminoacides marqués a la peroxydase est conjugué au fragment Fab
obtenu par réduction de F(ab),.

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

3. APPLICATIONS

Pour utilisation Diagnostic In vitro.

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.

~M-Histofine®simple Stain MAX PO (MULTI) 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 I’emploi par méthode immuno-histochimique.

4. PRINCIPE

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

5 PRECAUTIONS D’EMPLOI

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

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 matieres présentant un danger de

PwpbE

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.
Les réactifs organiques sont inflammables. Ne pas les utiliser en
présence d’une flamme ouverte.
Ne jamais pipeter les réactifs a la bouche, éviter tout contact avec
la peau, les muqueuses et les vétements.
Eviter toutes contaminations microbiennes des réactifs,
celles-ci 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 éléments cancérigénes
. Eliminer les réactifs non utilisés selon les dispositions légales
locales, départementales et nationales.

6. METHODES DE COLORATION

o Réactifs et Matériel nécessaire non fournis

car

Bo© © N o

Xyléne
Ethanol a 95%
Ethanol & 100%
Tampon Phosphate (PBS)
(pH 7.610.2)
NaCl 7.75¢g
K,;HPO, 150¢g
KH,PO, 0.20g
Eau distillée qsp 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 ou de lapin
Réactif controle Négatif

Réactif substrat/ Chromogéne

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

Adheésif pour coupe de tissus

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

o I -Préparation de I’échantillon

A -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 trés prolongée. Pratiquer le test sur des
coupes de tissus les plus fraiches possible, de petite taille, (environ 1 cm
x 1 cm x 0.5 cm) pour conserver la morphologie et I’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 & 20%

B- Coupes de tissus congelés
Les échantillons sont insérés dans un composant tel que I’OTC et soumis
a une congélation éclair dans le n-hexsan réfrigéré a la neige carbonique
a base d’acétone, ou au nitrogéne liquide.

o 11- Préparation des coupes de tissus

A- 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 a 0.02% ou le silane pour coupes
de tissu.

B- Coupes de tissus congelés

Les coupes provenant du cryostat sont montées sur des lames enduites
d’un adhésif (tel que la poly-L-lysine a 0.02%) puis séchées a I’air
soigneusement. Elles sont, ensuite, fixées a I’acétone a 100% durant 10
minutes, a température ambiante, ou, dans une solution de para
formol-PBS a 4%, incubées durant 10 minutes a 4°C, puis colorées.

Temps de Fixation
24-48 heures

12-24 heures

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

1



C-Lames de Contrble

Afin de garantir une interprétation optimale des résultats, tester
respectivement, en parallele avec I’échantillon inconnu, une lame
contrdle positif, une lame controle négatif, et une lame contréle réactif.
o Lame contrdle positif
Un échantillon contenant I’antigéne recherché testé selon les mémes
conditions que I’échantillon inconnu.
e Lame controéle négatif
Un échantillon ne contenant pas I’antigene recherché testé dans les
mémes conditions que I’échantillon inconnu.
o Lame controle réactif
Le contrle 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 et Réhydratation

1. Traitement au xylene.
(1) Immerger les lames dans le xyléne. Sortir les lames aprés 3 minutes,
les secouer pour éliminer I’excédent de xyléne.
(2) Répéter 1(1) 2 fois en renouvelant le xyléene.
2. Traitement a I’éthanol
(1) Immerger les lames dans I’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 I’éthanol a 100%.
(3) Ensuite, traiter les lames 2 fois avec de I’éthanol & 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 endogéene

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

Déposer 2 gouttes de réactif contrdle négatif (sérum normal a la

place de I’anticorps primaire) sur la lame contrdle réactif.

Laisser incuber la lame contr6le 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 M-Histofine® Simple Stain  MAX
PO (MULTI) (Polymere Universel d’Immuno-peroxydase
anti-souris et anti-lapin).
(1) Essuyer soigneusement les pourtours de la coupe de tissus sur la
lame afin d’éliminer tout excédent de liquide.
(2) Déposer 2 gouttes (100 ul) de Simple Stain MAX PO (MULTI)
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)

4. Addition et réaction du réactif substrat / chromogene
(1) Essuyer soigneusement les pourtours de la coupe de tissus sur la
lame afin d’éliminer tout excédent de liquide.
(2) Déposer 2 gouttes (100 pl) 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 I’eau distillée.

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

6. Montage

Lorsque I’on travaille avec un substrat soluble dans I’alcool tel que
I’AEC, les coupes de tissus sections sont montées avec un milieu de
montage aqueux sans traitement ultérieur. Par contre, lorsque I’on
travaille avec un substrat insoluble dans I’alcool tel que le DAB, les
lames sont montées avec un milieu de montage permanent, apreés un
lavage a I’eau et une déshydratation par une série de traitement a I’alcool
de différents grades puis une clarification au xylene.

o Interprétation des résultats

Observation au Microscope
Les lames sont observées au microscope éclairant pour déceler une
réaction positive. 1l est impératif d’établir une comparaison entre les 3
types de lames controles 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 sensibilitt 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 endogéne n’est pas nécessaire.

(6) La coloration des tissus dépend de la manipulation, du traitement et
des procédés appliqués sur ces derniers avant I’étape 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 I’on se
trouve en présence de liaisons ge protéines non spécifiques.

En principe, M-Histofine™ Simple Stain MAX PO (MULTI) 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 I’anticorps
primaire, peut s’avérer tres utile pour réduire le bruit de fond.

