
С истема детекции H istoflne®  Simple Stain MAX PC) (M ULTI)

универсальный полимерный поливалентный окрашивающий реактив Хранить при 2-8 ”  С Сделано в Японии 
Поставка реакт ива 17 мл X I бутылка {170 тестов) Код:414151К

17 мл хЗ  бутылки (500тестов) Код:4141521^
17мл х 9 б уты л о к ( I  500тестов) Код:414154К

I. В В Е Д К П И Е
Фирма N K 'I I IK K I  B10SC1ENCES IN C . разработала уникальную иммуно-гистохимическую красящую систему 1юд названием 
Универсальный Иммуно-ипимный Полимер (UIP). метод, запатентованный в С111Л. № патента 6.252.051 Он является оригинальной 
технологией фирмы -ilistoflneCxj Simple S la in  М.ЛХ РО M U L T Y ) обесг1ечивает и быстрое действие, и ж оном ию  времени при иммуно- 
гистохимическом применении
2. ОМИС Л И И Е  11РК11ЛРЛТЛ
Жидкость, готовая к исиольюванию Меченый полимер - l l is lo f in e ®  Simple Stain M A X  РО (M U I.I 'Y )  (Универсальный Иммуно- 
псроксидазный Полимер, антимышиный и антикроличий) изготовлен путем соединения аминокислотных полимеров с иероксидашй и 
антимьпииным и антикроличьим иммyнorлoбyли^юм козы, которые редуцируются до Fab антител Он содержится в буфере MOPS (3- 
ч<1рфолин11ропансульфо1ювой кис;юты) (рП 6.5). со стабилизагором и бактерицидным средством.

О писание H is to tlne !&  S im p le  S ta in М А Х  РО ( M U L T Y )  (Универсальный Иммуио-пероксидазный Полимер. Л и ги -м ь и н и м ы й  
и аити-кроличий).
Иммуноглоублиновая фракш1я выделена из иммунизированный козьей сыворотки путем переваривания, чтобы приготовить K(ali )2 
фра1 мсн1 .
Антиген специфичный F(ab )2 аффинно очищен с ангагеном Твердофашая абсорбция была выгюлнена с человеческим сыворо1очт.]м  
протеином Полимер из аминокислот, меченый пероксидаюй, был коньюшрован с КаЬ фраг ментом . полученным редукцией F(ab)2
3. 11РЕД110Л.\1 .ЛЕМОЕ ИС 110.1ЬЮ ВЛ1111Е
, г ' 1я  д и л п к м Т И К И  i n  v i t r o
Реактив Ilis io fin c ®  Simple Slain M A X  PO (M U I.T Y ) предназначен для иммуногистохимических исследований фиксированных в 
формалине в формалине О применении для окрашивания замороженных среюв зканей читайте в п 6 11Р()ЦЕД>РЛ 
()КР .\111И В .\И И Я  Огносительно этого реактива для других образцов можно узнагь. обрагившись в техническую службу (|)ирмы 
NICMIRKI BIOSCIENCES.
4. и р ти ц т
Антиген/антитело/Универсальный Иммуно-пероксидазный Полимерный комплекс может быгь приготовлен путем реакции реактива с 
первичным мышиным или кроличьим антителом, соединенным с антигеном на срезе ткани (ферментативное действие )гого комплекса 
npHBOiWT к появлению окрашенного осадка, таким образом. окра1нивая местоположение ан гигспа 

И Р Е Д О С Т О Р О Ж И О С Т П  ПРИ  И('110ЛЬЮ В.Л11И11 Р Е Л кТ И В Л  и л и  О Ь Р .М Ц Е Н И И  г  н и м
1 Прежде чем иоюльзовать реактив, внимательно прочитайте )ту инструкцию
2 Пе ис1юльзуйге реактив1.1 после исгечения срока их годности
3 Для профессионального использования
4 С образцами, до и после (|)иксации. а также с другими материа-'шми. используемыми вместе с ними, следует обращагься, как с 
биолотчески опасными материалами, соблюдая соответствующие правила предосгорожности
5. Вдыхание и.'Ш проглагыванне высоко аллергенного фиксирующего формальдегида - опасно Надевайте заициную  маску При 
случайном прог латывании примите рвотное средство При контакте с кожей и ;т  понадании в глаза, тщательно промойте их водой
6 Орг анические реактивы -  легковоспламеняющийся материа1т Не исгюльзуйте их вблизи открытого o i ня 
7 .11ико1 да пе раскапывайте реактивы в рю м . избегайте его гюнадания на кожу, слизистые оболочки и одежду 
8 Избегайте бактериального заражения реактивов, поскольку )то можег исказигь резулыагы при их иснолыоваиии,
8 Избегайте расплескивания реактивов или обра)ования брызг .
9 Как хромаген раствор ДАБдолжен быть применен с осторожностьюввиду его каггцерог енноспг
10 Неиспользуемые реагенты должггы быть утилизированы согласно местным ггравилам

11ротводитсль ю вара N IC H IR EI B IO SC lIiN C ES INC 6-19-20, T sukiji, Chuo-ku, Tokyo, 104-8402, JA t'A N  i
Phone:81-3-3248-2207 [•’acsim ile:8l-3-3248-2243 Импортер ООО “ Микротссты б  m  b .”  (495) 969-98-26, iiifo(№niicrolesty.ru

6. ИРОЦЕДУР.Л о к р л т и в .л н и я
■ Пеобходггмы реактпвы  гг м а 1уриа;гы . гге входящ ие в ггоставку
■ 11ервичнос антитело м ы ш и или кро;гггка
■ Ксилол
■ 100% тгловг.п ”) сгш рг
■ 95%  л  иловый спирт
■ Раствор контрастной окраски
■ 3%  раствор ггерекиси водорода в aocojrroriroM  метаноле
(добавигь I часть средства 30%  ггерекиси водорода к  9 часгям 
абсолю тного метагго.'га)__________________________________________________

• Фocфaтнo-coJгeвoй буфсрггый раствор 
(рП  7.610.2)
NaCI 7 75 г
К :П Р 0 4  1 50 г
К П ;Р 0 4  0.20 г
Дистиллированная вода I л

Отрицагельньгй контрольны й  реактив
I lo K p o B H o e  стек.'го
Све^говой м икроскоп
Дисти;глированпая вода
BJгaжнaя камера аля  и н куб ац и и
препарата
Заливочггая среда
Таймер
Ш 'гагивы
Вггггтываюггггге салфетки

А д гезирую щ ий  состав дтя срезов ткаггей (0,02% гг0 Jгилизгггг, cnjrarr гг т  п )

■ Х ромогеновы й /суб сф а т  реактив -llislofine®  S im ple  Stain A B C , раствор (Вез ггрггготовлегпгя, одгга бутьглка) 500 тестов К о д  415 1X2 !■
1500 тестов К ол 415 184 р //С озланны й N IC H IR E I B IO S C IE N C E S . одна бугы лка . готовгий к  исггользоваггию без ггриготовления 
хромогегг/субстрат. называемый t\i- llislo fine Simple Stain Suhslralc Solution (П росгой  Раствор Красяпгего Субстрата_______________________
■ Приготовлеггие образца [Срез ткангг в пара(|)игге] В обра)цах м о гут  возн и кнуть  поврсждеггггс тканей  ггли деггагурацигг аптгггепов, когда 
они подвергаются воздействггю сильгго коггцегггрнроваггных ф иксаторов гииг д;гггтeJfьнoй фггксации гг;геггию Такггм образом, чтобы 
H0jry4if гь omHMajfbHoe закрегигение. сохранеггие морфологгги ткагги гг действгге аггтигегга. cjreflyeT и сполью вать  образцьг гкагггг. ка к можг1о 
более свежггс. размером I см х 1 см х  0.5 см. Рекомендуется исггользовать фиксаторг.1, указаггньгс далее
Ф ггксирую ш иИ  реактив Время (Ьиксации

l l is lo lin e ®  является зарег исгрированной торговой маркой фггрмы NICH1RE1 BIOSCIENC'ES.
При регггстрации просьба всег да ссьг;гаг ься на нас



,о<

%
10% формалин или чабуфсренный формалин 20% формалин 24 -48  часов

12 часов <Ь^
[Срезы замороженной ткани] Образцы размещены в смеси (напр., смесь ОТС) и мг новенно заморожены в п-гексане, а ^  
твердой углекислоте или жидком азоте
■ П одготовка срезов [Сречы гкани в парафине) « .o ''
Срезы следует разместить на предметные стекла Если с ними нужно провести такие действия, как восстановлен» 
восстановление эпитопа под тепловым воздействием, или обработку трипсином, предметное стекло следует покрыть клейким i 
как например 0,02% полилизин или силан, для каждо1о среза ткани 
[Срезы замороженной ткани |
Замороженные образцы размещаются на покрытые клейким веществом (например, 0,02% полилизин) предметные стекла н %'
просушиваются на воздухе. Срезы фиксируются в 100% ацетоне в течение 10 минут пр комнатной температуре или в 4% р 
параформальдегида -  фосфатно-солевом буферном растворе в течение 10 минут при 4"С и затем окрашиваются Оптим 
концентрация и время инкубация первичных антител следует определять путем исследования В некоторых случаях может нотребо1 
титр первичных антител, чтобы избежать избыточного окрашивания
Если срезы содержат мало эндог енной нероксидазы, мало эритроцитов и мало фанулоцитов, raiuenne эндогенной пероксидазы можн 
делать
[Контрольные образцы[
11о1ребуются позитивный контрольный образец, отрицательный контрольный образец и контрольный образец с реактивом, которь 
обрабатываюзся заким же образом, как и неизвестный образец, чтобы проанализировать результаты окрашивания
■ Депарафинизация и регидратация
1 Обработка ксилолом
(1) По1рузите образцы в кси;юл Через 3 минуты выньте их и стряхните с них избыток ксилола
(2) Повторите действия п (1) дважды, используя свежий ксилол
2 Обработка этиловым спиртом
( 1 ) 1 1огрузите образцы в 100% этиловый спирт Через 3 минуты вьшьте их и стряхните с них избыток спирта
(2) 11овторите действия п ( I ) дважды, используя свежий 100% этиловый спирт.
(3) Затем обработайте образцы 95% этиловым спиртом так же, как указано в 2-х предыдущих пунктах
3 Промывка
11осле того, как образцы будут обработаны 95% спиртом, погрузите образцы в фосфатно-солевой буферный раствор на 5 минут
■ Рекомендуемая процедура окраш ивания
1 Гашение эндогенной пероксидазы
( 1) Тщательно вытрите предметные стекла с образцами, чтобы удалить избыток раствора
(2) Погрузите их в 3% раствор перекиси водорода в абсолютном метаноле на 10-15 минут при комнатной температуре
(3) Промойте их в свежем фосфатно-солевом буферном расзиоре 3 раза, гю 5 минут каждый раз
2 Добавление и реакция первичного антитела
(1) Тщательно вытрите предметные стекла с образцами
(2) Добавьте по 2 капли первичного антитела на образец, положительный контрольный образец, отрицательный контрольный образец 
так, чтобы полностью покрыть срезы
(3) Па контрольный образец с реактивом добавьте две капли отрицательного контрольного реактива (нормальная сыворотка) вместо 
первичного антитела
(4) Выдержите их при комнатной температуре или при 4"С (Следуйте инструкциям относительно времени выдержки, которые даны на 
упаковке первичного антитела)
(5) Промойте их в свежем фосфатно-солевом буферном растворе 3 раза, 1Ю 5 минут каждый раз
3 Добавление и реакция -H istofincW  Simple Stain M A X  PO (Универсальный Иммуно-пероксидазный Полимер, Анти-мышиный и анти- 
кроличий.
(1) Тщательно вы фите предметные стекла с образцами, чтобы удалить избыток раствора
(2) Добавьте по 2 капли Simple Stain M A X  PO (M U U TY ) на образец так, чтобы полностью покрыть срезы. Выдержите их при комнатной
температуре в течение 30 минут
(3) Промойте их в свежем фосфатно-солевом буферном растворе 3 раза, по 5 минут каждый раз
4 Добавление и реакция реактива хромогена/субстрата
(1) Тщательно вьприте предметные стекла с образцами, чтобы удалить избыток раствора
(2) Добавьте по 2 капли реактива хромогена/субстрата на образец так, чтобы полностью покрыть срезы Выдержите их при комнатной
темперазуре в течение 5-20 минут
(3) Промойте их в свежем фосфатно-солевом буферном растворе 3 раза, по 5 минут каждый раз
5 Контрастное окрашивание
(1 )1 1офузите образцы в окрашивающий раствор для контрастирования
(2) Промойте их водоттроводной водой
6 Заклю чение т истолот и ческих срезов в заливочную  среду
В случае если такой  средой является субстраты , растворимые в спирте, например, А Е С , срезьт тка н и  размеш аются в заливочной среде на 
В0 Д1Т0 Й основе без дальнейш ей обработки Если средой являю тся нерастворимые в спирте субстратьт, например, D AB, срезы размещаются 
в П0 СТ0 ЯНТ1 0Й заливочной среде после пром ы вки  их  водой, дегидрирую тся в последовательной серии ттогружений в сттирт и очищ аю тся 
ксилолом
■ А на 1тиз результатов 
I Паблюдентте под микроскоттом

Образцьт исследую тся под световьтм м икроскопом  до полож ительной реакции Необходимо 
сравнить с тремя типам и контрольньтх срезов дгтя аттализа результатов окраш ивания

• П олож ительны й контрольттьтй образец
Образетт, содержащ ий антиген-м иш ень, которьтй обрабатьтвается та ки м  же образом, ка к  и неизвестный образец 

О трицательны й контрольньтй обра;)ец 
Образетт, не содержащ ий антитен-миш ень, которьтй обрабатьтвается та ки м  ж е образом, ка к  и ттензвестттый образец 

Котттрольный образец с препаратом 
К онтрольны й образец используется и обрабатьтвается таким  же образом, ка к  и исследуемый o6pa:ieTi, за исключеттием того , что 

o■фицaтeJтьньтй контрольньтй реактив используется вместо ттервичтто анти1 ела Если образец окраш ивается, возм ож но, это происходит 
вследствие ттеобычттой реакции необы чны х белковы х связываттий
7. Х Р А Н К Н И К  Храттить в темттом месте при 2-8"С  Реагент стабилен IX  месяцев с момента производства

Ирои чводитель тонара N IC H IR EI B10SCIENCES INC. 6-19-20, T sukiji, Chuo-ku, Tokyo, 104-8402, JAPAN
Phone:81-3-3248-2207 Facsimile:81-3-3248-2243 Импортер: ООО "М нкротесты 6 m  b . ”  (495) 969-98-26, in foO i'm icrotestyr ^  ^

Mislofine® является зарет истрированной торговой маркой фирмы NICHIRE1 B10SC1ENCES.
При регистраттин просьба всегда ссьтлаться на нас
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% /р  соизводитсль товара N IC IIIR B I BlOSC’ IE N C liS  IN C  6-19-20, T s u k iji,  C huo-ku , T o kyo , 104-S402, JA P A N  - j
''^ /^ h o n c :8 1 -3-3248-2207 F acs im ile :8 l-3 -3 2 48 -2 2 43  И мпортер: OCX) "М и кр о те сты  6 m  b . ”  (4 95 )9 6 9 -9 8 -2 6 . infoCa in icro tes ly .ru

OKIIUIK О Г Р Л П П Ч С Н И Я

Дайте реактивам достичь ко м н а тн о й  тем пературы  (15-25»С) перед  началом окраш ивания.

М иним изируйте  д енатурацию  антигена. Не инкуб и руй те  образец при тем пературе выш е 58С в процессе обработки .