9) M-Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) 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 responsabilit¢ du produit
NM-Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) lorsque celui-ci est
utilisé d’une maniere 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 contrefacon pouvant résulter d’une utilisation non
conforme du produit.

N Histofine® est la marque déposée de : NICHIREI BIOSCIENCES’. Nous contacter pour obtenir la liste des pays ot le produit est enregistré.
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9. RESOLUTIONS DES PROBLEMES

tableau 1

Probléme

Cause Probable

Solution

o

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

La lame
échantillon
inconnu n’est pas
colorée alors que
le controle
positif est coloré.

Coloration
intense de
I’arriere 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 I’état de trace, rend la
peroxydase inactive. Dans ce cas de figure ,
toute coloration est impossible.

Incubation enzyme- anticorps non conforme

L’ Antigene 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’antigéne est
présente dans les coupes.

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

Présence de composés de liaisons non
spécifiques.

Par suite d’autolyse, un excés d’antigéne
est isolé dans les solutions histologiques.

La paraffine n’a pas été totalement
éliminée 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 apres addition des réactifs.

Certains antigenes 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.

W w N

oo

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 I’éthanol suivant le cas.

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

Changer de tampon.

Changer le réactif substrat / chromogeéne.

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

Le temps d’incubation avec I’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, I’extraction
d’épitope par la chaleur (HIER), ou un traitement & 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
chévre & 10%.

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

Changer le xyléne ou I’éthanol suivant le cas.

S’assurer de laver soigneusement I’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.

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

Universal Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse and —Rabbit
N -Histofine® Immunohistochemical staining reagent

Conservare a 2-8°C

Reagenti forniti 1 flacone da 17 ml (170 tests) Codice : 414151F
3 flaconi da 17 ml (500 tests)  Codice : 414152F

9 flaconi da 17 ml (1500 tests) Codice : 414154F

1.INTRODUZIONE

NICHIREI BIOSCIENCES ha sviluppato un innovativo sistema di
rivelazione immunoistochimica, il metodo Universal Im(gnuno enzyme
Polymer (UIP- Brevetto No0.6,252,053). M-Histofine Simple Stain
MAX PO (MULTI) consente di ottenere un’alta sensibilta in tempi
ridotti.

2. DESCRIZIONE

Liquido. Pronto a@gl uso.

N -Histofine™ Simple Stain MAX PO (MULTI) (Universal
Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse and -Rabbit) & un polimero
marcato, preparato coniugando polimeri amminoacidici con perossidasi,
Ig Goat anti-Mouse e Ig Goat anti-Rabbit ridotte a Fab’.Il tampone di
diluizione MOPS (3-Morpholinopropanesulfonic acid )(pH 6.5) contiene
agenti stabilizzanti e agenti antimicrobici. La frazione 1gG purificata da
siero di capra immunizzata & sottoposta a digestione per ottenere F(ab),
I F(ab), 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

Per uso diagnostico in vitro.

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

™ -Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) & destinato
all’utilizzo in immunoistochimica, per rilevare antigeni che reagiscono
con un anticorpo primario di topo o coniglio su cellule e tessuti umani.

4. PRINCIPIO

Il complesso antigene/anticorpo/Polimero immunoperossidasi si forma
attraverso la reazione del reagente con I’anticorpo primario di topo o
coniglio 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. Llinalazione 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. | reagenti organici sono infiammabili, non utilizzare in prossimita
di fuoco.

7. Non utilizzare la bocca per pipettare i reagenti ed evitare il contatto
con pelle, mucose e vestiti.

PwbE

8. Evitare contaminazioni microbiche dei reagenti, possono generare
risultati alterati.
9. Evitare spargimento dei reagenti o generazione di aerosols.
10. 1l cromogeno DAB deve essere maneggiato con cura poiché
contiene un agente carcinogeo.
11. Lo smaltimento deve essere effettuato in accordo con la
regolazione vigente.

6. PROCEDURA DI COLORAZIONE

o Reagenti e materiali richiesti ma non forniti

¢ Xilolo

e Etanolo 95%

e Etanolo 100%

e Tampone salino fosfato (PBS)

(pH 7.610.2)

NaCl 7.75¢
K,HPO, 1509
KH,PO, 0.20g

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)
Anticorpo primario di topo o di coniglio

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)

o Preparazione dei campioni

[Sezioni incluse in paraffina]

Campioni soggetti a fissazione prolungata possono deteriorarsi 0 andare
incontro a denaturazione antigenica. Per ottenere una fissazione ottimale,
utilizzare tessuti freschi di dimensioni ridotte (circa 1 ¢cm x 1 cm x
0.5cm). Si raccomanda I’utilizzo dei seguenti fissativi:

Fissativo
10% formalina o formalina tamponata
20% formalina

Tempi di fissazione
24-48 ore
12-24 ore

[Sezioni congelate ]
I campioni sono inclusi in composti (es. OTC compound) e congelati
rapidamente in n-hexsan raffreddato in azoto liquido..

oPreparazione delle sezioni

[Sezioni incluse in paraffina]

Le sezioni devono essere tagliate ad uno spessore di 3-6 pum 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.

[Sezioni congelate]

Le sezioni criostatate sono montate su vetrini rivestiti con un adesivo es.
0.02% poly-L-lysine e asciugate all’aria. I campioni sono poi fissati in
100% acetone a temperatura ambiente per 10 minuti o in una soluzione
4% paraformaldeide-PBS per 10% a 4°C.

IV Histofine® is NICHIREI BIOSCIENCES's registered trademark. The registration countries would be referred to us.



[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.
o \etrino di controllo positivo
Un campione noto contenente I’antigene target, viene processato
insieme agli altri campioni.
o \etrino di controllo negativo
Un campione noto non contenente I’antigene target, viene processato
insieme agli altri campioni.
o \etrino con reagente di controllo
Questo vetrino e 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 i vetrini con etanolo 95% allo stesso modo descritto
precedentemente.

3. Lavaggi

Immergere i vetrini in PBS per 5 minuti.

o Colorazione o

1. Quenching della perossidasi endogena

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

(2) Applicare 2 gocce (100 ul) di anticorpo primario ai campioni, al

vetrino di controllo positivo e al vetrino di controllo negativo in

modo da coprire completamente la sezione.

(3) Il 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 (MULTI) (Universal
Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse and -Rabbit).
(1) Asciugare I’area circondante la sezione per rimuovere I’eccesso di
liquido.
(2) Applicare 2 gocce (100 pl) di Simple Stain MAX PO (MULTI) 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
Reagente cromogeno/substrato
(1) Asciugare I’area circondante la sezione per rimuovere I’eccesso di
liquid.
(2) Applicare 2 gocce (100 pl) 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. |
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.

O Interpretazione dei risultati

Osservazione al microscopio
| vetrini sono esaminati al microscopio luce confrontando i risultati
con i 3 tipi di controlli.
e \etrino di controllo positivo
Si osserva colorazione positiva.
e \etrino di controllo negativo
Non si osserva colorazione positiva
e \etrino 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) 1 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) 1 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 I’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
(MULTI) non richieda I’utilizzo di blocking, in alcuni casi I’applicazione
di un reagente bloccante prima dell’incubazione con I’anticorpo primario
puo essere utile per ridurre il background.

) N -Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) & 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 (MULTI).

IV Histofine® is NICHIREI BIOSCIENCES's registered trademark. The registration countries would be referred to us.
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9. PROBLEMI

Problema Possibile causa Soluzione

o Assenzadi | campioni si sono asciugati durante i 1. Utilizzare una camera umida per prevenire I’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 é 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 | 3. 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 I’eccesso di soluzione.
Incubare con I’anticorpo per il tempo necessario.

o Il campione non L’antigene & denaturato o mascherato 1. Alcuni antigeni sono sensibili alla fissazione e all’inclusione. Utilizzare
e colorato, durante i processi di fissazione ed un fissativo meno concentrato e 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. 2. Se possibile, utilizzare tessuti ottenuti da biopsia o intervento

chirurgico.
Scarsa quantita di antigene nelle sezioni. 3. Prolungare i tempi di incubazione.

o Eccesso di L’attivita enzimatica endogena non € stata 1. Assicurarsi che il quenching della Perossidasi sia effettuato
background in completamente bloccata. correttamente.
tutti i campioni Legami aspecifici. 2. Prima di aggiungere I’anticorpo primario, trattare con siero normale di

capra al 10%.
Un eccesso di reattivita puo essere dovuto | 3. Se possible, utilizzare tessuti freschi.
ad autolisi del campione.
Insufficiente rimozione della paraffina. 4. Cambiare lo xilolo o I’etanolo.
Insufficiente lavaggio dopo I’incubazione | 5. Assicurarsi che i lavaggi siano sufficienti.
con I’anticorpo .
Un’elevata temperature ambientale 6. Mantenere la temperatura ambientale tra i 15 e i 25°C
accelera le reazioni enzimatiche. Abbreviare i tempi di reazione.
Asciugatura dei campioni durante la 7. Impedire I’asciugatura dei campioni durante la colorazione.
colorazione.

o Distacco delle Alcuni antigeni richiedono recupero 1. Montare le sezioni su vetrini rivestiti da un adesivo es. 0.02%
sezioni durante antigenico al calore o prolungate poly-L-lysine o silano.
le reazioni. incubazioni con I’anticorpo primario, cio

puo indurre il distacco della sezione.

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

T'eviké Molvpegpés Avoco-vmepoéerddong, AvTi-Toviikov ko

avti-Kovvehov

N-Histofine® AvOc0iGTOYNIIKO AVTIBPASTAPLO YPpdONG
Amobnkedetat otovg 2-8°C

[Moapeydpeva Avidpaoctipia
17 mlx 1 guéhn (170 teotr) Kwdwog: 414151F
17 ml x 3 giéheg (500 teot) Kwdwkog: 414152F
17 ml x 9 giéreg (1500 teot) Kwdwkog: 414154F

1. EIZAI'QIrr

H NICHIREI BIOSCIENCES avéntuée éva Lovadtkd 0voGOIGTOYNIKO
cbomuo gpdong mov ovopdletor péBodog I'evikod Avoco-gviopukod
molopepovg (UIP) (TMotévra HITA Ap.6,252,053). Avty eivon a
avdevricn tegvucry e NICHIREI BIOSCIENCES. To M-Histofine
Simple Stain MAX PO (MULTI), mapéyst t6c0 vynif gvacbnoia 66o
Kot g€otkovoUN ot XPOVOL GE AVOGOTCTOYNUKEG EQUPLOYEG.