Не позволяйте ткани  высыхать, ни на ка кой  ступени окраш ивания.

О птимальная концентрация  и время и н куб ац и и  первы х антител д о л ж н ы  быть определены  пользователем. В ряде случаев для 

предотвращ ение перекраш ивания  м о ж е т  бы ть н е о бхо д и м о  предварительное разведение первых антител.

Если образцы  содерж ат небольш ое количество эн д огенной  пероксидазы , м ало  эритроцитов  и м ало гранулоцитов, этап гашения 

эндогенной пероксидазы , м о ж е т  быть пропущ ен.

О краш ивание тканей  зависит от обработки  образцов п еред  окраш иван ием . Н еправильная ф иксация, зам ораж ивание, 

оттаивание, пром ы вка, вы суш ивание, нагрев или рассечение м огут вызвать появление  артеф актов или лож ноотрицательны х 

результатов.

Результаты не будут оптим альны м и , если использую тся старые или незабуф еренны е ф иксаторы , или избы точны й нагрев при 

параф иновой провод ке  или наклеивание  срезов на предм етны е  стекла.

Л ож нопол ож ительны е  результаты м огут появиться вследствие неспециф ических связы ваний белков. Хотя -H is to fin e * S imple Stain 

MAX PO (M ULTI) и не требует использования отдельны х блоки рую щ их реактивов , в некоторы х случаях прим енение  

блоки рую щ его  реактива, содерж ащ его  «забивочны й» белок, п еред  инкуб ацией  первичного  антитела м о ж е т  бы ть полезны м  для 

ум еньш ения ф онового окраш ивания.

Реагент H istofine® Sim ple Stain MAX PO (M ULTI) создан для д иагностики  ин витро. Торговые агенты и дистрибьют оры фирмы  

NICHIREIBIOSCIENCE5 INC., NICHIREI BIOSCIENCES не несут ответственности за результат ы использования H isto fine* Simple 

Stain МАХ PO (MULTI), если при его применении прямо или косвенно наруш аются мест ные регулирующие правила или 

патенты. Ни производ итель  NICHIREI BIOSCIENCES, ни его торговые агенты не м ож ет  нести ответственность за любые

нарушения пат ент ных прав, кот орые могут  возникнут ь в результате неправильного использования продукт а.

8.5

8.6

8.7

8.8

8.9

9. y t 'T P A H K II I IK  П К П О Л А Д О К
Проблема В озм ож ная причина С пособы  устранения

0 М ег окраш ивания, или слабый 
результат окраи 1инаиия на 
1ки ю ж ительном  контрольном  
образце и исследуемом образце

1. В ы сы хание  образца во время 
окраш ивания перед добавлением 
реактива

1. Не д о п у с ка й le  пересыхания обраию в 
тка н и

2. Не п ояход ит заливочный аген г или 
парафин не п олностью  удален из срезов

2. Вы берите подходящ ий заливочный 
агент или тщ ательно у.чализе 
парафин со срезов гкаии  - Чамени1с 
ксилол или п и л о в ы й  спирт

3. В буф ерном растворе пр и сутствую т 
следы азида на1рия , которые 
и н а кти ви р ую т  пероксидазу, чго  
препятствует окраш иван ию

3. - И спользуйте буф ерный расгвор. не 
содерж ащ ий азида иазрия
- Замените буф ерный расгвор

4. ^Неправильное инкубация фермента и 
антитела

4. Замениге с гарьиТ реактив 
хр ом о 1с и /суб сф а т
- Г та тел ьн о  удаляйте излиш ки 
p a c i  B o p a  на каж дой счадии процесса
- О бесиечы е  достаточное время ;у 1я 
реакции с ангигелом  О с о б о и ю  уго 
касается пе р ви ч н о ю  антитела, время 
инкуб ация  к о т р о ю  должно 
соответствовать указаниям  в 
ин стр укц и и

0 Исследуемый образец не 
окраш ивается, .хотя 
полож ительны й к о т р о л ь и ы й  
образец окраш ивается

1. А н ти ге н  денатурирован или с кр ы т  во 
время ф иксации или проводки

1. - Н екоторы е а т  иг ены 
чувствительны  к ф икca iш и или 
параф иновой проводке Используйте 
менее ак^гивные ф иксаторы и 
ум еньш ите  время ф икса1щи
- Чтобы  обнаруж ился а т ш е н ,  

некоторы м  тканям  требуегся 
предварительная обработка, 
нанрим ср, восстановление ангш  ена. 
при нагреве Hjni обработка 
трипсином

2. A h t h i c h  раз.'южился путем аутолиза 2. По возм ож ное™  используйте 
образцы ткапы , получе1ш ые при 
биопсии  или хирургическим  пугем

Histofine® является шрешефировамной торговой маркой фирмы NICH1RUI B10SCIENCES.
При регистрации просьба всегда ссылаться иа нас



Производитель твара  N IC H IR EI BIOSCIENCES INC 6-19-20, I’suk iji, Chuo-ku. Tokyo, 104-8402, JAPAN
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3. В срезах присутствует меньш е антигена 3. - 1 1родлите время инкубу
о Па всех препаратах интенсивно 

окраш ивается фон
1. Э ндо1енная (ферментативная активность 

не полностью  блокирована
1. - 1 !роверьте. правильн!. 

проведена процедура 
эндогенной пероксида:1ы

2. О б наруж ились неспециф ические 
ком плексы

2. - Перед добавлением п!» ■* 
антитела обработайте с ^  
нормальной сы вороткой  козы /

3. А у ю л и з  привел к  избы точности 
антигенов. изолированны х в 
гисто ло ги че ски х  растворах

3. - Но возм ож ности , доста1п.т1 

образцы ткани  ^ '

4. Н едостаточно удален парафин 4. Смените ксилол или этиловы й  ̂
в таклм  случае

5. А нтитело  недостаточно смьгго 5. Обеспечьте достаточную  npoM bi'i^Vs 
после первого антитела

6. В ы сокая температура помещ ения 
усиливает ферментные реакции

6. П оддерживайте в помешени 
тем пературу о т  15 до 25 '1  
С ократите  время реакции

7. Пересыхание образцов тка н и  во время 
окраш ивания после добавления 
реактива

7. Пе допускайте  пересыхания 
образцов ткатп!

о Во время реакции сречы ткани  
отделяются о т  предметны х 
стекол

1. Н екоторы е антигены  тр еб ую т нагрева 
при  проведении процедуры 
восстановления антигена или продления 
времени реакции с первичны м 
антителом, что  м ож ет привести к 
отделению  образцов

1. Размешайте срезы тка н и  на 
предметны х стеклах, покры ты х 
клеящ им веществом, например, 
0 ,02%  полилизином и;ш  силаном

(У In V itro Diagnostic Medical 
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Л [
Temperature Limitations |IVD|
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'чо: INSTRUCTIONS

% iV -llistofine®  Simple Stain МАХ PO (MULTI)

X 4 i irsal Im m uno-peroxidasc Polymer, A n tl-M u u s e  and -R a b b it 
■Histoflne Im m unohistochem ical sta in ing reagent

Store at 2-8°C

^ 'w \^ e a g e n ts  supplied 17m L X I bottle  ( 170 tests) Code : 4 14 15 1F 
17mL X 3 bottles (500 tests) Code : 4 I4 1 5 2 F  
I7 m l,x  9 bottles (1500 tests) Code : 4 I4 I5 4 F

1. INTRO DUCTIO N
NICHIRFI B IO S C IEN C E S  developed a unique im m unohistochem ical 
staining system called I'niversal Im m uno-en /ym e Polym er (I 'lP )  
method (US Patent No.6.252.053). Th is is N IC IIIR H I B IO S C IK N C E S 's  
original technique. A /-H istofine’‘ Sim ple Stain M A X  PO (M U L T I) , 
this provides both high sensitiv ity  and tim e saving in 
im m unohistochem ical applications.

2. D E SC R IPT IO N
1 iquid. Ready to  use.
Л/ -H istofine ’̂  Sim ple Stain M A X  PO (M U L T I)  (U niversa l 
Immuno-peroxidase Polymer. A n ti-M ouse  and -R abb it) is the labeled 
polym er prepared by com bin ing am ino acid po lym ers w ith  peroxidase 
and goat anti-mouse Ig and goat an ti-rabb it Ig  w h ich  are reduced to Fab . 
It is stored in MOPS (3 -M oф holinopropancsu lf'on ic  acid) bu ffe r (pH  
6.5) containing stab ilize r and antibacterial agent.
The Ig ( i Traction pu rified  from  im m unized goat serum is digested to 
prepare F(ab )> A ntigen-specific  F(ab )2 is a flin ity -p u r if ie d  w ith  the 
antigen. Solid-phase absoф tion is carried out w ith  human serum protein. 
Pcroxidasc-labeled am ino acid po lym er is conjugated to Fab obtained by 
reducing F(ab )i.
The system does not contain b io tin  nor streptavid ln . so the background 
found w ith  trad itiona l b io tin  based detection system is com plete ly 
avoided.

3. IN TE N D E D  USE
For In -v itro  D iagnostic Use.
lnteф rcta tion must be made w ith in  the context o f  the patient's c lin ica l 
history and other diagnostic tests by a qua lified  pathologist.

A/-H lstofine* S im ple Stain M A X  PO (M U L T I)  is designed to  a llow  
im m unohistochem ical tests, to reveal antigens that reacts w ith  a 
user-supplied mouse prim ary antibody or rabb it p rim ary  an tibod) on 
human tis.sues and cells,

4. PR IN CIPL E
The antigen / antibody /  Universal Im m uno-peroxidase P olym er com plex 
can be prepared by a llow ing  the reagent to react w ith  a mouse o r rabbit 
prim ary antibody bound to  the antigen on tissue section. The enzym atic 
a c tiv ity  o f  this com plex results in  a colored deposit, thus sta in ing the 
antigen site.

8 . Avoid microbial contamination of reagents as incorrect result may 
occur.

9. Avoid splashing of reagents or generation of aero.sols.
10. As a chromogen. DAB solution should be handled with care for it 

contains carcinogen.
i 1. Unused solution should be disposed of according to local. State 

and Federal regulations,

6 . S T A IN IN G  P R O C E D U R E S
□ Reagents and Materials required but not provided

• Xylene
• 95% ethanol
• 1 0 0 % ethanol
• Phosphate buffered saline (PBS)

(pH 7,6±0,2)
NaC17.75 g
K2HPO4 1.50 g
KH,P0 4  0 . 2 0  g
distilled water I I ,

• 3% solution of hydrogen peroxide in absolute methanol 
(Add I 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
• I lumidificd 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)

0  Specimen preparation
1 Paraffin-embedded tissue sections]
Specimens may undergo h is to log ica l d is in tegra tion o r antigenic 
denaturation when subjected to h igh ly  concentrated fixa tive  or prolonged 
fix in g . Thus, in  order to  obtain an op tim al fix in g , m a in ta in ing tissue 
m oф ho logy and antigen activ ity , tissues w h ich  are as fresh as possible 
and sm all in  size (about Icm  x Icm  x 0.5cm ) should be u.sed. The 
fixa tives as shown be low  are recommended.

F ix ing  reagent F ix in g  tim e
10% fo rm alin  o r buffered fo rm a lin 24-48 hours

20%  fo rm alin 12-24 hours

[Frozen tissue sections )
Specimens are embedded in com pounds (like  O TC  com pound) and 
snap-Trozen in n-hexsan cooled in dry ice-acetone or liq u id  nitrogen.

□ Section preparation
[ParalFin embedded tissue sections)
The cut sections .should be 3-6 ц т  and placed on slides. When further 
treatments are to  be done such as A ntigen  Recovery. Heat-lnduccd 
Epitope Retrieval (H IE R ) o r tryps in  treatm ent, the gla.ss slides should 
be coated w ith  an adhesive like  0 .02%  po ly -L -ly s in e  o r silane for 
tissue sections.

[Frozen tissue sections [
The cryostat sections are m ounted on an adhesive ( lik e  0.02%  
p o ly -L -lys in e ) - coated slides and a ir-d ried  w e ll. The sections are fixed 
in 100% acetone fo r 10 m inutes at room  temperature o r 4”  о 
paraform aldehyde-PBS .solution fo r 10 m inutes at 4°C and then stained.

5. PR EC A UT IO N S
Before using th is reagent, read these in.structions.
Do not use reagents after the exp ira tion date.
For professional users.
Specimens, before and after fixa tion , and a ll o ther materials 
exposed to  them, should be handled like  biohazardous materials 
w ith  proper precautions.
Inhalation o r ingestion o f  the h igh ly  a lle rg ic  fixa tive  formaldehyde 
is harm fu l. Wear protective mask. I f  sw allow ed, induce vom iting .
I f  skin or eye contact occurs, wash tho rough ly w ith  water.
O rganic reagents are fiam mable. Do not use near open flame,
Never pipette reagents by mouth and avoid the ir contact w ith  .skin, 
mucous membranes and clothes.

iV llis lo fine“ IS N IC H IR F I B IO S C IH N C E S ’s registered trademark The registration countries would be referred to us
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[C on tro l slides)
A  positive control slide, negative contro l slide and reagent contro l slide 
are needed and processed in the same w ay as the unknow n specimen 
slide to in teф ret sta in ing results.
•  Positive control slide

Л specimen conta in ing the target antigen w hich is processed in the 
same way as the unknown specimen.

• Negative contro l slide
Л specimen not con ta in ing the target antigen w h ich  is processed in the 
same way as the unknow n specimen.

•  Reagent control slide
The control specimen is used and processed in the same way as the 
test specimen e.xeept that negative contro l reagent is used instead o f  
prim ary antibody.

□ D eparatfm izalion and Rehydration
1. Treatment w ith  xylene
(1) Immerse the slides in xylene. A fte r 3 m inutes, take out and shake 

olT the exce.ssive xylene in the slides.
(2 ) Repeat 1.(1) tw ice  using fresh xylene.
2. I'reatment w ith  ethanol
(1 ) Immerse slides in 100% ethanol. A fte r 3 m inutes, take out and 

shake o f f  the e.\ce.sslve 100% ethanol in the slides.
(2) Repeat 2.( I ) once w ith  fresh 100% ethanol.
(3) I'hen. treat them tw ice  w ith  95%  ethanol in  the same way as 

described above.
3. Washing

A fte r excessive ethanol is shaken o ff , immerse slides in PBS fo r 5 
minutes.

□ Staining Procedures
1. Quenching o f  endogenous peroxidase
(1) W ipe areas around the sections on the slides care fu lly  to remove 

exce.ss solution.
(2) Immerse them in 3%  so lu tion o f  hydrogen peroxide in absolute 

methanol fo r 10-15 minutes at room temperature ( 15 - 25°C).
(3) Rinse them in fresh PBS fo r 3 times, each o f  5 m inutes duration.

2. A dd ition  and reaction o f  the prim ary antibody
(1) W ipe areas around the sections on the slides carefully.
(2 ) A pp ly  2 drops (100ц1) o f  prim ary antibody to specimen slide, 

positive contro l slide and negative con tro l s lide respectively so as 
to provide a complete cover o f  the sections.

(3) To the reagent contro l slide, apply tw o  drops o f  negative contro l 
reagent (norm al serum) in place o f  prim ary antibody.

(4) Incubate them at room temperature o r 4°C. (F o llo w  the 
instructions fo r incubation tim e data designated in the package 
in.sert o f  prim ary antibody)

(5) Rinse them in fresh PBS fo r 3 times, cach o f  5 m inutes duration.

3. A dd ition  and reaction o f  A / - H i s t o f i n e *  S im ple Stain M A X  PO 
(M U I.T I)  (U niversal Im m uno-peroxidase Polymer, A n ti-M ouse 
and -Rabbit),

(1 ) W ipe area.s around the sections on the slides carefully.
(2 ) A pp ly  2 drops ( IOO(il) o f  S im ple Stain M A X  PO (M U L T I)  to  each 

slide so as to provide a com plete cover o f  the sections. Incubate at 
room temperature (15 - 25°C) fo r 30 m inutes.

(3) Rinse them in fresh PBS fo r 3 tim es, each o f  5 minutes duration.

4. A dd ition  and reaction o f  chromogen/substrate reagent
( 1) W ipe areas around the sections on the slides carefully.
(2 ) A pp ly  2 drops ( ЮОц!) o f  the chromogen/substrate reagent to each 

slide so as to provide a com plete cover o f  the sections. Incubate at 
room temperature (15 - 25°C) fo r 5-20 m inutes.

(3 ) Rin.se them in d is tilled  water fo r 3 times, cach o f  5 minutes 
duration.

5. Counter-.staining
(1) Immerse them in the counterstain solution.
(2) Wash them w e ll w ith  tap water.

6. M ounting
In case o f  alcohol soluble substrates like  A E C , the tissue sections are 
mounted w ith  water-ba.sed m ounting media w ithou t further treatment. In 
case o f  alcohol insoluble substrates like  D A B . they are mounted w ith  
permanent m ounting media after washing w ith  water, dehydrated in 
graded series o f  alcohol and cleared in xylene.

□ Interpretation o f  results

M icroscop ic  observation 
The slides are examined under a lig h t m icroscope for 
reaction. It is necessary to  make comparison w ith  three tv-i 
con tro l slides for in teф reting stain ing results.

•  Positive contro l slide 
Positive sta in ing is observed.

•  N egative contro l slide 
Positive sta in ing isn 't observed.

•  Reagent contro l slide
I f  the slide is stained, it  is probably due to  non-specific  reacli^® ‘
non-specific  protein bind ing. yjcN •

The .specificity and sensitiv ity  o f  antigen detection is dependent on\'Jt'^' 
specific  p rim ary antibody used,

7. ST O R A G E  & SH E L F LIFE
Store at 2-8°C , The reagent is stable 18 months after m anufacturing.

8. G E N E R A L  LIM ITATION
(1 ) A llo w  th is reagents to  come to room temperature 
staining,

(2 ) To m in im ize  denaturing o f  antigen.s. do not 
temperature in  excess o f  58"C du ring  processing,

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

(4 ) The op tim al concentration and incubation tim e o f  prim ary antibodies 
should be determ ined by the investigation. In some cases, further 
d ilu tio n  o f  prim ary antibodies may be required to  prevent over staining.

(5 ) I f  the sections contain few  endogenous peroxidase, few  ery throcytes 
and few  granulocytes, quenching o f  endogenous peroxida.sc may be 
om itted.

(6 ) Tissue sta in ing is dependent on the handling and processing o f  the 
tissue p r io r to  staining. Im proper fixa tion , freezing, thaw ing, washing, 
d ry ing , heating, o r sectioning may produce artifacts o r false-negative 
results.

(7 ) Results w il l  not be op tim al i f  o ld or unbuffered fixa tives are used, or 
excessively heated during em bedding or during attachment o f  sections to 
slides.

(8 ) False-positive results may be seen due to nonspecific b ind ing o f  
proteins. A lthough A^-Histofine Simple .Stain M A X  PO (M U L T I) 
does not require the use o f  b lock ing  reagent separately, in some ca.s'es the 
application o f  b lock ing  reagent conta in ing an irre levant prote in, p rio r to 
incubation w ith  the prim ary antibody, may be useful fo r reducing the 
background.

(9 ) A/-H istofine® Sim ple Stain M A X  PO (M U L I I) is designed for 
in -v itro  diagnostic use. N IC H IR L I BIOSCIF.NCES IN C .. N lC lllR E l 
B IO S C IEN C E S  sales agents and distributors w il l  take no responsib ility 
fo r A /-H istofine Sim ple Stain M A X  PO (M U L T I)  when used in a 
w ay w h ich  d irec tly  or ind irec tly  v iolates local regulations o r patents. 
N eithe r N IC H IR E I B IO S C IEN C E S  nor its sales agents can be held 
responsible fo r any patent in fringem ent w h ich  may occur as a result o f  
im proper use o f  the product.

А /  -Histofine' is N IC IIIR E I B lO S C IE N C E S 's registered trademark The registration countries would be referred to us
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blem

 ̂ « ta m ing  or

'i' fiy
'̂ '̂/Ш̂ ûng results 

r  positive 
fc n tro l slide and 

unknown 
specimen slide

Ч  ^

о The unknown 
specimen slide is 
not stained w h ile  
the positive 
control slide is 
stained.

0 Tlie backgrounds 
are intensively 
stained in all the 
slides.

During the 
reaction, tissue 
sections come 
o f f  from the 
slides.

Possible cause

2.

D rying -ou t o f  specimens du ring  sta in ing 
p rio r to addition o f  the reagents..
The em bedding agent is not suitable, o r 
paraffin is not tho rough ly removed from  
paraffin-embedded sections.

3. A ny  trace amount o f  sodium  azide present 
in the bu ffe r inactivates the peroxidase, 
m aking the sta in ing impossible.

4. Inadequate incubation o f  the enzyme and 
antibody.

A ntigen is denatured o r masked during 
tl.xing or embedding process.

2. A n tigen  is decomposed by autolysis.
3. Less antigen is present in  the sections.

1. Endogenous enzyifle  ac tiv ity  was not 
com plete ly blocked.

2. Non -specific  b ind ing  com positions are 
found.

3. A u to lys is  results in excessive antigens 
isolated in h is to log ica l solutions.

4. Insu ffic ien t rem oval o f  paraffin .

5. Insu ffic ien t washing o f  antibody.

6. A  h igh room  temperature accelerates 
enzyme reactions.

7. D ry ing -ou t o f  specimens du ring  stain ing 
after o f  the reagents.

Some antigens require heat induced antigen 
re trieval procedure o r pro longed reaction 
tim e w ith  prim ary antibody, w h ich  may 
render the sections easily come o ff.

S o lu tio n

1. Kse the I lum id ifie d  chamber not to a llo w  the tissue to dry out.

2. Select a suitable em bedding agent or remove paraffin  thoroughly from 
sections embedded.

2. Change xylene or ethanol as the case may be.
3. Use sodium azide free bu ffe r solution.
3. Change bu ffe r solution.

4. Change stale chromogen/substrate reagent.
4. B lo t o f f  cxcess solution tho rough ly  at each stage.
4. Provide su ffic ien t tim e fo r reaction w ith  antibody. In particular.

prim ary antibody should be incubated fo r the tim e period specified in 
the insert.

I . Some antigens are sensitive to fixa tio n  o r em bedding. So use less potent 
fixa tive  and decrease the fix in g  time.

1. The pretreatment is required fo r some tissues, in  order to reveal the 
antigen, such as A ntigen  Recovery. Heat-Induced tip itope Retrieval 
(H IK R ) o r trypsin  treatment.

2. Use tissues obtained by biopsy o r surgery, whenever possible.
3. Prolong the incubation tim e.

1. Ensure that the procedure fo r quenching o f  endogenous peroxidase is 
right.

2. Before adding prim ary antibody, treat w ith  10% norm al goat scrum.

3. O bta in  fresh tissues whenever available.

4. Change xylene or ethanol as the case may be.

5. Ensure thorough washing o f  antibody.

6. Keep room  temperature at 15 to 25°C
6. Shorten reaction time.
7. N ever a llow  the tissue to  dry out.

I . M oun t tissue sections on slides coated w ith  an adhesive such as 0.02%  
p o ly -L -lys in e  o r silane.

Л /  -Historine" is N IC M IR E I B IO S C IbN C E S 's  registered trademark The registration countries would be referred to us
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Система детекции Histofine® Simple Stain MAX PO (M)

универсальный полимерный поливалентный окрашивающий реактив Хранигь при 2-8 " С Сделано в Японии 
Поставка реактива 17 мл X  I бутылка (170 тестов) Код: 414I31F

17 мл X 3 бутылки (500тестов) Код:414132Р
17 мл X  9 бутылок (1 500 тестов) Код 414134F

I. В В Е Д Е Н И Е
Фирма М С Л И К К ! B IO S C IEN C E S  IN C . разработала уникальную иммуно-гистохимическую красящую систему под нашанием 
Универсальный Иммуно-знзимный Полимер (U IP). метод, запатентованный в С Ш А . № натенга 6,252,053 Он является оригинальной 
технологией фирмы -llistofinedC Simple Stain MAX PO (M) обеспечивает и бысфое дейсгвие, и жоном ию  времени при иммуио- 
гистохимическом применении
2. О П И С Л И И Е  П Р Е П А Р А Т А
Жидкосгь. готовая к использованию Меченый полимер - Histofine® Simple Stain M A X  PO (M ) (Универсальный Имму1ю-пероксидазный 
Полимер, антимышиный) изготовлен путем соединения аминокислотных полимеров с нероксидазой и ангимышиным иммуноглобулином 
козы, когорые редуцируюгся до Fab антител Он содержится в буфере MOPS (3-морфо;гинпропансульфоновой кис1юты) (рП 6 5), со 
с габи;щзагором и бактерицидным средством.

О п иса ни е  l l is to t ln e ®  S im p le  S ta in  М Л Х  PO (М )  (У н и в е р с а л ь н ы й  И м м у н о -п е р о кси д а зн ы й  П олим ер , А н т и -м ь н н и н ы й  . 
Иммуноглоублиповая фракция выделена из иммунизированный козьей сыворотки путем переваривания, чтобы приготовить F(ab )2 
фра1 мент.
Антиген снецифичньпТ F(ab )2 аффинно очищен с ангигеном Твердофазная абсорбция была выполнена с человеческим сыворогочным 
протеином Полимер из аминокислот, меченый нероксидазой, был коньюгирован с Fab фрагментом , полученным редукцией F(ab)2
3. И Р Е Д П О Л А ! А Е М О Е  И С М О Л Ь Ю В А Н И Е  
Л '1Я  Д П А ГИ О С  ГИ кТ ! IN  V IT R O
Р еактив Histofine® Simple Stain M A X  PO (M ) предназначен для иммуногистохимических исследований фиксированных в формалине в 
формалине О применении для окрашивания замороженных срезов тканей читайте в п 6 П Р О Ц Е Д У Р А  ОКР.Л111ПВЛНИЯ. 
Огносигельно »тою реактива для других образцов можно узнать, обратившись в техническую службу фирмы N IC IIIR E I BIOSCIENC:ES.
4. П Р П П Ц И Н
Антиген/антитело/Универсальный Иммуно-пероксидазный Полимерный комплекс может быть приготовлен путем реакции реактива с 
первичным мышиным антителом, соединенным с ангигеном на срезе ткани Ферментативное действие этого комплекса приводи! к 
появлению окрашенного осадка, таким образом, окрашивая местоположение atirnreHa
5. Н Р Е Д О ( Т О Р О Ж Н О С Т И  ПРИ  И С 'П О Л Ь Ю В А П И И  Р Е А К Т И В А  H JH I О ЬР А 1Ц Е И И И  Г  Н И М
1 Прежде чем использовать реактив, внимательно прочитайте эту инструкцию
2 Не используйте реак-1ивы после истечения срока их годности
3 Для профессионального использования
4 С образцами, до и |юсле фиксации, а также с другими материалами, используемыми вместе с ними, следует обращаться, как с 
биоло! ически опасными мазериалами, соблюдая соответствующие правила предосторожности
5. Вдыхание или проглатывание высоко аллергенного фиксирующего формальдегида - опасно Надевайте зatцитнyю маску При 
случайном проглагывании примите рвотное средство При контакте с кожей или попадании в глаза, тщательно промойте их водой
6 Органические реактивы -  легковоспламеняющийся материал 11е используйте их вблизи открытого oi ня
7. Никогда не раскапывайте реактивы в ртом, избегайте его попадания на кожу, слизистые оболочки и одежду 
8 Избе! айге бак!ерна)!ыю! о заражения реактивов, поскольку это может исказить результать! 1!ри их ис!!ользовани1!.
8 Избе! айте расплескива!п!я реак!ивов hj!h образования брыз!-
9 Как хромаген раствор ДАБдолжен бь! гь !!рименеп с осторожносз ьюввиду е!о кан!шро!еннос1и
10 Неис!10льзуемые реагензь! долж!!ы бь!ть утилизирова!1ы co! J!acHo м е с т ! !Ь !м  !!равилам

6. ПРОЦЕДУРА ОКРАИ1ПВАПИЯ
Пеобходимь! реактивы и материалы, не входящ ие в поставку

• П ервич1!ое а1!титело m i .! i u h  h j ! h  кр оли ка
■ Ксилол
• 100% )TИJ!OBЬ!Й спирт
• 95%  этиловы й спирт
• Раствор конграстной  окраски
■ 3%  расзвор !1ерекиси водорода в а б с о ; !Ю !н о м  метаноле 
(добавигь I часть средства 30%  !1ерекиси водорода к  9 частим 
абсолю тного  MeraHOJ!a)

■ Фосф атно-солевой буфернь!й раствор 
(рИ  7.6+t).2)
NaCI 7 75 г
K2IIPO4 1 5 0  г
КН2РО4 О 20 г
Дистил;!ированпая вода I л

О трица !ел ьны й  кoн lpoJ !ьны й  реактив
П окровное стекло
Световой м и кро ско !!
Д истиллированная вода
Влажная камера для ин куб ац и и
!ipe!iapa!a
Заливочная среда
Таймер
1итативь!
В !1иты ваю щ ие салфет ки

А д ге зи рую !!1ий состав для срезов тканей  (0 ,02%  полилизи !!, силап и т и  )

■ Х ром о 1еновь!Й /субсграт реакгив  -Histofine® S im ple  S ta in  А Е С , расзвор (Без !1р и !0 | 0 вления, одна б у !ы л ка ) 500 тестов Код, 4 15.182 F'
I 500 зестов К о д  415 184 17/Созда1!ный N IC II IR E I B IO S C IE N C E S , одна буты лка, готовы й  к  использованию  без !1р и !о ю в ;!ен и я  
хромо! е!!/субстрат. 1!азь!ваемый / I /-  Histofine Simple Stain Substrate Solution (П ростой Раствор Красящ его С убстрата
■ Приготовление образца [Срез тка н и  в !1арафине] В образцах м о гут  в озн и к!1уть повреждение тканей  или денатура!1ии а !п и !ен о в . когда 
они !ю двер! аются воздейств1!ю  сильно ко н ц е н !р и р ов а н н ь !х  ф икса !оров  и;!и длигель!!ой  ф икса!ш и !1леиию  Т а ки м  обраю м . чзобь! 
получить онзимальное закре!и!ение. сохранен1!е морф о;!огии тка н и  i! действие антигена, следует использовать образць! тка !!!!. ка к мож!!о  
более свежие, размером 1 см х  I см х 0,5 см. Рекомендуется использовать фиксаторь!, указаннь!е д а 1!ее.
Ф и кси пукм пи й  реактив В ремя ф иксации
10% фopмaJ!Иl! ш !и забуф еренный ф ормалин 20%  ф ормалин 24 -48 часов