2. NEPIT'PA®H

Yypo. 'Etopo yua xprbon

To M -Histofine™ Simple Stain MAX PO (MULTI) (Fevikd
TToAvpepéc Avoco-vrepo&eddong, Avti-Ilovtikov ko Avti-Kovveliov)
givar to yyvnBepévo moAvpepéc mov Exel mapackevaotel cuvdvaloviog
molvpepn apwolémv pe vrepoleddon kou 19 kotoikag avti-toviikod
kar Ig kotoikag avri-kovvelod mov peibvoviar oe Tufuo Fab'.
AmoOnkeveton oe pLOLCTIKO Sudopa MOPS
(3-Morpholinopropanesulfonic  acid) (pH 6.5) mov mepigyel
otafepomom Kot avTaKTNPLOKO GUVTEAESTY.

To tppa 1gG mov éxel kobapiotel amd avocomompévo opd KoToiikag
omocLVTIOETOn Kot pokokdVver hoTe va mapackevaotel uipa F(ah),. To
£181K6 avtryovov F(ab'), kabapileton pe ynpiky cuvagela e o ovitydvo.
H amoppognon g otabepric @dong dievepyeitonr pe mPOTEIVN
avOpdmvov opov. To ywvmbetnuévo pe vrepolelddon moAVUEPLS
OpIVOEEOC HETOTPETETAL PéS® oVCEVENC oe Tufpa Fab mov AapPdveta
pe v peioon oe F(ab),.

To cvompo dev mepiéyet Protivn ovte otpemtafidivn, 1ot amopevyeTol
EVIEAMG TO VTOPaOpO TOL VEWPXE OTO TWOPASOCIOKE GULGTHLOTO
EVTOTIGHOV pE Pdon t Protivn.

3. EMIAIRKOMENH XPHXH

T In-vitro Awyveotiki Xpron.

H epunveia npénet va yiver evidg Tov AGHOTOS TOV KAMVIKOD 16TOPIKOD
7oV 060gVOVG Kol GAL®V S0 YVOGTIKAOV TEGT OO TOV appodlo madoroyo.

To ™ -Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) sivot
OXEOLOOUEVO VO EMLTPENEL OVOGOIGTOYNUIKG TECT, VO OIOKOADTTEL
avtiydve oL avTIOPOVvV UE €V TPMTEVLOV OVTICOWUO TOVIIKOL M)
TPOTELOV AVTICOUN KOLVEAOD TOL TOPEXETOL OO TOV YPNOTN OF
avOpOTIVO 16TO Kot KOTTOPO.

4. APXH

To obumleypo avtiyovov/ aviioodpatog/ Tevikd  ITolvpepovg
Avoco-vmepo&elddong Umopel Vo TOPUCKEVAGTEL EMTPEMOVTAG OTO
avTIOPOoTAPLO VAL AVTIOPACEL pE €V TPMTEVOV OVIICMUN TOVTIKOON
TPOTELOV OVTICOO. KOLVEALOD TOV SEGUEVETAL GTO OVTIYOVO GTO TUNLLOL
tov 1ot00. H evlopatikh dpactmpidomto avtod Tov GUUTAEYUOTOG
odnyetl 6 éva YPOUATIGHEVO amdOEa, GUVETMS XpOUOTICETOL O XDPOG
TOV QVTLYOVOUL.

5 IMPODPYAAEEIX

IIpotov xpnclponomcsts 10 aVTlSp(XG‘L‘T]plO Swpdote g odnyieg.
Mnv ypnoiponoteite avTidpactnplo LETA TV Nuepopnvio AEemc.
T emayyelpatcr ypnon.

Ta delypata, mpv Kot HETE TN SEGUELON, KOl OAO TO DAIKGA TOL
&yovv extelel 67 avtd, o mpénel va dayepiloviar og Proloykd
emkivouva e TG KatdAAnieg Tpopuldéets.

5. H ewonvon] N méyn g AKpwg OAAEPYIOYOVOL GTEPEMTIKOD

PwbE

@opprordetiong eivar emProfng. Popéote TPOCTATEVLTIKY UACKO.

Yg TePInTOON KOTOMOONG, TPOKOAESTE EUETO. X& TEPIMTOON

€MAPNG e TO dEppa N T paTieL, EETAOVATE EKTEVAG LLE VEPO.

Ta  opyovikd  avidpaoctipi  glvoar  €OQAEKTO.

APNOLOTOLOVVTL KOVTA GE €0TIO ADYAC.

Mnv avtleite moTé avTIOPACTAPLO LE TO GTOUO KOl OTOQVYETE

emapn e To SEppa, TIC PAEVVOYOVOLG LEUBPAVEG KoL TOL POVYAL.

Amo@oyete TV UIKPOPLOKY HOADVGT TOV avTOpAoTNpiov KaOdg

umopel va 00NYNGEL G ESOUAUEVO. OTOTEAEGLATO.

Amo@iyete mtciMop avTdpacTnpiov 1 Tapay®yn aepolOAng.

0. Q¢ ypwupoyévo, 10 Siivue. DAB mpémer va Soyepiletar pe
TPoGoyN KaODG TEPEYEL KAPKIVOYOVOL.

. To pun ypnowomomuévo odwdvpo Ba mpémer va omoppimtetan
GUUEOVO HE TOVG TOMKOVG, Kpotikovg kot Opoomovolokovg
KOVOVIGUOVG.