I 2 часов

Histofine® является заре! исфированной торговой маркой фирмы N IC IIIR E I BIOSCIENCES.
При регистрации просьба всегда ссь!латься на i!ac
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(Срезы чамороженной ткани] Образцы ра:)ме1цены в смеси (н а п р , смесь ОТС) и mihobchho заморожены в п-гсксанс\ ^
твердой углекислоте или жидком азоте \
■ Подготовка срезов [Срезы ткани в парафине] \
Срезы следует разместить на предметные стекла Если с ними нужно провести такие действия, как восстанов:Л %■ ^
восстановлер|ие згипона под тепловым воздействием, или обработку трипсином, предметное стекло следует покрыть клснк* ^  
как наиример 0.02%  нолилизин или силан, для каждого среза гкани \
(Срезы замороженной ткани] \  ^
Замороженные образны размешаются на покрытые клейким веществом (например. 0.02% полилизин) предметные стекла ^
просушиваются на воздухе Срезы фиксируются в 100% ацетоне в течение 10 минут tip комнатной температуре или в 4*г 
параформальдегида -  фосфатно-солевом буферном растворе в течение 10 минут при 4"С и затем окрашиваюгся Оп\ <Ь^
концентрация и время инкубация первичных антител следует определять путем исследования В некоторых случаях может ног 
гиф  первичных антител, чтобы избежать избыточного окрашивания \  ^
Нели срезы содержат мало эндогенной пероксидазы. мало эритроцитов и мало грануло1штов. гашение эндогенной пероксидазы м4 
делать
(Контрольные образцы]
Пофебуются позитивный контрольный образец, отрицательный кон-фольный образец и контрольный образец с реактивом, кг 
обрабатываются таким же образом, как и неизвестный образец, чтобы нроа1шшзировать результаты окрашивания
■ Лепарафинизация и регидратация
1 Обработка ксилолом
( 1) Пофузите образцы в ксило]г Через 3 минуты выньте их и стряхните с них избыток ксилола
(2) Повторите действия п ( I ) дважды, используя свежий ксилол
2 Обработка этиловым спиртом
( 1) Пофузите образцы в 100% этиловый спирт Через 3 минуты выньте их и стряхните с них избьггок спирта
(2 ) 11овторите действия п ( I ) дважды, используя свежий 100%  этиловый спирт.
(3) Затем обработайте образцы 95% этиловым спиртом так же. как указано в 2-х предыдущих пунктах \
3 Промывка \
После того, как образцы будут обработаны 95% спиргом. погрузите образцы в фосфатно-солевой буферный раствор на 5 минут \
■ Рекомендуемая процедура окрашивания
1 I ашепие эндогенной пероксидазы
( 1) Тшательно вытрите предметные стекла с образцами, чтобы удалить избыток раствора
(2) llo ipy iH Tc их в 3% раствор перекиси водорода в абсолютном метаноле на 10-15 минут при комнагнои температуре
(3) Промойте их в свежем фосфатно-солевом буферном растворе 3 раза, по 5 минут каждый раз
2 Добавление и реакция первичного антитела
( 1) Тщательно вытрите предметные стекла с образцами
(2) Добавьте по 2 капли первичного антитела на образец, положительный контрольный образец, отрицательный контрольный образец 
так. чтобы гтолностью покрыть срезы
(3) Па контрольный образец с реактивом добавьте две капли отрицательного контрольного реактива (нормальная сыворогка) вместо 
первичног о антитела
(4) Выдержите их при комнатной температуре или при 4”С (Следуйте инструкциям относительно времени выдержки, которые даны на 
упаковке первичною антитела.)
(5) Промойте их в свежем фосфатно-солевом буферном растворе 3 раза, по 5 минут каж;1ый раз ' ,
3 Добавление и реакция -Histofine("3 Simple Stain M A X  PO (M ) (Универсальный Иммуно-пероксидазный Полимер. Анти-мышиный (1)
Тщательно вьприте предметные стекла с образцами, чтобы удалить избыток раствора
(2) Добавьте по 2 капли Simple Stain M A X  PO (М ) на образец так, чтобы полностью покрыть срезы Выдержите их при комнатной 
температуре в течение 30 минут
(3) Промойте их в свежем фосфатно-солевом буферном растворе 3 раза, по 5 минут каждый раз
4 Добавление и реакция реактива хромогена/субстрата
( 1) Тщательно вытрите предметные стекла с образцами, чтобы удалить избыток раствора
(2) Добавьте по 2 капли реактива хромогена/субстрата на обра;1ец так. чтобьг полностью покрыть срезы Выдержите их при комнатной 
темпера1уре в течение 5-20 минут
(3) Промойте их в свежем ((эосфагно-солевом буферном растворе 3 раза, по 5 минут каждый раз
5 Контрастное окрашивание
(1) Погрузите образцы в окрашивающий раствор для контрастирования
(2) Промойте их водопроводной водой
6 Заключение i истологических срезов в заливочную среду
В случае если такой средой является субстраты, растворимые в спирте, например. АЕС, срезы ткани рашещаются в заливочной среде на 
водной основе без дальнейшей обработки Если средой являются нерастворимые в спирте субстраты, например. D AB. срезы размещаются 
в постоянной заливочной среде после промывки их водой, дегидрируются в гюследовательной серии поф ужений в спирт и очищаются 
ксилолом
■ Анализ результатов
I Наблюдение 1ю д микроскопом

Образцы исследуются под свс-товым микроскопом до положительной реакции Необходимо 
сравнить с фсмя типами контрольных срезов для анализа результатов окрашивания

• Положительный контрольный образец 
Образец, содержащий анти1ен-мишень. который обрабатывается т^ким  же образом, как и неизвестный образец

Отрицательный контрольный образец 
Обра)ец. не содержащий антиген-мии1ень. который обрабатывается таким же образом, как и неизвестный образец

• Контрольный образец с препаратом 
Контрольн1.1й образец используется и обрабатывается таким же образом, как и исследуемый образец, за исключением того, что

отрицательный контрольный реактив используется вместо первично антитела Если образец окрашивается, возможно, это происходит 
вследствие необычной реак1ши необычных белковых связываний
7. Х Р.ЛИ Е И Н К Хранить в темном месте при 2-8*1' Реагент стабилен 18 месяцев с момента производства

Histofine® является зарегистрированной торговой маркой фирмы N IC H IR EI BIOSCIEN(?KS.
11ри регистрации просьба Bcei да ссылаться на нас
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ОЫЦИЕ ОГР.МШ ЧКНИЯ

Дайте реактивам достичь комнатной температуры (15-25°С) перед началом окрашивания.

Минимизируйте денатурацию антигена. Не инкубируйте образец при температуре выше 58С в процессе обработки.

Не позволяйте ткани высыхать, ни на какой ступени окрашивания.

Оптимальная концентрация и время инкубации первых антител должны быть определены пользователем. В ряде случаев для 

предотвращение перекрашивания может быть необходимо предварительное разведение первых антител.

Если образцы содержат небольшое количество эндогенной пероксидазы, мало эритроцитов и мало гранулоцитов, этап гашения 

эндогенной пероксидазы, может быть пропущен.

Окрашивание тканей зависит от обработки образцов перед окрашиванием. Неправильная фиксация, замораживание, 

оттаивание, промывка, высушивание, нагрев или рассечение могут вызвать появление артефактов или ложноотрицательных 

результатов.

Результаты не будут оптимальными, если используются старые или незабуференные фиксаторы, или избыточный нагрев при 

парафиновой проводке или наклеивание срезов на предметные стекла.

Ложноположительные результаты могут появиться вследствие неспецифических связываний белков. Хотя -H istofine* Simple Stain 

MAX РО(М) и не требует использования отдельных блокирующих реактивов, в некоторых случаях поименение блокирующего 

реактива, содержащего «забивочный» белок, перед инкубацией первичного антитела может быть полезным для уменьшения 

фонового окрашивания.

Реагент Histofine* Simple Stain MAX PO (M) создан для диагностики ин витро. Торговые агенты и дистрибьют оры ф ирмы  

NICHIREIBI05CIENCES INC., NICHIREIBI0SCIENCE5 не несут ответственности за результат ы использования H isto fine* Simple 

Stain MAX PO (M), если при его применении прямо или косвенно наруш аются мест ные регулирующ ие правила или 

патенты. Ни производитель NICHIREI BIOSCIENCES, ни его торговые агенты не м ож ет  нести ответственность за любые  

нарушения патент ных прав, кот орые могут  возникнут ь в результате неправильного использования продуктам

1волите.чь товара N lC H lR b l BIOSCIIZNCKS INC 6-19-20, Tsukiji, Chuo-ku, Tokyo, Н)4-Х4()2, JAPAN -j
ie:81-3-3248-2207 Facsimile;81-3-3248-2243 Импоргер ООО “ Микротесты б м в "  (495)969-98-26, info(dm icrolcsty.ru

9. X ТР.ЛИКИИ К ИК110ЛАД0К
Проблема Возможная причина Сгюсобы устранения

0 Нет окрашиваиня. или слабый 
речультаг окрашивания на 
положи гельном контрольном 
об рате  и исследуемом образце

1 . Высыхание о б р а та  во время 
окраии1вания перед добавлением 
реакчива

1 . Не допускайте пересыхания образцов 
ткани

2 . Не подходит заливочный агент hjh) 
парафин не полностью удален из срезов

2 . Выберите подходящий iajmB04Hi.iH 
агент или тщательно удалите 
парафин со срезов ткани - Замените 
ксилол или )тиловый спирт

3. В буферном растворе присутствуют 
следы азида нафия, которые 
инактивируют иероксидачу, что 
препятствует окрашиванию

3. - Используйте буферный раствор, не 
содержащий ачида нафия
- Замените бу(|)ериый раствор

4. Неправильное инкубация фермента и 
антитела

4. Замените старый реактив 
xpoMOiCH/субсф ат
- Тщательно удаляйте излишки 
раствора на каждой с тадии процесса
- Обеспечьте достаючное время д^1я 
реак1ши с антителом Особенно >то 
касае тся нервич1{ото airi Hiejia. время 
иик> бация которого должна 
соответствовать указаниям в 
инструкции

о Исследуемый образец не 
окрашивается, хотя 
ио;южигельиый конфольиый 
образец окрашивается

1 . Антитен денатурирован или скрыт во 
время фиксации или проводки

1 . - 1 1екоторые антиг ены 
чувствительны к (|)иксации или 
пара(|)иновой проводке Используйте 
менее акт ивные фиксаторы и 
уменьшите время фиксации 
- Чтобы обнаружился антиген, 

некоторым тканям требуется 
предварительная обработка, 
например, восстановление антигена, 
при нагреве или обработка
ф И П С И Н О М

2 . Антиг ен разложился путем ayrojurta 2 , - По В О З М О Ж Н О С Т И  используйте 
образцы тканы, гюлученные при 
биопсии И Л И  хирург ическим путем

Histofine® является laper исгрированной торг овой маркой фирмы N1CIIIRE1 B10SC1KNCKS.
При регистрации просьба Bcei да ссылаться на мае



Проичводитель товара N IC H IR EI BIOSCIKNCES INC. 6-19-20, T sukiji. Chuo-ku, Tokyo, 104-8402, JAPAN 
Phone:81-3-3248-2207 Facsimile;81-3-3248-2243 Импортер: СХЮ “ М икротесгы б м в "  (495) % 9-98-26, infoCo'microte

3. В срезах присутствует меньше антигена 3. - Продлите время инк^
о На всех препаратах интеисивпо 

окрашивается фон
1 . Эндогенная ферментативная активность 

не полностью блокирована
1 . - 1 1ровсрьте, правил!, 

проведена процедур, 
эндогенной пероксидаз1<

2 , Обнаружились неспецифичсскис 
комплексы

2. - Перед добавлением \ 
антитела обработайте »  
нормальной сывороткой ш

3. Аутолиз привел к избыточности 
антигенов, изолированных в 
гистологических растворах

3. - По возможности, достал 
образцы ткани ^  ^

4. Недостаточно удален парафин 4. Смените ксилол или э т и л о в Д ^ ,^ ^  
в таклм случае

5. Антитело недостаточно смыто 5. Обеспечьте достаточную 
после первою антитела ^

6 . Высокая температура помещения 
усиливает ферментные реакции

6 . Поддерживайте в п о м с ^ ^  
температуру от I.S до 
Сократите время реакции W

7. Пересыхание образцов ткани во время 
окрашивания гюсле добавления 
реактива

7. Пе допускайте пересых* 
обраиюв гкани \

о Во время реакции сречы ткани 
отделяются от предметных 
стекол

1 . Некоторые антигены требуют пафева 
при проведении процедуры 
восстановления антигена или продления 
времени ре а кш т  с первичным 
антителом, что может привесги к 
отделению образцов

1 . - Размешайте срезы гкани ^ 
предметных стеклах, покрыты 
клеящим вешеством. наприме 
0,02%  полилизипом или силаном

-•Л *
л®

г #

■Л

IR E F I  Catalog/'Code Number i Temperature Limitations n V D l
In V itro Diagnostic Medical 
Device

Manufacturer [ L O T ] Batch Code V
Contains Sufficient for 
<N> Tests

Use By
Consult Instructions 
fo r Use lE C I R E P I

Authorized Representative 
in the European Community

C€ CE-mark. code o f the 
notified body

For IVD Performance 
Evaluation only I S A M P L E  I Sample

Призводитель NICHIREI BIOSCIENCES INC., Представитель производителя в 1;вропе:
Пичиреи Ьиосайнсиз Инк., 6-19-20, Тсукиджи Чуо-Ку Токио, 104- 
8402, Япония, тел: 81-3-3248-2207 Факс: 81-3-3248-224
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Республика
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При pci истраиии просьба всегда ссылаться па нас
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iV-Histofine® Simple Stain MAX PO (M)

al Im m uno -pcro x idase  P olym er, A n ti-M o u s e  
f/istoflne Im m unohistochem ical sta in ing reagent

Store at 2-8°C

%

aftnls supplied 17m l. x I bottle  (170 tes ts) C o d c :4 1 4 1 3 1 F  
17m l. X 3 bottles (500 tests) Code : 41 4 I3 2 F  
17m 1.x 9 bottles (1500 tests) Code : 414134F

V ;

9. A vo id  splashing o f  reagents or generation of'aero.sols.
10. A s a chromogen. D A B  solution .should be handled w ith  care /'or il 

contains carcinogen.
I 1. Unused solution should be disposed o f  according to local. State 

and Federal regulations.

6. STA IN IN G  PR O C ED U R E S
□ Reagents and M aterials required but not provided

•  Xylene
•  95%  ethanol
•  100%  ethanol
•  Phosphate bulTered saline (PUS)

(pH  7.6±0.2)
NaC I7.75 g
K , I IP ()4 1.50 g
K I I2PO4 0.20 g
d is tilled  water IL

•  3%  solution o f  hydrogen peroxide in absolute methanol 
(A dd  I part o f  30%  hydrogen peroxide to 9 parts o f
absolute m ethanol)

•  Mouse prim ary antibody
•  Negative contro l reagent
•  Chromogen/substrate reagent
•  C ounter sta in ing solution
•  D is tilled  water
•  1 lu m id ifie d  chamber fo r s lide incubation
•  L ig h t m icroscope
•  C over slips
•  M oun ting  media
•  Timer
•  S ta in ing racks o r C op lin  ja rs
•  Absorbent w ipes
•  Adhesive fo r tissue section

(0 .02%  p o iy -L -lys ine , silane or the like )

□ Specimen preparation 
[Paratrin-embedded tissue sections]
Specimens may undergo h is to log ica l d is in tegra tion or antigenic 
denaturation when subjected to h igh ly  concentrated fixa tive  or prolonged 
fix in g . Thus, in order to obtain an op tim al fix in g , m a in ta in ing tissue 
m oф hology and antigen activ ity , tissues w hich are as fresh as possible 
and sm all in size (about lem  x Icm  x 0 .5cm ) should be u.sed. Ihc 
fixa tives as shown be low  are recommended.

F ix ing  reatient I 'ix in t i tim e
10% form alin  o r bulTered fo m ia lin 24-48 hours

20%  fonna lin 12-24 hours

I. INTRODUCTION
NICIIIRFI B IO S C IE N C bS  developed a unique im m unohistochem ical 
slaining system called U n ive rsa l Im m u n o -cn zym e  P o lym e r (U iP )  
method (US Patent No.6.252.053). This is N IC H IR F I B IO S C lE N C E S ’ s 
original technique. A/-Histofine'^ Sim ple Stain M A X  PO (M ). this 
provides both h igh sensitiv ity  and tim e saving in im m unohistochem ical 
applications.

2. DESC R IPTIO N
Liquid. Ready to use.
*V -H istofine’' Simple Stain M A X  PO (M ) (U niversal 
Immuno-peroxidase Polymer. A n ti-M ouse) is the labeled po lym er 
prepared by com bining am ino acid polym ers w ith  peroxidase and goat 
anti-mouse Ig w hich are reduced to F a b . It is stored in MOPS 
(3-M oф holinopropanesulfon ic  acid) b u lT e r(p ll 6.5) con ta in ing  stab ilize r 
and antibacterial agent.
The lg ( i fraction pu rified  from  im m unized goat serum is digested to 
prepare F(ab )г A ntigen-specific  F (a b ); is a ff in ity -p u rifie d  w ith  the 
antigen. Solid-phase absorption is carried out w ith  human serum protein.
Peroxidase-labeled am ino acid po lym er is conjugated to I'ab obtained by 
reducing F(ab ):.
The system does not contain b io tin  nor streptavid in . so the background 
found w ith  trad itiona l b io tin  based detection system is com plete ly 
avoided.

3. IN TE N D E D  USE
For In -v itro  D iagnostic Use.
lnteф retation must be made w ith in  the context o f  the patient's c lin ica l 
history and other diagnostic tests by a qua lified  pathologist.

A/-Histofme* Sim ple Stain M A X  PO (M ) is designed to a llow  
im m unohistochem ical tests, to reveal antigens that reacts w ith  a 
user-supplied mouse prim ary antibody on human tissues and cells.

4. PRINCIPLE
I'he antigen / antibody /  Universal Imm uno-peroxidase P olym er com plex 
can be prepared by a llow ing  the reagent to react w ith  a mouse prim ary 
antibody bound to the antigen on tissue section, fhe  enzym atic ac tiv ity  
o f  this com plex results in  a colored deposit, thus sta in ing the antigen site.

5. PR EC A UT IO N S
I . Before using th is reagent, read these instructions.

Do not use reagents after the exp iration date.
For professional users.
Specimens, before and after fixa tion , and all other materials 
exposed to them, should be handled like  biohazardous materials 
w ith  proper precautions.
Inhalation o r ingestion o f  the h igh ly  a lle rg ic  fixa tive  form aldehyde 
is harm fu l. Wear protective ma.sk. I f  .swallowed, induce vom iting .
I f  skin o r eye contact occurs, wash thoroughly w ith  w a te r 
Organic reagents arc llam m able. Do not use near open flame.
Never pipette reagents by mouth and avo id the ir contact w ith  skin, 
mucous membranes and clothes.
A void  m icrob ia l contam ination o f  reagents as incorrect result may 
occur.

Л /  -Histofine" is N lC H IR E l B IO S C IFN C E S 's regi.stered trademark The registration countries would he referred to us

[Frozen tissue sections |
Specimens are embedded in compounds ( lik e  O TC com pound) and 
snap-frozen in n-hexsan cooled in dry ice-acetone or liqu id  nitrogen.

□ Section preparation 
I Paraffin embedded tissue sections]
The cut sections .should be 3-6 ц т  and placed on slides. When further 
treatments are to be done such as A ntigen  Recovery. Meat-induced 
Epitope Retrieval ( I l lE R )  o r trypsin  treatment, the glass slides should 
be coated w ith  an adhesive like  0 .02%  p o ly -L -lys in e  o r silane for 
tissue sections.

[Frozen tissue sections [
The cryostat sections are mounted on an adhesive ( like  0.02%  
p o ly -L -lys in e ) - coated slides and a ir-d ried  w e ll, fhe  sectionvi are fixed 
in 100% acetone fo r 10 m inutes at room  temperature or 4%  
paraform aldehyde-PBS .solution fo r 10 m inutes at 4°C  and then stained.

3.
4.

5.

6 .
7.

8 .



IC ontro l slides]
Л positive control slide, negative contro l s lide and reagent con tro l slide 
are needed and processed in the same w ay as the unknown specimen 
slide to inteф ret stain ing results.
•  Positive control slide

A  specimen contain ing the target antigen w hich is processed in the 
same way as the unknown specimen.

•  Negative control slide
Л specimen not con tain ing the target antigen w h ich  is processed in the 
same way a.s the unknow n specimen.

•  Reagent contro l slide
The control specimen is used and processed in the same way as the 
test specimen except that negative con tro l reagent is used instead o f  
prim ary antibody.

□ Deparattln ization and Rehydration
1. Treatment w ith  xylene
( 1) Immerse the slides in .xylene. A fte r 3 m inutes, take out and shake 

o f f  the excessive xylene in the slides.
(2 ) Repeat I . ( I ) tw ice  using fre.sh xylene.
2. Treatment w ith  ethanol
(1) lmmer.se slides in 100% ethanol. A fte r 3 m inutes, take out and 

shake o f f  the e.xcessive 100%  ethanol in the slides.
(2 ) Repeat 2.{ I ) once w ith  fresh 100% ethanol.
(3 ) fhen. treat them tw ice  w ith  95%  ethanol in  the same way as 

described above.
3. Washing

A fte r excessive ethanol is .shaken o ff. immerse slides in PBS fo r 5 
minutes.

□ Staining I’ rocedures
1. Quenching o f  endogenous peroxidase
( 1) W ipe areas around the sections on the slides ca re fu lly  to remove 

excess solution.
(2 ) Immerse them in 3%  solution o f  hydrogen peroxide in absolute 

methanol fo r 10-15 m inutes at room temperature ( 15 - 25 °C ).
(3 ) Rin.se them in fresh PBS fo r 3 times, each o f  5 m inutes duration.

2. A dd ition  and reaction o f  the prim ary antibody
(1) W ipe area.s around the sections on the slides caretully.
(2) A pp ly  2 drops (100ц1) o f  prim ary antibody to specimen slide, 

positive contro l slide and negative contro l slide respectively so as 
to  provide a com plete cover o f  the sections.

(3 ) To the reagent contro l slide, apply tw o  drops o f  negative control 
reagent (norm al serum) in place o f  prim ary antibody.

(4 ) Incubate them at room temperature o r 4°C. (F o llo w  the 
instructions fo r incubation tim e data designated in the package 
insert o f  prim ary antibody)

(5 ) Rin.se them in fresh PBS fo r 3 times, each o f  5 m inutes duration.

3. A dd ition  and reaction o f  Л ^- H is to f in e ®  Sim ple Stain M A X  PC) 
(M ) (U niversal Im m uno-peroxidase Polymer, A nti-M ouse).

( 1) Wipe areas around the sections on the slides carefully.
(2) A pp ly  2 drops ( 1()()ц1) o f  S im ple Stain M A X  PO (M ) to each slide 

so a.s to provide a com plete cover o f  the sections. Incubate at room 
temperature (15 - 25°C) fo r 30 minutes.

(3 ) Rinse them in fresh PBS fo r 3 times, each o f  5 minutes duration.

4. A dd ition  and reaction o f  chromogen/substrate reagent
( 1) W ipe areas around the sections on the slides carefu lly.
(2 ) A pp ly  2 drops ( 100ц1) o f  the chromogen/substrate reagent to each 

slide so as to provide a com plete cover o f  the sections. Incubate at 
room temperature (15 - 25°C ) fo r 5-20 m inutes.

(3) Rinse them in d is tilled  water fo r 3 times, each o f  5 minutes 
duration.

5. Counter-staining
( 1) lmmer.se them in the counterstain solution.
(2 ) Wash them w e ll w ith  tap w ate r
6. M ounting
In case o f  alcohol .soluble sub.strates like  A R C , the tissue sections are 
mounted w ith  water-based m ounting media w ithou t further treatment. In 
case o f  alcohol insoluble substrates like  D A B . they are mounted w ith  
permanent m ounting media after washing w ith  water, dehydrated in 
graded series o f  alcohol and cleared in xylene.

□ In teф retation o f  results

M icroscop ic observation
The slides are examined under a lig h t m icroscope f i  
reaction. It is necessary to  make com parison w ith  three l( 
con tro l slides fo r in teф re ting  sta in ing results.

•  Positive contro l slide 
Positive sta in ing is observed.

•  Negative contro l slide 
Positive sta in ing is n 't observed.

•  Reagent contro l slide
I f  the slide is stained, it  is probably due to  non-specific re a if^  
non-specific  protein b ind ing.

The sp e c ific ity  and sensitiv ity  o f  antigen detection is dependent 
specific  p rim ary antibody used.

7. ST O R A G E  & SH E L F LIFE
Store at 2-8°C . The reagent is stable 18 months after m anufacturing.

8. G E N E R A L  LIM ITATION
( I )  A llo w  th is  reagents to  come to room temperature (15 - 25 C ) before 
staining.

(2 ) To m in im ize  denaturing o f  antigens, do not expose tissues to 
temperature in  excess o f  58‘ C during processing.

(3 ) D o n 't make tissues dry in each .staining .step.

(4 ) The op tim al concentration and incubation tim e o f  prim ary antibodies 
should be determ ined by the investigation. In some cases, further 
d ilu tio n  o f  p rim ary antibodies may be required to  prevent over staining.

(5 ) I f  the sections contain few  endogenous peroxida.se. few  erythrocytes 
and few  granulocytes, quenching o f  endogenous peroxida.se may be 
om itted.

(6) Tissue sta in ing is dependent on the handling and processing o f  the 
tissue p r io r to stain ing. Im proper fixa tion , freezing, thaw ing, washing, 
d ry ing , heating, o r sectioning may produce artifacts or false-negative 
results.

(7 ) Results w il l  not be op tim al i f  o ld o r unbuffered fixa tives are u.sed. or 
excessively heated during em bedding or during attachment o f  sections to 
slides.

(8) False-positive results may be seen due to nonspecific b ind ing o f  
proteins. A lthough A/-Histofine S im ple .Stain M A X  PO (M ) does 
not require the use o f  b lock ing  reagent .separately, in  some cases the 
application o f  b lock ing  reagent conta in ing an irre levant protein, p rio r to 
incubation w ith  the p rim ary antibody, may be useful fo r reducing the 
background.

(9 ) Л/.H isto fin e* Sim ple .Stain M A X  PO (M ) is designed for 
in -v itro  diagnostic use. N IC ll lR F I  B IO S C IEN C E S  IN C ., N IC IIIR E I 
B IO S C IEN C E S  s a l^  agents and d istributors w il l  take no responsib ility  
fo r A/-Histofine Sim ple Stain M A X  PO (M ) when used in a way 
w hich d irec tly  o r ind irec tly  v iolates local regulations o r patents. Neither 
N IC H IR E l B IO S C IEN C E S  nor its sales agents can be held responsible 
fo r any patent in fringem ent w hich may occur as a result o f  im proper use 
o f  the product.

А /  -llistofine" is N IC ll lR F I  B lO S C IE N C E S 's regi.stered trademark The registration countries would be referred to i
2
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results 
_</ic positive 
^nlrol slide and 

unknown 
jraedmcn slide

The unknown 
specimen slide is 
not stained w h ile  
the positive 
control s lide is 
stained.

о The backgrounds 
arc intensively 
stained in a ll the 
slides.

Possible cause

D uring the 
reaction, tissue 
sections come 
o(T from  the 
slides.

D r\ ing-out o f  specimens du ring  sta in ing 
p rio r to add ition o f  the reagents..
The em bedding agent is not suitable, or 
paraffin  is not tho rough ly  removed from  
paraffin-embedded sections.
A ny  trace am ount o f  sodium a/.ide present 
in the bu ffe r inactivates the peroxidase, 
m aking the sta in ing im possible.

Inadequate incubation o f  the enzyme and 
antibod).

A ntigen is denatured o r masked du ring  
f ix in g  or em bedding process.

2. A ntigen is decomposed by autolysis.
3. l.ess antigen is present in the sections.

1. Endogenous enzyme a c tiv ity  was not 
com plete ly blocked.

2. Non -specific  b ind ing com positions are 
found.

3. A u to lys is  results in excessive antigens 
isolated in h is to log ica l solutions.

4. Insu ffic ien t removal o f  paraffin .

5. Insu ffic ien t washing o f  antibody.

6 . A  h igh room  temperature accelerates 
enzyme reactions.

7. Dry ing-out o f  specimens du ring  stain ing 
after o f  the reagents.

Some antigens require heat induced antigen 
retrieval procedure o r prolonged reaction 
tim e w ith  prim ary antibody, w h ich  may 
render the sections easily come o f f

S o lu tion

1. Use the H um id ified  chamber not to  a llow  the tissue to dry out.

2. Select a suitable em bedding agent o r remove paraffin thoroughly from 
sections embedded.

2. Change xylene or ethanol as the case may be.
3. Use sodium azide free bu ffe r solution.
3. Change bu ffe r solution.

4. Change .stale ehromogen/substrale reagent.
4. B lo t o f f  excess solution tho rough ly  at each stage.
4. Provide su ffic ien t tim e fo r reaction w ith  antibody. In particular.

prim ary antibody should be incubated fo r the tim e period specified in 
the insert.

I . Some antigens are sensitive to  fixa tio n  o r em bedding. So use less potent 
fixa tive  and decrease the fix in g  time.

1. T he pretreatment is required fo r some tissues, in order to reveal the 
antigen, such as A ntigen  Recovery, llea t- lndu ccd  Kpitope Retrieval 
(I lIR R ) o r trypsin  treatment.

2. Use tissues obtained by biopsy o r surgery, whenever possible.
3. Prolong the incubation time.

1. Ensure that the procedure fo r quenching o f  endogenous peroxidase is 
right.

2. Before adding prim ary antibody, treat w ith  10% normal goat serum.

3. Obtain fresh tissues whenever available.

4. Change xylene or ethanol as the case may be,

5. Ensure thorough washing o f  antibody,

6 . Keep room temperature at 15 to 25°C
6 , Shorten reaction time,
7. N ever a llo w  the tissue to dry out.

M ount tissue sections on slides coated w ith  an adhesive such as 0.02%  
po ly - l,- ly s in e  or silane.

-Mistoflne’ is N IC H IR E l B IO S C IEN C E S 's registered trademarl< The registration countries would be referred to us
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Система детекции Histotine® Simple Stain MAX PO (R)

универсальный полимерный полива-чеитный окрашивающий реактив Хранить при 2-8 " С Сделано в Яп01п1и 
Поставка реактива: 17 мл X 1 бутылка (170 тестов) Код: 4 I4 I4 IF

17 мл хЗ  бутылки (500тестов) Код:414142Р
17 мл х 9 б у ты л о к  (1 500тестов) Код: 414144F

I. В В Е Д Е Н И Е
Фирма N1CH1REI B IO S C IE N C E S  IN C . разработала уникшгьную иммуно-гистохимичсскую красящую систему под нашаписм 
Универсальный Иммун0- ) н 1имный Полимер (U1P). метод, запатентованный в С Ш А . патента 6,252.053 Он является оригинальной 
технологией фирмы -Hislol'ineOV S imple S tain М.ЛХ PO (R) обеспечивает и быстрое действие, и ж оном ию  времени при иммумо- 
гистохимнческом применении
2. О П И С А Н И Е  П Р Е П А Р А Т А
Жидкость, готовая к исполыованню Меченый полимер - H is to flne®  Simple Stain M A X  PO (R) (Универсальный Иммуно-пероксидазный 
Полимер, ангикроличий) ичютовлен путем соединения аминокислотных полимеров с пероксидаюй и антикроличьим иммуноглобулином 
К01Ы. когорые редуцируются до Fab anTHTCjr Он содержится в буфере MOPS (3-морфолинпропансульфоновой кислоты) (pH 6 5). со 
стабилизатором и бактерицидным средством.