6. ATAAIKAXIEX XPQXHX

0 Avtdpactipa kot YAIKE Tov amottohvTol oAAG OV TopEyovToL.

Mnv

Be © N @

ZvAévio
95% 018avoin
100% oubavorn
Alotoyo eooeopikd didivpa (PBS)
(pH 7.610.2)
NaCl7.75 g
K,HPO, 150¢g
KH,PO, 0.209g
Ameotaypévo vepd 1L
® 3% ddhvpa vepoeldiov vipoydvoL og kabopn pebavorn
(TIpocbéote 1 népog tov 30% vreposetdiov vipoydvoL ce
9 uépm kabapng pebavorng)
[Ipwtevov avticopo TovtiKoy 1 KOLVEALOD
AVTISpOGTIHPLO OPVITIKOD LAPTLPOL
AVTIOpaGTIPLO XPOULOYOVOL/ VITOGTPDUATOG
Allopo avtiBetng ypoong
Ameotaypuévo vepo
Yypapévog 0GAapoc yio Ty ETMAGT SOPAVELDY
Mikpookdmio emTog
Tatvieg kAvyng
Mécoo opiEng
Xpovoduakdmtng
Avaptipeg ypdong i prareg Coplin
AToppoeNTIKA TOVLYL
ZVYKOAMNTIKO Y10t TO TN TOV 1GTOV
(0.02% morvd-L-Avoivn, cildvio 1 Topdpolo)

o IIpoetopacia detyporog

[Tunproto wotodv eppubicpéva oe mapapivn]

Ta deiypota pmwopel vo VITOGTOVV 1GTOAOYIKY ATOcHVOEST 1] AVTLYOVIKY
oAloimon 6tav vToPAnBovV og eENPETIKG GUUTVKVOUEVO GTEPEMTIKO N
napatawusvn otafeponoinon. Tovendg yw va emtevydel n Pédtio
CTEPE®ON, 1 S10TAPNON TG HOPPOAOYiag 16TOD Kat TG dpacTnpLoTnTog
avtryvov, O TPETEL VO, YPNGILOTOLOOVTOL OGO TO duvatov mo @péckot
wotol kot pkpoi og péyebog (mepimov 1 ¢cm x 1 cm x 0.5 cm).
ZUVIGTAOVTOL TO GTEPEMTIKA TTOL OVALYPAPOVTOL TOPAKAT®.

ZTEPEMTIKO AVTIOPAGTNPLO Xpovoc 6TEPEMONC
10% @opuoAivn 1 SwwAvpévn 24-48 dpeg
POPLLOALVY
20% @oppuaiivn 12-24 opeg

[Kateyvypévo tpipota 10tdv]

To detypota eppovbifovior oe evaooelg (0mwg mn évoon OTC) ko
Kotoyvyovton apécmg og N-hexsan mov £xet yoybel oe Enpn moywpévn
axeTévn M vypo alwTo.

o Etoyacio tuqpatog

[Tunpoto wotdv epPovdicpéva oe Tapaeivn]

Ta koppévo tpunqpata mpénetl vo givar 3-6 UM kot tomobetovvian g
Swpaveiec. Otav mpokertor va yivouov meEPOLTEP® EVEPYELES OMMG
Avéktnomn Avtiyévov, Avaktnon Emtonov péow Ogppomrag (HIER) 1
Oepaneio Opvyivng, ot yvbAveg owapdveteg Ho TPETEL VO KOADTTOVTIOL [UE
ouyKoAANTKd Omwg 0.02% molv-L-Avsiviy 11 oildvio Yo TURpoTo
1OTAOV.

[Kateyvypéva tpfipota 16tdv]

Ta KPLOGTOTIKG TUNHOTO GTEPEDVOVTUL GE W10, SIUPAVELD KAAVUUEVT] UE
ovykoMntkd (6nmwg 0.02% mokd-L-lvoivn) kot oteyvdvoviar kol pe
aépa. Ta Tunpote otepedvovral pe 100% axetdévn yio 10 Aentd oe
Beppokpacio dmpatiov 1 pe dStdivpo 4% mapopopuordetiong- PBS yo
10 Aemtd otovg 4°C ko petd ypopatilovrar.

To A -Histofine® civon katoyupopévo gumopkd ofjpa g NICHIREI BIOSCIENCES. O ydpeg eyypagng mpénet va avopipovial 6° guds.
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[Awpbvetec péptopal
Xpetdlovtar po dwopdvelo Oeticod Haptupa, Lo SLPAVELD APVITIKOD
HapTUpO Kot pio Stopaveld  paptupa  avTidpaotnpiov TG 0moieg
enelepydleote pe Tov 1810 TPOTO pE TNV SPAVELL OyVOGTOV SElYLOTOG
Y10 VL EPUNVEDGETE TOL OTOTEAEGLLATO XPADOG.
* Alopdvelo Oetikod paptupa
‘Evo. deiypa mov TeEPLEXEL TO GTOXEVOUEVO OVTLYOVO TNV Omoid
ene&epydleote e oV 1510 TPOTO OTWS CVTH TOV OYVMGTOL JELYUATOC.
o Alodvelo apvnTikod paptupa
‘Eva detypo mov dgv mepiéyel T0 GTOYEVOUEVO OVTIYOVO TNV omoia
emelepyaleote e Tov 010 TPOTO OTMG VT TOV OYVAGTOL JEYHOTOC.
® Al0QAvELD, LAPTVPO OVTIOPAGTNPIOV
‘Evo. detypo pépropa ypnoponoteitor ko ene&epydleton pe tov id10
pomo Onwg to delypata mov e€etdleTon, OUMG YPNOLOTOLEITAUL TO
AVTISPOGTIPLO APVITIKOV HAPTUPE OVTL Y10, TO TPOTEVOV OVTICOLLOL.