О н и са и и с  H is to lm e 'K  S im p le  S ta in  M A X  14) (М )  (У н иве псал ьм ы й  И м м у н о -и с р о кс и ^а зн ы й  I (олим ср . Л н т и к р о л и ч и й ) . 
Иммунопюублнновая фракция выделена ич иммунизированный козьей сыворотки путем переваривання. чтобы приготовить F(ab )2 
фрагмент.
А н т т  ен специфичный F(ab )2 аффипно очищен с антигеном Гвердофазная абсорбция была выполнена с человеческим сыворогочным 
протеином Полимер из аминокислот, меченый пероксидазой, был коньюг ирован с Fab фрагментом, полученным редукцией F(ab)2
3. П Р Е Л П О Л А ГЛ Е .М О Е  И С И О Л Ь Ю В Л П И Е  
Л 1 Я  Д П А Г П О (Т П К И  IN  V IT R O
Реак'гив Ilis to fin e ®  Simple Slain M A X  PO (R) предназначен для иммуногистохимических исследований фиксированных в формалине к 
формалине О применении для окрашивания замороженных срезов тканей читайте в п.: 6 И Р О Ц Е Д > 'Р Л  О к 'Р Л 1П И В .\И И Я  
Опюсительно л о ю  реактива для других образцов можно узнать, обратившись в техническую службу фирмы N IC IIIR E I B IO SC Il'N C FS.
4. И Р И П И П И
Антиген/антитело/Универсальный Иммуно-пероксидазный Полимерный комплекс может быть приготовлен путем реакции ре актва  с 
первичным кроличьим антителом, соединенным с анппеном на срезе гкани Ферментативное дейсгвие )Т0Г0 комплекса приводит к 
гюявлению окрашенною осадка, таким образом, окрашивая местоположение антигена
5. ПРЕДОС ГО Р О Ж П О С ТИ  1П>И И С П О Л Ь Ю В А Н И П  Р Е А К Г И В А  И Л И  О ЬР А 1Ц Е П П П  С Н И М
1 11режде чем использовать реак^гив. внимательно прочитайте эту инструкцию
2 Не используйте реактивы 1юсле истечения срока их годности
3 Для профессионального исгюльзоваиия
4 С образцами, до и после фиксации, а гакже с друг ими материалами. исно;гьзуемыми вместе с ними, следуег обращаться, как с 
биологически опасными материалами, соблюдая соответствующие правила предосторожности
5. Вдыхание или проглагывание высоко аллергенного фиксирующего формальдегида - опасно Надевайте защитную маску При 
случайном проглатывании примите рвотное средство При контакте с кожей или попадании в глаза, тщательно промойте их водо11 
6 Ор1анические реакгивы -  легковоспламеняющийся материал Не используйте их вблизи открытого огня
7. Никогда не раскапывайте реактивы в ртом, избегайте его гюпадания на кожу. слтг)истые обо)ючки и одежду 
8 Избе! айте бактериальною заражения реактивов, поскольку это может искаж ть результаты при их использовании.
8 Избегайте расплескивания реакшвов или обраювания брьгз!
9 Как хрома! ен раствор ДАНдо;!жс1! бы ть !1римене1! с осторожностьюввиду его ка1!церо1ен1!ости
10 Неиспользуемые реагенты долж!!ы быть утилизировань! со! ласно местным 1!рав1!лам

ипводитель товара N IC IIIR E I BIOSCIKNCKS INC 6-19-20, I'sukiji, Chuo-ku, Tokyo, 104-8402, JAPAN |
c:81-3-3248-2207 Facsim ilc:81-3-3248-2243 Импортер: (Ю О  "М икротесты б m  b  ”  (495)969-98-26, info(ajmicrotcsty.ru

6. ИРОЦЕДУРА ОКРА111ИВЛИИЯ
■ Необход1!мы реактивь! и материаль!. не входящие в поставку
■ Первичное антитело мь!!пи или кролика
• Ксилол
• I 00% этиловый С !!ирт
■ 95% этиловый спирт
■ Раствор конфастной окраски
• 3% раствор перекиси водорода в абсолюпюм метано]!е
(добавить 1 часть средства 30% перекиси водорода к 9 частям 
абсолютно!о метанола)______________________________________________
■ Фосфат1!о-со;!свой б у ф е р !1Ь !й  раствор 
(pH 7.610.2)
NaCI 7 75 г
К : 11Р04 1.50 г
KH jPO j О 20 г
Листиллирова!!ная вода I л___________

O T p n !ia re j!b !ib !H  KOHTpoj!bHbi(i р е а кти в
Покровное стекло
Световой микроскоп
ДиcтилJ!иpoвaннaя вода
В.тажиая камера ;и!я и!1кубации
препарата
Заливочная среда
Гаймер
Штативы
В!1ить!вак)1цие са;!фетки

Адгезирующий состав для срезов тканей (0.02% полилиз!1н. силан и т  i! )
■ Хромогеновь!й /субстрат реактив -Ili.s to flnc®  Simple Slain АЕС. раствор (Без !!риготовлен!1я. одна буть!лка) 500 тестов Код 415 IS2 F
I 500 тестов Код 415 1X4 1 '//Созлан1!ый N IC IIIR E I BIOSC:iENCES. одна бутылка, готовый к ис1!0льюванню без !!ри!отов;!С!!1!я 
хромо! с1!/субсфат. называсмь!й l\i- H is lo rinc  S im ple Stain Substrate Solution (Простой Раствор Красящего Субстрата______________________

llp!!!OTOBJ!eHHe образ!га [Срез ткани в !!арафи!!с) В образцах могут воз!1икнуть 1!оврежде!1ие тканей или де1!агура!ши анти!енов. ко!ла 
они !10двергаются возде11Ствню сильно концентрированиь!х фиксаторов или д;!Ительной (|)1!кса!1пи плс!1ию Гаким образом, чтобы 
получить о!1тнмальное закре!!лс!!ие. сохранение морфологии тка 1!и и действ!!е а!г!иге!!а. следует использовать образць! тка!!!!. как мож1!о 
6oj!ee свежие, размером I см х I см х 0.5 см Рекомендуется использовать фиксаторы, указан!н.!е далее 
Ф икс 1!пуюший пеакт!1в Время фикса!и1И
10% формалин или забуференный форма;и)н 20% формалин 24 -48 часов

12 часов

Histofine® является заре! истрирова!1 ной торговой маркой фирмы N1CHIRHI B10SCIENC:KS.
11ри ре!т1 стра!ши !!росьба всегда ссылаться на нас
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Прошводитсль товара N IC H IR KI BIOSCIENCES INC 6-19-20, T sukiji, (Ъ ио-ku, Tokyo, 104-8402, JAPAN 
Phonc:81-3-3248-2207 Facsimile;81-3-3248-2243 Импортер: ООО ‘-Микротесты б m  b  ”  (495) 969-98-26, info@micrctest|j*

|Сречы замороженной ткани] Образцы размещены в смеси (напр., смесь ОТС) и мгновенно заморожены в п-гексанА 
твердой углекислоте или жидком азоте \
■ 11од| ою вка  срезов (Срезы гкани в парафине] \  ^
Срезы следует разместить на предметные стекла Если с ними нужно провести такие действия, как восстановлю %• ^
восстановление чпию па под тепловым воздействием, или обработку трипсином, предметное стекло следует покрыть клей А  
как например 0,02%  полилизии или силан. для каждого среза гкани \  ®
[Срезы замороженной ткани] \
Замороженные образцы размешаются на покрытые клейким вешесгвом (например, 0,02% полилизин) предметные сзекА 
просушиваются на воздухе. Срезы фиксируются в 100% ацетоне в течение 10 минут пр комнатной температуре и;ш в 4 \  
параформальдегида -  фосфатно-солевом буферном растворе в течение 10 минут при 4"С и затем окрашиваются Oijj 
концентрация и время инкубация первичных антител следует определять путем исследования В некоторых случаях может пот| 
г т р  первичных aHTHTx;jr, чтобы избежать избыточного окрашивания
Если срезы содержат мало эндогенной пероксидазы, мало эритроцитов и мaJю г ранулоцитов, гашение эндогенной пероксидазы Л %■
делать
[Контрольные образцы]
Потребуются позитивный кон'фольный образец, офицательный контрольный образец и контрольный образец с реактивом. кА 
обрабатываются гаким же образом, как и неизвестный образец, чтобы проанализировать результаты окрашивания
■ / 1епарафиниза1шя и регилратация
1 Обработка ксилолом
(1 )1 1огрузите образцы в ксило;г Через 3 минуты выньте их и стряхните с них избыток ксилола
(2) 1 1овторите действия гг ( 1 ) дважды, используя свежий ксилол
2 Обработка этиловым спиртом
( 1 ) 1 1офузиге образцы в 100% этиловый спирт Через 3 минуэы выньте их и стряхните с них избыток спирта
(2) Повторите действия п (1) дважды, используя свежий 100% этиловый спирт
(3) Затем обработайте образцы 95% этиловым спиртом так же, как указано в 2-х предыдущих пунктах
3 Промывка \
После того, как образцы будут обработаны 95% спиртом, пофузите образцы в фосфатно-солевой буферный расгвор на 5 минут
■ Рекомендуемая процедура окрашивания
1 1 атпение эндог енной пероксидазы
( 1 ) Тщательно вытрите предметные стекла с образцами, чтобы удалить избыток раствора
(2) Потрузите их в 3% раствор перекиси водорода в абсолютном метаноле на 10-15 минут при комнатной температуре
(3) Промойте их в свежем фосфагно-солевом буферном растворе 3 раза, по 5 минуг каждый раз
2 Добавление и реакция первичного антитела
(1) Тщательно вытриге предметные стекла с образцами
(2 ) Добавьте по 2 капли первичною антитела на образец, положительный контрольный образец, отрицательный конфольный образец 
так. чтобы полностью покрыть срезы
(3) Па контрольный образен с реактивом добавьте две капли отрицательного контрольного реактива (нормальная сыворотка) вместо 
первичного ангитела
(4) Выдержите их при комнагной температуре или при 4'’С. (Следуйте инсф укциям относительно времетш выдержки, которые даны на 
упаковке первичного антитела)
(5) 11ромойте их в свежем фосфатно-солевом буферном растворе 3 раза. 1ю  5 минуг каж^тый раз
3 Добавление и реакция -ili.stofineOv Simple Stain M A X  PO (R) (Универсальный Иммуно-пероксидазный Полимер. Лтггикроличий (1) 
Тщательно вытрите предметные стекла с образцами, чтобы удалить избыток раствора
(2) Добавьте по 2 капли Simple Stain M A X  PO (R ) на образец так, чтобы полностью покрыть срезы Выдержите их при комнагной 
температуре в течение 30 минут
(3) Промойте их в свежем фосфатно-солевом буферном растворе 3 раза, по 5 минут каждый раз
4 Добавление и реакция реактива хромогена/субстрата
{ I ) Тщательно вытрите предметньте стекла с образцами, чтобы удалить избьтток раствора
(2) Добавьте тю 2 каттли реактива хромогена/субстрата на образец так, чтобьт полностью покрьтть срезы Выдержите их ттри комнатной 
темттературе в течение 5-20 минут
(3) Промойте их в свежем фосфатно-солевом буферном растворе 3 раза, тю 5 миттут каждьтй раз
5 Котттрастное окрашиваттие
(1 )1 1отрузите образцьт в ократттивающий раствор Д1тя котттрастирования
(2) Промойте их водоттроводной водой
6 Заключение гистологических срезов в за/тивочную среду
В cjTy4ae ecjTH такой средой является субстраты, растворимьте в сттирте, например. АЕС, срезы ткани разметцаются в заливочной среде на 
водной основе без дaJтьнeйшeй обработки Если средой яв;тяются ттерастворимьте в спирте субстратьт. наттример. DAB. срезьт разметцаются 
в постояттной заливочтюй среде после ттромьтвки их водой, дегидрируются в последовательной серии поф ужений в спирт и очитцакгтся 
ксилолом
■ Анализ результатов 
1 11аблюдеттие под микроскопом

Обрашьт исследуются ттод световьтм микроскопом до ттоложительной реактштт Необходимо 
сравнить с тремя типами KOHTpojTbHbTX срезов для анализа результатов окраптнваттття

• ПoJтoжитeльньтй котттро;тьньтй образец 
Образетт. содержатций антиген-мишень, которьтй обрабатывается таким же образом, как и неизвестный образец

• Oтpиt^areJTьньтй котттро]тьттьтй образец 
Образец, не содержащий антиген-митттень, которьтй обрабатывается таким же образом, как и неизвестный образец

• Кон тро]тьньтй образец с препаратом 
Котттрольньтй образетт исттользуется и обрабатьтвается таким же образом, как и исследуемый образец, за исключеттием того, что

отрицательньтй контрольньтй реактив используется вместо ттервично антитела Если образетт окрашивается, возможтто, это ттроисходит 
вследствие необычной реакции необычньтх белковых связываний
7. Х Р Л И К И И Е  Хранить в темном месте при 2-8'’С Реагент стабилен 18 месяттев с момента проттзводства

lli.stofine® является зарет истрировантюй торговой маркой фирмы NICHIRE1 B10SC1ENCKS.
При рсгистраттии ттросьба всегда ссьтлаться на нас
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О Ы Ц И ЕО! Р.\Н11ЧЕ11ПЯ

Дайте реактивам достичь комнатной температуры (15-25°С) перед началом окрашивания.

Минимизируйте денатурацию антигена. Не инкубируйте образец при температуре выше 58С в процессе обработки.

Не позволяйте ткани высыхать, ни на какой ступени окрашивания.

Оптимальная концентрация и время инкубации первых антител должны быть определены пользователем. В ряде случаев для 

предотвращение перекрашивания может быть необходимо предварительное разведение первых антител.

Если образцы содержат небольшое количество эндогенной пероксидазы, мало эритроцитов и мало гранулоцитов, этап гашения 

эндогенной пероксидазы, может быть пропущен.

Окрашивание тканей зависит от обработки образцов перед окрашиванием. Неправильная фиксация, замораживание, 

оттаивание, промывка, высушивание, нагрев или рассечение могут вызвать появление артефактов или ложноотрицательных 

результатов.

Результаты не будут оптимальными, если используются старые или незабуференные фиксаторы, или избыточный нагрев при 

парафиновой проводке или наклеивание срезов на предметные стекла.

Ложноположительные результаты могут появиться вследствие неспецифических связываний белков. Хотя -Histofine® Simple Stain 

MAX PO (R) и не требует использования отдельных блокирующих реактивов, в некоторых случаях применение блокирующего 

реактива, содержащего «забивочный» белок, перед инкубацией первичного антитела может быть полезным для уменьшения 

фонового окрашивания.

Реагент Histofine* Simple Stain MAX PO (R) создан для диагностики ин витро. Торговые агенты и дистрибьют оры фирмы  

NICHIREIBI05CIENCES INC., NICHIREI BIOSCIENCES не несут ответственности за результат ы использования H isto fine* Simple 

Stain MAX PO (R), если при его применении прямо или косвенно наруш аются мест ные регулирующ ие правила или патенты. 