0 Amomopapivion Kot ETaveEVLIGT®mon

1. Xepopdg pe Eviévio

(1) Bobiote T1g drapdaveteg og Evdévio. Metd and 3 Aemtd, Pydite Tig
@ kot Tva&re To TAeovaLov ELAEVIO OO TIG SLOPAVELEG.

2

EnavaAdfete to 1. (1) 600 @Opég yPNOLOTOLOVTIOS (QPECKO
2. Xepopdg pe abovoin
)

Eudévio.

Boubiote T1g dapdveieg e 100% abavorn. Metd ond 3 Aemtd,

Byddte tig kot Tvaére v mieovalovoo 100% obavorn omd Tig

Spavetec.

(2) EmavordPete o 2. (1) po popd pe ppéokia 100% abavorn.

(3) Kotomw, emavarafete 600 popig pe 05% pe tov 610 tpdmo mov
TEPLYPAOETOL TAPATAVE®.

3. IT\don
AoV éyet amotwoybei M mieovalovoo oBavorn, Pubicte Tig
Swpdvetleg og PBS yia 5 Aemtd.

0 Awdikacieg Xpoong

1. P0&n g evdoyevoig vrepoeddong

(1) Zxovrmicte TG TEPOYES YOP® OMO TO TUAMATO OTIS SLLPAVELES
TPOGEKTIKA Y1 va BydAete To mheovalov dtdAvpia.

Bvbiote 115 6¢ 3% didAvpa vrepo&ediov vdpoydvov o kabapn
pebovorn yio 10-15 dentd og Beppokpacio dwpatiov (15 - 25°C).
Zefydrate T1g oe gpéoko PBS yw 3 Aemtd, pe kdbe Pobion
Sdpretag 5 hemtdv.

O]
®)

2. TIp6cbeon Kot avtidpoomn ToL TPMOTEVOVTOG AVIICMUATOC.

(1) Zkovmiote TG MEPLOYES YOP® OMO TO TUAMOTO OTIS S0PAVEES
TPOCEKTIKA.

(2) TIpooBéote 2 otaydveg (100 ul) mpotedovtog aviiodpoTog otn

Swpdvelo detypatog, T dlaedveln Oeticov pApTUPO KOl T

Soeavelr  opynTIKOD HAPTLPO  OVTIOTOL(O TOPEXOVTOG TANPN

KGADYM TOV TUNUATOV.

Ymv Swedvele tov pdptupa avtdpoaotnpiov, mpocbicte S0

otaydveg avTidpacTtnpiov apvnTikod HApTUPa (KAVOVIKY)  0pov)

ot o1 ToV TPOTEVOVTOG AVTICOUATOC.

Enwdote 11 oe  Oepuokpacic dwopatiov 1 otovg 4°C.

(AxohovOfiote TIG 0dMYieg Yoo TOV KABOPIOHEVO YPOVO ETMACNG

GT0, GTOLYELN TOV AVAYPAPOVTAL GTO ECAOKAEIGTO TNG GUCKELUGILOG

TOV TPAOTEVOVTOS AVTICMLATOC.)

(5) ZEePydrate Tig oe ppéoko PBS 3 @opég, pe didpkeio 5 Aemtd 1
KGO pia.

3. IIpdécbeon wkar avtidpoon Tov W~ -Histofine® Simple Stain

MAX PO (MULTI) (T'eviké TMoivpepéc Avoco-vmepolelddong,

AVTI-TovVTIKOD Kol 0VTI-KOVVEALOD).

YKOVTioTE TIG TEPLOYEG YOP® OO TO. TUNUOTO OTIG OLOPAVELEG

TPOGEKTIKG.

[pocBéote 2 otaydveg (100 pul) MAX PO Simple Stain (MULTI)

®)

(4)

@
0]

o€ KAOg O10pAVELD MOTE VO TETVYETE TANPT KAALYN TOV TUNUATOV.

Enwdote og Ogppokpocio dopatiov (15 - 25°C) ya 30 Aentd.
Eefydrate og ppéoko PBS 3 gopég, kdbe po didpketog 5 Aemtmv.

®3)
4. Tlpdécbeon kot avtidpaocmn Tov ypopoyovov/ ovtidpactnpiov
VTOGTPDOUATOS

YKovTtiote TIG TEPLOYEG YOP® Omd TO TUNUHOTO OTLS OLOPAVELEG
TPOGEKTIKG.

Ipocbéote 2 otaydveg (100 pl) tov ypwpoyovov/ avudpactnpiov
VTOGTPOUATOS G KAOe dapdveln dote vo metdhyete TANPN

K6Avyn tov tunudtov. Etndote ot Ogppokpacio dwopotiov (15 -
25°C) y10. 5 -20 Aemtd.

O]

(3) ZEePydrate pe ameotoypévo vepd 3 gopéc, kabe pio didpkelog 5
AETTOV.

5. Avrtiotpoon ypmon

(1) Bobiote 115 670 ddAVUA AVTICTPOPNG XPDOCTG.

(2) TIadvere koAG pe vepd Bpdong.

6. XZtpén
g TEPINTOON TOV OAKOOAOVY®V SWAVTMV VTOGTPOUATOV OTwS To AEC,
To THpato wtdv ompiloviot pe péco otpigng pe Paon to vepod yopig
neportépm  emefepyacio. Xe  TEPINTOON  OAKOOAOUY®OV  SWOALTMV
vrootpopdtov 6nwg to DAB, ompilovior pe povipo péco otpiéng
petd v mAdon pe vepd, aevdotmvovior o olofabpiopéva otadia
aAkoOAng kot kobapilovior og Eviévio.
o Epunveia tov anotelespdtov
Hopatipnon 610 pKposKOTIO
Ot dopdveteg e€etalovior KAT® omd €va HKPOOKOTIO (MTOS Yo
Betucn avtidpaon. Eivorl arapaitnto va yivel  cOYKpLomn Le TOVG TPELS
TOMOVG TV  SWPOVEIOV  HOPTOPOV Yoo TNV gpunveio TV
OTOTEAEGUATMV YPDOOTC.
o Awgdveto Oetikod pdptopa
Haponpeiton Oetikn ypdon.
o Apdvelo, apvnTikod HapTupa
Agv maponpeiton OeTikn ypoon.
o AQdvelo, LapTLpo. AVIIOPUGTNPIioL
Edv 1 dopdavelo tapovstdler ypdon, eivatr mbavo vo oeeiletat og
LN-EW01KN avTIdPaCT OO UN-E101KT OEGUEVLCT TPOTEIVNC.

H ewdwdmto ko gvochncia tov gviomiopod avtydvov &optdtol amd
70 €101KO TPOTEVOV OVTICOWLO. TTOV YPNCLULOTOONKE.

7. AIIOOHKEYZXH & AIAPKEIA ZQHX

Amobnkevetor otovg 2-8°C. To avtidpactiplo mopapével otabepd yo
18 punveg HeTd TV TOPUGKELT.

8. TENIKOI MEPIOPIZMOI

(1) Apnote ta avidpootipa va ptacovv og Beppokpacia dwpatiov (15
- 25°C) mpwv v ypdon.

(2) T, va ehoyrotonooete TV GALOI®GT TOV avTyovav, pnv ekBétete
TOVG 16T00G o€ Beppokpacio Tave ard 58°C katd v enelepyooia.

(3) Mnyv Enpaivete Tovg 10T0o0G o€ KGbe Pripa ypdong.

(4) H Béhtiotn ovykévipmon Kol ¥povog eXMAONG TOV TPOTEVOVIOV
avticopdtev Oo mpénel vo kabopilovior amd ™V épguva. X& KOmOolEg
TEPUTTOGELS, LTOPEL VO, ATOUTEITOL TEPALTEP® JLIAVCN TOV TPDOTEVOVIMV
OVTICOUATOV OOTE Vo, omoPevydel n veepfoikn xpdon.

(5) Eqv ta tpipota mepiéyovv Alyn evdoyevr] vmepoelddon, Adya
epvBpokvdTTOopa Kot Alya kokkiokbTTOpe, 1 WO&n G evdoyevolg
vrepoelddong pumopel vo mopaAneosi.

(6) H ypdon tov wotdv eoptdrol and Tov YeIpopd ko v encéepyacio
0V 1otod TP amd Vv ypdon. H oxatdAnin otepéoon, woln,
amoyvén, mAvon, otéyvopa, Oépuaven 1 tunpatonoinomn Hmopel vo
mopdyel TPOIOVTA 1) ECPUALEVO OPVNTIKA OTOTEAEGHLOTO.

(7) To amoteréopata dev Oa givor Béhtiota av ypnoponomBodv mTard
N un SteAvpéva 6TEPEMTIKA, 1 BepravBoly vepPolid katd T didprela
™G epfubiong N Kotd TV TPOCSKOAAN G TOV TUNUATOV OTIG SLOPAVELES.

(8) Mmopei va. eppavictodv ecpalpéva BeTikd amoteléouato %(’)y(n mg
un-edikiic déopsvong mpotsivav. Av kar to M-Histofine™ Simple
Stain MAX PO (MULTI) 8ev amoutei tnv yprion Eexopiotig ovoiag
OOKAEIGHOD, OF KOMOEG TEPMITAOCES M EPAPUOY MG OLGIAG
OTOKAELGHLOV OV TEPLEYEL LU0 LLT] GYETIKN TPWTEIVY], TPV TNV ENADOACT UE
10 TPMOTEVOV avTicmu, umopel va givar ypiown yw v peiwon tov
vofadpov.

©) To M -Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI) éyet
oyedwotel  ywo  in-vitro  dwyvootikp  ypnon. H  NICHIREI
BIOSCIENCES INC., ot toAntég g NICHIREI BIOSCIENCES «at o1
davopeic e amomotobvron kafe svbvvng otav to M -Histofine
Simple Stain MAX PO (MULTI) ypnoiponotgitot pe tpdmo t€1010 70V
napofialet Tovg Tomikovg kavoviopovg 1 motévieg. Ovte n NICHIREI
BIOSCIENCES ovte ot moAntég g propovv va BempnBodv veevbuvor
Yo, omoladnTote Topoficcn TOTEVTOS TOL UTOPEL VO TPOKVYEL MG
OmOTEAEGLLOL TNG UM OPONG YPNONG TOL TPOTOVTOG.