Ни производитель NICHIREI BIOSCIENCES, ни его торговые агенты не м ож ет  нести от ветственность за лю бы е нарушения

патент ных прав, кот орые могут  возникнут ь в результат е неправильного использования продуктов

9. Х ТР.У И КН И К  11Е110Л /\Д0К
Проблема Возможная причина Способы устранения

о Пет окрашивания, или слабый 
результат окрашивания на 
положительном конфольном 
обрачце и исследуемом образце

1. Высыхание образца во время 
окрашивания перед добавлением 
реактива

1. Не допускайте пересыхаиия образцов 
гкани

2 . Не подходит заливочный агент или 
парафин не полностью удален ич срезов

2 . Выберите под,хо;1яший заливочт.н! 
агент или тщательно удализе 
парафин со срезов ткани - 'Замснизе 
ксилол или т и ю в ь п ! спирт

3. В буферном растворе присутствуют 
следы азида мафия. которые 
инактивируют пероксидазу, чго 
препятствует окрашиванию

3. - Ис1юльзуйте буфер)и>1й раствор, не 
содержащий азида натрия
- Замениге буферттый раствор

4. Неправильное инкубация фермента и 
антитела

4. Заметтттте старый реактттв 
хромотен/субстрат
- |'тцательно уда)тяйте излтттттктт 
раствора на каждой ста^тии ттроттесса
- Обесттечых: доетаючттое время для 
реакттии с a i i T H  reJTOM Особеттно >то 
касается ттервичиото атттттте.|та. время 
инкубация которото должно 
соответствовагь указаттиям^ 
инетруктши

0 ИсследуемыН обрачец не 
окрашивается. хо1 я 
положи гельиый котрольи ы й  
o o p a ie i i  окрашивается

1. Антиг ен денатурирован или скры i во 
время фиксации или проводки

1. - Некоторьте ан т ит еттьт 
4 yBe3 BH3CjTbTibT к фиксатши тити 
ттарафштовой проводке Исттользуйте 
меттее активттьте (|)иксаторт.т и 
уменьшттте время фиксации
- Чтобьт обттаружился атттитетт. 
некогорьтм ткаттям требуется 
ттредвари гельттая обработка, 
ттаттрттмер. восстановление аттгттгена, 
ттрт! натреве или обработка 
триттситюм

2 . Л н 1И1ен разложился t iy re M  аутолиза 2 . Но возможности испо.'тыуите 
образцы ткатты. полученттые ттри 
биоттситт HjTH хирургическттм путем

Histofine® является lapei исгрированной торю вой маркой фирмы N ICHIRHI H lOSCIKNCbS.
При регистрации просьба всегда ссылаться на нас
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3. В срезах присутствует меньше антиг ена 3. - Продлите время иню л^к
о На всех препаратах интенсивио 

окрашивается фон
1 . Эндогенная ферментативная активность 

не полностью блокирована
1 . - Проверьте. правил|Ж  

проведена процедур*» 
эндогенной пероксидазы .к

2. Обнаружились неспецифические 
комплексы

2 . Перед добавлением 
антитела обработайте Я  
нормальной сывороткой ксЖ  ^

3, Аутолиз привел к избыточности 
антигенов, изолированных в 
гистолог ических растворах

3. - По возможности. д о с т а г а Ж ^ ^ ^  
образцы ткани ^  '

4. Недостаточно удален парафин 4. Смените ксилол h j u i  )Т и л о в ы и Ш ^ ^ ^  

в таклм случае
5. Антитело недостаточно смыто 5. Обеспечьте достаточную процЕ ^^'"’  

после первого антитела Т
6 . Высокая температура [юмешения 

усиливает ферментные реакции
6. Поддерживайте в п о м е щ А ^ '^  

температуру от 15 до 2 i ^  
Сократите время реакции

7. Пересыхание образцов ткани во время 
окрашивания после добавления 
реактива

7. Пе допускайте пересыханА 
образцов ткани \

о Во время реакции срезы ткани 
отделяются от предметных 
сгекол

1 . Некоторые антигены требуют нагрева 
при проведении процедуры 
восстановления антигена или про;и1еиия 
времени реакции с первичным 
антите;юм, что может привести к 
отделению образцов

1 . - Размешайте срезы ткани иа\ 
предметньтх стеклах. покрьтгых 
клеящим веществом. например. 
0,02%  нолилизином или силаном

л ’

л®

(1^ In V itro Diagnostic Medical 
DeviceIR E F I Catalog/Code Number i Temperature Limitations | I V D |

Contains Sufficient for 
<N> Testsml Manufacturer I L O T I Batch Code V

s Use By i Consult Instructions 
fo r Use l E C I R E P I

Authorized Representative 
in the European Community

С€ CE-mark, code o f the 
notified body

For IVD Performance 
Evaluation only 1 S A M P L E  1 Sample

Призводитель NICHIREI BIOSCIENCES INC., Представитель производи тeJтя в Европе
Пичиреи Биосайнсиз Инк,, 6-19-20, Тсукиджи Чуо-Ку Токио. 104- 
8402. Япония, тел: 81-3-3248-2207 Факс: 81-3-3248-224

СРО ЭКСБИО Оломоуц Овесна 14. 779 00 О Л О М О УЦ  Чешская 
Республика

Histofinc® является чаре! исфироваиной торю вой маркой фирмы N1CHIRKI B10SC1ENCES.
При регистрации просьба всегда ссылаться и« нас
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INSTRUCTIONS

Ы -Histofine® Simple Stain MAX PO (R)

% Im m uno-perox ldase  P o lym er, A n t i-R a b b it  
Histofine Im m unohislochem ical sta in ing reagent

Store at 2-8°C

■Ч»
‘'I

nlssupplied l7 m L x  I bottle  ( I7 0 te s ts ) C o d e :4 l4 l4 IF
l7 m L  X 3 bottles (500 tests) Code : 4 f4 l4 2 F
l7 m L  X  9 bottles (1500 tests) Code : 41 4 I4 4 F

9 . A vo id  splashing o f  reagents o r generation o f  aerosols.
10. As a chromogen. D A B  solution should be handled w ith  care for It 

contains carcinogen.
11. Unused solution should be disposed o f  according to local. State 

and Federal regulations.

6. STA IN IN G  PR O C E D U R E S
□ Reagents and M ateria ls required but not provided

•  Xylene
•  95%  ethanol
•  100%  ethanol
•  Phosphate buffered saline (PBS)

(p i I 7.6±0.2)
NaC17.75 g
K 2HPO4 1.50 g
K I I2PO4 0,20 g
d is tilled  water 1 1 ,

•  3%  solution o f  hydrogen peroxide in absolute methanol 
(A dd  1 part o f  30%  hydrogen peroxide to 9 parts o f  
absolute m ethanol)

•  Rabbit prim ary antibody
•  Negative con tro l reagent
•  Chromogen/substrate reagent
•  C ounter sta in ing solution
•  D is tilled  water
•  H um id ifie d  chamber fo r s lide incubation
•  l ight m icroscope
•  C over slips
•  M oun ting  media
•  rim e r
•  Sta in ing racks o r C op lin  jars
•  Absorbent w ipes
•  Adhesive fo r tissue section

(0 ,02%  p o ly -L -lys ine . silane or the like )

□ Specimen preparation 
IParatVm-embedded tissue sections!
Specimens may undergo h is to log ica l d is in tegra tion or antigenic 
denaturation when subjected to h igh ly  concentrated fixa tive  or prolonged 
fix in g . Thus, in order to obtain an op tim a l fix in g , m a in ta in ing tissue 
m orpho logy and antigen activ ity , tissues w h ich  are as fresh as possible 
and sm all in  si?x (about 1cm x 1cm x 0,5cm ) should be used. The

F ix ing  reacent F ix in s  lim e
10%  fo n na lin  or buffered fo rm a lin 24-48 hours

20%  form alin 12-24 hours

I. INTRODUCTION
NICIIIR FI B IO S C IEN C K S  developed a unique im m unohistochem ical 
staining system called U n ive rsa l Im m uno -enzym e  P o lym e r (U IP ) 
method (US Patent No,6.252.053), Th is is N IC IIIR F I B lO S C IF N C E S 's  
original technique, A/-Histofine*' Sim ple Stain M A X  PO (R ). this 
provides both high sensitiv ity  and tim e saving in im m unohistochem ical 
applications.

2. D ESCR IPT IO N
Liqu id. Ready to use.
Д/ -H istofine* Simple Stain M A X  PO (R ) (U niversal
immuno-peroxidase Polymer. A n ti-R ab b it) is the labeled po lym er 
prepared by com bin ing  am ino acid po lym ers w ith  peroxidase and goat 
anti-rabbit Ig  w h ich  are reduced to  F a b . It is stored in M OPS 
(3-M oipho linopropanesu lIon ic  acid) bu ffe r (pH  6.5) con ta in ing  stab ilize r 
and antibacterial agent.
fhe  IgG fraction pu rified  from  im m unized goat serum is digested to 
prepare F(ab ): A n tigen-specific  F(ab >2 is a ff in ity -p u rifie d  w ith  the 
antigen. Solid-phase absoф tion is carried out w ith  human serum protein.
Peroxidase-labeled am ino acid po lym er is conjugated to  Fab obtained by 
reducing F(ab )г.
fhe system does not contain b io tin  nor streptavid in , so the background 
found w ith  trad itiona l b io tin  based detection system is com plete ly 
avoided.

3. IN TE ND E D  USE
For In -v itro  D iagnostic U.se.
lnteф retation must be made w ith in  the context o f  the pa tient's c lin ica l 
history and other diagnostic te.sts by a qua lified  pathologist.

A^-Histofine® Sim ple Stain M A X  PO (R ) is designed to  a llow  
im m unohistochcm ica! tests, to reveal antigens that reacts w ith  a 
user-supplied rabbit prim ary antibody on human tissues and cells.

4. PRINCIPLE
■fhe antigen / antibody / Universal Imm uno-peroxidase P olym er com plex 
can be prepared by a llow ing  the reagent to  react w ith  a rabb it prim ary 
antibody bound to the antigen on tissue section. The enzym atic ac tiv ity  
o f  th is com plex results in a colored deposit, thus sta in ing the antigen site.

5. PR EC A UT IO N S
1. Before using this reagent, read these instructions.
2. Do not use reagents a lte r the exp ira tion date.
.1 . For professional users.
4 . Specimens, before and after fixa tion , and a ll other materials 

expo.sed to  them, should be handled like  biohazardous materials 
w ith  proper precautions.

5. Inhalation or ingestion o f  the h igh ly  a lle rg ic  fixa tive  form aldehyde 
is harm fu l. Wear protective mask. I f  sw allow ed, induce vom iting .
I f  skin or eye contact occurs, wash thoroughly w ith  water.

6 . Organic reagents are fiam mable. Do not u.se near open fia ine.
7. Never pipette reagents by mouth and avoid the ir contact w ith  skin, 

mucous membranes and clothes.
8 . A vo id  m icrob ia l contam ination o f  reagents as incorrect result may 

occu r

А /  -Ulstotlne' is N IC H IR F I B IO S C lFN C H S 's registered trademark The registration countries would be referred to us
I

[Frozen tissue sections |
Specimens are embedded in compounds (lik e  O TC com pound) and 
snap-frozen in n-hexsan cooled in dry ice-acetone or liqu id  nitrogen.

0  Section preparation
1 Paraffin embedded tissue sections]
The cut .sections should be 3-6 ц т  and placed on slides. When further 
treatments are to be done such as A n tigen  Recovery. Ilea t-lnduced 
Epitope Retrieval (H IE R ) or trypsin  treatment, the gla.ss slides should 
be coated w ith  an adhesive like  0 .02%  p o ly -1 .-lysine o r silane for 
tissue sections.

[Frozen tissue sections ]
The cryostat sections are mounted on an adhesive ( like  0.02%  
p o ly - l,- ly s in e ) - coated slides and a ir-dried w e ll. The sections are fixed 
in 100% acetone fo r 10 m inutes at room  temperature or 4%  
paraform aldehyde-PBS solution fo r 10 m inutes at 4°C and then stained.



IC ontro l slides]
Л positive contro l slide, negative con tro l slide and reagent contro l slide 
are needed and processed in the same way as the unknow n specimen 
slide to inteф ret stain ing results.
•  I'os itive  contro l slide

A  .specimen contain ing the target antigen w hich is processed in the 
same way as the unknown specimen.

•  Negative contro l slide
Л  specimen not con ta in ing the target antigen w h ich  is processed in the 
same way as the unknown specimen.

•  Reagent control slide
The contro l specimen is used and processed in the same way as the 
test specimen except that negative con tro l reagent is used instead o f  
prim ary antibody.

□ D epara irm i/a tion  and Rehydration
1. Treatment w ith  xylene
(1) Immerse the slides in xylene. A fte r 3 m inutes, lake out and shake 

o f f  the excessive xylene in the slides.
(2) Repeat I . ( I ) tw ice using fresh xylene.
2. I'reatment w ith  ethanol
(1 ) Immerse slides in 100% ethanol. A fte r 3 m inutes, take out and 

shake ofT the exce.ssive 100%  ethanol in the slides.
(2 ) Repeat 2.( I ) once w ith  fresh 100% ethanol.
(3 ) I'hen. treat them tw ice  w ith  95%  ethanol in  the same way as 

described above.
3. Wa.shing

A fte r excessive ethanol is shaken o ff, immerse slides in PBS fo r 5 
minutes.

□ .Staining Procedures
1. Quenching o f  endogenous peroxidase
( 1) W ipe areas around the sections on the slides care fu lly  to  remove 

excess solution.
(2 ) Immerse them in 3%  .solution o f  hydrogen peroxide in  absolute 

methanol fo r 10-15 minutes at room temperature (15 - 25°C).
(3 ) Rinse them in fresh PBS fo r 3 times, each o f  5 m inutes duration.

2. A dd ition  and reaction o f  the prim ary antibody
{ I ) W ipe arca.s around the .sections on the slides carefully.
(2 ) A pp ly  2 drops (IO O |il) o f  prim ary antibody to  specimen slide, 

positive contro l slide and negative contro l slide respectively .so as 
to provide a complete cover o f  the sections.

(3) To the reagent contro l slide, apply tw o  drops o f  negative control 
reagent (norm al serum) in place o f  p rim ary antibody.

(4) Incubate them at room temperature o r 4°C. (F o llo w  the 
in.structions fo r incubation tim e data designated in the package 
insert o f  prim ai7  antibody)

(5 ) Rin.se them in fre.sh PBS fo r 3 times, each o f  5 m inutes duration.

3. A dd ition  and reaction o f  A / - H i s t o f i n e *  Sim ple Stain M A X  PO 
(R ) (U niversal Im m uno-peroxidase Polymer, A n ti-R abb it).

( 1) W ipe areas around the sections on the slides carefully.
(2 ) A pp ly  2 drops ( 100ц1) o f  S im ple Stain M A X  PO (R ) to each slide 

so as to provide a com plete cover o f  the sections. Incubate at room 
temperature (15 - 25°C) fo r 30 minutes.

(3) Rinse them in fresh PBS fo r 3 times, each o f  5 m inutes duration.

4. A dd ition  and reaction o f  chromogen/substrate reagent
( 1) W ipe areas around the sections on the slides carefully.
(2) A pp ly  2 drops ( I0 0 | j l)  o f  the chromogen/substrate reagent to each 

slide so as to  provide a com plete cover o f  the sections. Incubate at 
room temperature (15 - 25°C) fo r 5-20 minutes.

(3 ) Rin.se them in d is tilled  water fo r 3 times, each o f  5 minutes 
duration.

5. Counter-staining
( 1) Immerse them in the counterstain solution.
(2) Wash them w e ll w ith  tap water.

6. M ounting
In case o f  alcohol soluble substrates like  A E C , the tissue sections are 
mounted w ith  water-based m ounting media w ithou t further treatment. In 
case o f  alcohol insoluble substrates like  D A B . they are mounted w ith  
permanent m ounting media after wa.shing w ith  water, dehydrated in 
graded series o f  alcohol and cleared in xylene.