To MM -Histofine® eivax katoyupopévo gumopkd ofjpa g NICHIREI BIOSCIENCES. O ydpeg eyypagng mpénet va avopipoviol 6° guds.
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9. ENIAYZH TPOBAHMATQN

Mpopinpa IMBavn ortia Adon

o Kapia ypodon 1 To ctéyvopa TV Setypdtmv Katd TV 1. Xpnowomnomote Tov vyporompévo Bdlapo dote vo punv Eepabdei o
elappd ypmon Xpoon mpw Vv npdcebecn TV 16T0G.
moapoTnpeiton avTIOpacTNPioV.
otV dpaveto H ovoia gppidbiong dev eivor kotdAinin, 1 | 2. EmdéEre po katdAnAn ovcia epufdbiong 1 amopokpivate eTapKdg
OeTico0 paptoupa dev €xel apapedel cwotd N Tapapivy ond ™mv Topapivn ard To Tuqpate Tov eppudioTnay.

Ko TV T TUpoTo oL Pubictnkay 6e Tapapivn. 2. AMGETe o EuAévio N v albavoAn avadoya e TV TEPITTOON.
Sapaveta Omnowodnmore {yvog alidiov tov vatpiov oto | 3. Xpnoomomote puBructikd didivpa xmpic alidio vatpiov.
aYVOGTOL pLOLGTIKO SLdAVO. adpOvVOTTOLEl TNV 3. AMG&te puOioTid dtAvpa.
delypartog vrepoelddon, Kadiotdvrag advvatn T
plaly
Avemopkng endocn Tov vEOpov Kot 4. AMGETe TO TOMO YPOUOYOVO/ AVTIOPAGTHPLO VITOGTPMATOS,
OVTIOMHOTOGC. 4. Amopaxpovore to TAeovalov SidAvpa eKTEVDS 6€ KAbE 6TAd10.
4. Tlopéxete apketd ypoOVo Yo AVTIOPACT| LLE TO AVTICOUN. ZVUYKEKPILEVA,
TO TPMOTEVOV OVTICOLO B0 TPETEL VOL ETOACTEL GOUPDVO, LLE TNV
YPOVIKN TEPIOFO TOL AVAYPAPETUL GTO EGHOKAEIGTTO.

o H dwedavein To avtiydvo alhowdOnke 1 KaAveOnke 1. Kémow avirydva givar evaicOnta oty otepémon 1 eppodion. ‘Etot
aYVOGTOL Kotd TV StdpKela ™G Sradikaciog YXPNOLOTOMGTE AYOTEPO TOAVA GTEPEMTIKA KOL LLELDGTE TOV YPOVO
detypartog dev otepémong N euPfobdiong. OTEPEWOTG.
xpoportilerot 1. H mpoetowacio amotteiton yio peptkods 16tovg, 00TMg MGTE Vo
EVO UTOpEGEL VO amokaAVQOE] TO avTiydvo, Onmg 1 Aviktnon Avitydvov, 1
xpopotileTor n Avdxon Emromov péow Oepuomrag (HIER) 1 1 ypion Opoyivig.
dapavera To avtiydvo €xetl amocvvtebei pécm 2. Xpnoomotiote 16ToH¢ Tov Aappdvovtar amd Prowia 1 xepovpyeio,
BeTicod QVTOAVONG. otav givar duvatdv.

HAPTLPOL. Etvou mapdv Aydtepo avtiydvo ota 3. Topoteivate Tov XpOVO ETMHACTIC.
TUNMOTOL.

o To vmoPabpd H dpacmpiomta gvdoyevoig evidpov dev | 1. Awcpariote 611 1 dradikacio yoéng g evooyevoic vaepo&etddong

glvan évrova amokAelotTnke TANPWOC. glvon cowot.
YPOUOTICUEVO GE Bpénkav pn-gdiég cuvbéceig 2.  TIpoto¥ mpocbhicete 10 mpwtedov avticmpa, tpocdécte 10%
OAEC TIG déopevong. (PLGLOAOYIKO 0pd KOTGIKOG.
Sapaveteg.
Ta amotedéopato aVTOAVONG 08 3. AdPete ppéckovg 16T00g dTav avTd Eivol EQIKTO.
mieovalovta ovtrydva amopovainkay o
LOTOAOYIKG SLOAVpLOTOL.
AVETOPKNG ATOUAKPVVOT TALPAPIVIG. 4. AA\G&re Euiévio N abovodn avdAdoya e TV TepinTmon.
AvemapKng TADGT TOV OVTICOLOTOC. 5. Awocoaiiote TNV €T0PKN TAVGT TOV AVIICOUOTOG.
M vynAn Beppokpocio dopatiov 6. Awmpnote m Beppokpacio dopatiov otovg 15 Emg 25°C
emToOvel Tig eVOUUIKEG avTIOpACELS. 6. Meidote TovV 1PpOVO aVTIdpUCTG.
To otéyvoua tov detypdtov katd ™ 7. Mnv emutpénete 6TOV 16TO VO OTEYVDGCEL.
KPDOOT| LETA TOL AVTIOPACTIPLEL.

o Katam Kdanow avtiydva amortovv dradikacio 1. Aecpedote To TUAHOTO IOTOV GTIG SILPAVELEG TOV VOl EMKOAVLUEVES
Sdpketa g avaKTNoNG avTlydvou pécm Bepuotnrog M pe ovykoAntikd omwg 0.02% mold-L-Avsivn 1 cthévio.
avtidopaong, Ta TOPATETOUEVO YPOVO OVTIOPUOTS LUE TO
TUNHOTO 1IGTOV TPOTEHOV AVTIGOLO, TOV UTOPEL VO
Byatvouv and Tig 00NYNOEL GTNV EVKOAN ATOKOAANGN TOV
Srpavetec. TUNUaTOV.
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