□ 1п1сф ге1а11оп o f  results

M icroscop ic  observation 
The slides are examined under a lig h t microscope fa 
reaction. It is necessary to make com parison w ith  three i 
con tro l slides fo r in teф reting stain ing results.

•  Positive con tro l slide 
Positive sta in ing is observed.

•  N egative con tro l s lide _ . ,
Positive sta in ing isn 't observed. \

•  Reagent con tro l slide 
I f  the slide is .stained, it  is probably due to non-specific  rcacS  ̂
non-specific  protein b inding.

The spe c ific ity  and sensitiv ity  o f  antigen detection is dependent
specific  p rim ary antibody used.

7. ST O R A G E  & SH E L F LIFE
Store at 2-8°C . The reagent is stable 18 months after manufacturing.

8. G E N E R A L  LIM ITATION \
(1 ) A llo w  th is reagents to  come to room temperature (15 - 25 C ) before \  
staining.

(2 ) To m in im ize  denaturing o f  antigens, do not expose ti.ssues to 
temperature in excess o f  58‘ C du ring  processing.

(3 ) D o n 't make tis.sues dry in each stain ing step.

(4 ) The op tim al concentration and incubation tim e o f  prim ary antibodies 
should be determ ined by the investigation. In some cases, further 
d ilu tio n  o f  prim ary antibodies may be required to  prevent over .staining.

(5 ) I f  the sections contain few  endogenous peroxidase, few  erythrocytes 
and few  granulocytes, quenching o f  endogenous peroxidase may be 
om itted.

(6) Tissue sta in ing is dependent on the handling and processing o f  the 
tissue p r io r to  stain ing. Im proper fixa tio n , freezing, thaw ing, washing, 
d ry in g , healing, o r sectioning may produce artifacts o r fakse-negative 
results.

(7 ) Results w il l  not be op tim al i f  o ld  or unbuffered fixa tives are used, or 
exces.sively heated du ring  embedding o r during attachment o f  .sections to 
slides.

( 8) False-positive results may be seen due to  nonspecific b ind ing o f 
proteins. A lthough A /-H istofine S im ple .Stain M A X  PO (R ) does 
not require the use o f  b lock ing  reagent .separately, in  some cases the 
app lication o f  b lock ing  reagent contain ing an irre levant protein, p rio r to 
incubation w ith  the prim ary antibody, may be useful fo r reducing the 
background.

(9 ) X»/-Histofine® Sim ple Stain M A X  PO (R ) is designed for 
in -v itro  d iagnostic use. N IC H IR E I B IO S C IEN C E S  IN C ., N IC IIIR E I 
B IO S C IEN C E S  s a l^  agents and distributors w il l  take no responsib ility 
fo r A /-H istofine Sim ple Stain M A X  PO (R ) when used in a way 
w hich d irec tly  o r ind irec tly  v iolates local regulations o r patents. Neither 
N IC H IR E I B IO S C IEN C E S  nor its sales agents can be held_ responsible 
fo r any patent in fringem ent w hich may occur as a result o f  im proper use 
o f  the product.

i V  -lllstofinc'' is N IC H IR E I B IO S C IEN C E S 's registered trademark The registration countries would be referred to us
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toming or 
weak 

tning results 
Ihe positive 
ilrol slide and 

(he unknown 
specimen slide

The unknown 
specimen slide is 
not stained w h ile  
the positive 
contro l slide is 
stained.

The backgrounds 
are intensively 
stained in a ll the 
slides.

D uring the 
reaction, tissue 
sections come 
o f f  from  the 
slides.

Possible cause

D ry ing -ou t o f  specimens du ring  sta in ing 
p rio r to add ition o f  the reagents..
The em bedding agent is no t suitable, or 
paraffin  is not tho rough ly removed from  
paraffin-embedded sections.
A n y  trace am ount o f  sodium azide present 
in the bu ffe r inactivates the peroxidase, 
m aking the sta in ing impossible.

Inadequate incubation o f  the enzyme and 
antibody.

A ntigen is denatured o r masked during 
fix in g  or em bedding process.

A ntigen is decomposed by autolysis. 
Less antigen is present in  the sections.

Fndogenous enzyme ac tiv ity  was not 
com plete ly blocked.
Non -specific  b ind ing com positions are 
found.

A u to lys is  results in  excessive antigens 
isolated in h is to log ica l solutions.

Insu ffic ien t rem oval o f  paraffin .

Insu ffic ien t washing o f  antibody.

A  h igh room temperature accelerates 
enzyme reactions.
Dry ing-out o f  specimens du ring  stain ing 
a fter o f  the reagents.

Some antigens require heat induced antigen 
retrieval procedure o r pro longed reaction 
tim e w ith  prim ary antibody, w hich may 
render the sections easily come o ff.

S o lu tion

1. Use the H um id ified  chamber not to a llo w  the tissue to dry out.

2. .Select a suitable em bedding agent or remove paraffin  thoroughly from 
sections embedded.

2. Change xylene or ethanol as the case may be.
3. Use sodium azide free bu ffe r solution.
Ъ. Change bu ffe r solution.

4. Change stale chromogen/substrate reagent.
4. B lo t o f f  excess solution tho rough ly  at each stage.
4. Provide su ffic ien t tim e fo r reaction w ith  antibody. In particular,

prim ary antibody should be incubated fo r the tim e period specified in 
the insert.

I . Some antigens are sensitive to  fixa tion  o r embedding. So use less potent 
fixa tive  and decrease the fix in g  time.

1. The pretreatment is required fo r some tissues, in  order to reveal the 
antigen, such as A ntigen  Recovery, llea t-lnduced  Epitope Retrieval 
(H IL R ) o r trypsin treatment.

2. Use tissues obtained by biopsy or surgery, whenever possible.
3. Prolong the incubation tim e.

1. Ensure that the procedure fo r quenching o f  endogenous peroxidase is 
right.

2. Before adding prim ary antibody, treat w ith  10% normal goat serum.

3. Obtain fresh tissues whenever available.

4. Change xylene or ethanol as the case may be.

5. Ensure thorough washing o f  antibody.

6 . Keep room temperature at 15 to  25°C
6 . Shorten reaction time.
7. N ever a llow  the tissue to  dry out.

M ount tissue sections on slides coated w ith  an adhesive such as 0.02%  
p o ly -L -lys in e  o r silane.

-llistofine" is N IC H IR E I B IO S C IEN C E S 's registered trademark The registration countries would be referred to us
3
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-̂Histofine® 
'bAB-SS kit

Jxidase C hrom ogen/Substrate  k it

AW
NICHIREI BIOSCIENCES INC.
6-19-20, Tsukiji, Chuo-kii, Tokyo, 104-8402, JAPAN 
Phone: 81-3-3248-2207 Facsimile: 81-3-3248-2243

Reagent supplied 500 tests 
1500 tests

Code:415192F  
C od e: 415194F

3,3’ DIAMINOBENZIDINE TETRAHYDROCHLORIDE (DAB) 
SUBSTRATE KIT 

SUBSTRATE FOR HORSERADISH PEROXIDASE

[500 tests] 
3mL X 1 bottle 
3mL X 1 bottle 
3mL X 1 bottle 

1 bottle

[ 1500 tests] 
9mL X 1 bottle 
9mL X 1 bottle 
9mL X 1 bottle 

1 bottle

/form
Liquid. 
This product contains the following reagents;
Reagent A ; DAB solution concentrate 
Reagent В : Enhancer solution concentrate 
Reagent С : Hydrogen peroxide solution concentrate 
Dropping bottle

PREPARATION of Chromogen/Substrate solution
1 Add 1 drop of DAB solution concentrate!Reagent A) to 1 mL of distilled water into the tube. Mix well.
2. Add 1 drop of Enhancer solution concentrate (Reagent B) to 1 mL of diluted Reagent A solution. Mix again.
3.Add Idrop of Hydrogen peroxide solution concentrate (Reagent C) to 1 mL of diluted Reagent A and Reagent В 

solution. Mix again.
4. The fmal mixture is stable for 14 days at 2-8°C with light shielding*.

*■. rhough the final mixture is stable for 14 days at 2-8 °C with light shielding, the mixture may result in a precipitate with time.
The precipitation will have no ettect on staining. However, in some cases, some precipitation attached on slides or tissues, may 
disturb getting crisp image. To avoid such precipitation attachment, fallowing procedures are recommended.

1. Use supernatant o f  the mixture
2. Rinse the slides in PBS containing 0.1% Tween 20 or TBS containing Tween 20 at room temperature for three minutes, in 

twice, before and after the step o f  the mixture reaction described in USAGE.

Note regarding D ropping bottle
1) I'hc d ropping bottle inay be suitable fo r d ropp ing  the fina l m ix tu re  on the slides, not fo r m ix in g  the reagents, nor fo r storage o f  the (Inal m ixture.
2) I f  the fina l m ixtu re is moved from  the lube lo  the d ropp ing  bottle , carefu l hand ling  (e.g. using p ipette) is required.
3) I f  the rem ain ing fina l m ixtu re is stored, it shall be m oved from  the d ropp ing  bo ttle  to appropriate vessels (e.g. sealed bottles o r tubes) and stored at

2 8 °C w ith  lig h t shielding.
4) Rinse the d ropp ing  bottle tho rough ly  w ith  d is tille d  w ater a lte r use and dr^' i t  enough p r io r to  reuse.

USAGE
This substrate will produce a brown colored deposit upon reaction with peroxidase. 
For color development, incubate the tissue section, which has been reacted with peroxidase conjugate, 
with 1-2 drops of the final mixture at room temperature for 5-20 minutes. Color development may be 
monitored with a microscope. After adequate coloration, wash the slide w ith tap water.
Note regarding the fina l m ixtu re  : Use the fin a l m ix tu re  a fte r ad justing  to  room  temperature.

This brown deposit is insoluble in organic solvent. Therefore, the slide can be mounted with 
permanent mounting media after washing w ith water, dehydrated in graded series of alcohol and 
cleared in xylene.

STORAGE
Store at 2-8°C.

REMARKS
For In Vitro Diagnostic Use (IVD)

WARNING !
1.Reagent A (DA B solution concentrate) should be handled w ith care for it contains carcinogen.
2.Reagent С (Hydrogen peroxide solution concentrate) should be handled with care for it contains 

Hydrogen peroxide.



^>еактив - Histofine® DAB-3S kit Peroxidase Chromogen/Substrate kit 
/субстрат для пероксидазы хрена - 3,3.-Диаминобензидин тетрахлорид (ДАБ) 
fсубстрата набор
Поставка реактива; 3 мл х 3 флакона (500 тестов) Код; 415192F

9 мл X 3 флаконов (1 500 тестов) Код; 415194F
НАЗНАЧЕНИЕ.
Для Диагностики Ин Витро
Для профессионального использования
Диагностика должна базироваться на клинической истории и результатах диагностических 
тестов пациента.

Ьпводитель товара N IC IIIR E I BIOSCIENCKS INC 6-19-20, T sukiji, Chuo-ku, I'okyo, 104-8402, JAPAN
4)пе;81-3-3248-2207 Facsimile:81-3-3248-2243 Импортер: ООО “ Микротссты б.м.в.”  (495) % 9-98-26, info@microtesty.ru

OOPIVIA.
Жидкость.
Продукт содержит следующие 500 тестов 1500 тестов
реагенты
Реагент А : Концентрат Змлх1 флакон 9млх1 флакон
раствора ДАБ
Реагент В : Концентрат Змлх1 флакон 9млх1 флакон
раствора-усилителя
Реагенте: Концентрат Змлх1 флакон 9млх1 флакон
раствора Н202
Флакон для раскапывания 1 флакон 1 флакон
Пробирка 1 IUT. 1 IUT.

ОПИСАНИЕ.
Набор реактивов Histofine® DAB-3S kit это система из хромагена и субстрата, 
подходящая для использования в иммуногистохимических окрашиваниях, 
основанных на пероксидазе. ДАБ может продуцировать преципитат (осадок) 
коричневого цвета при реакции с пероксидазой в месте нахождения антигена- 
мишени или нуклеиновой кислоты.
Приготовление раствора хромаген/субстрат

1. Добавьте 1 каплю Реактива А (концентрата раствора ДАБ) к 1 мл 
дистиллированной воды в пробирке. Хорошо смешайте

2. Добавьте 1 каплю Реактива В (Концентрат раствора-усилителя) к 1 мл 
разведенного реактива А. Снова перемешайте.

3. Добавьте 1 каплю Реактива С (Концентрат раствора Н202) к 1 мл смеси 
раствора реактива А и реактива В и хорошо перемешайте как 
окончательную смесь*1.

*1 - Окончательная смесь стабильна 14 дней при температуре 2-8 °С в условиях, зэ1цищенных от света. 
Преципитат формируется со временем. Пре1дипитат, прилип1иий к стеклам или тканям, не нару1иает 
окрз1иивание, однако, в некоторых случаях, получение чистого изображения может не получиться. Для 
избежания этого прилипания следую1цая процедура рекомендуется.

1. Использовать супернатант раствора этой смеси.
2. Промыть стекла в фосфатном буфере, содержащем 0,1% ТВИН 20 или Трис буфере, содержа1цем 

0,1% раствор ТВИН20, при комнатной температуре - 3 минуты на соответствующих ступенях до и 
после окрэ1иивания, описанных в разделе ИСПОЛЬЗОВАНИЕ.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ.
Довести окончательную смесь до комнатной температуры до использования.
Инкубируйте образец тканевого среза с конъюгатом пероксидазы первоначально.
В то же время, рекомендовано окрашивание негативного контроля, в котором используйте раствор 
фосфатного буфера вместо первых антител, для оценки результатов окрашивания. 
Для получения цвета, инкубируйте образец с 1-2 каплями приготовленной окончательной смеси, 
используя флакон для накапывания*2 , при комнатной температуре в течение 5-20 минут.
Доведите время реакции наблюдением в микроскоп до контрастного окрашивания по сравнению с 
отрицательным контролем.
После появления адекватного окрашивания, промойте препарат водопроводной водой.
После промывания, дегидратации в спиртах восходящей крепости и просветления образца в ксилоле 
смонтируйте покровное стекло на заключающее среду.



*2 Ф лакон для раскапывания прим еним  для раскапы ввния готовой см еси на стекла, но не для 
приготовления реактивов и не для хранения реактивов.
Когда окончательная смесь перем ещ ается из пробирки во ф лакон для раскапывания, необходимо 
ад еква тн ое  пипетирование.
П ром ы ть флакон для раскапывания тщ ательно  с  дистиллированной  водой и вы суш ить после использования.

ХРАНЕНИЕ.
Хранить при 2-8°С.

ПРИМЕЧАНИЯ.
Для использования в диагностике ин витро (IVD)

Внимание!

1. Избегайте контакта с глазами, кожей и одеждой, предупреждая попадание в 
пищеварительный тракт и вдыхание.

2. Используйте Реагент А с адекватным вниманием вследствие того, что ДАБ может 
включаться в мутагены.

3. Используйте Реагент С с адекватным вниманием вследствие того, что он содержит 
перекись водорода.

4. Утилизируйте Реагент А, включающий растворы ДАБ, и неиспользованные растворы 
и компоненты как опасные химикаты согласно применяемым правилам и нормам.

Лрон(водитель говара NICHIREI B10SCIENCES INC. 6-19-20, T sukiji, (?huo-ku, Tokyo, 104-8402, JAPAN
ГрНопе:81-3-3248-2207 Facsimile:81-3-3248-2243 Импортер; ООО “ Микротесты б.м.в.”  (495) 969-98-26, info@microtesty.ru
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Республика
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