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ZytoChem Plus HRP Polymer Kit

'REF |/ Kat. C.: POLHRP-006 60 testd, 6 ml
POLHRP-100 1000 testt, 100 ml

Navod k pouziti
Vyuziti

ZytoChem Plus HRP Polymer Kit je uren pro kvalitativni detekci antigent ve formalinu fixovanych, tkarfovych
parafinovych fezech, ve zmrazenych tkafiowych fezech a v cytologickych vzorcich. Je vyvinuta pro pouziti v
kombinaci s mono- a polyklonaini primarni protilatkou a séry ziskanych z mysi a kraliku.

Souprava mize byt pouzita pro vySetfeni tkani fixovanych v raznych roztocich, napf formalinu (neutrainé
pufrovany), B5, Bouin ethanol, nebo HOPE.

Je uréena proin vitro diagnostické pouZziti.

Shrnuti a vysvétleni

Ugelem imunohistochemického barveni je, aby byly tkariové a buné&&né antigeny viditelné.

ZytoChem Plus HRP Polymer Kit je detekéni souprava s vysokou citlivosti uréena pro pouziti v imunohistochemii
a imunocytochemii. Enzym polymer v této sadé se sklada z nékolika molekul sekundarni protilatky kovalentné
vazanych k nékolika molekulam kfenové peroxidazy (HRP).

Vizualizace nastava prostfednictvim reakce enzym-substrat v pfitomnosti barviciho reakéniho Cinidla, které
umozni analyzu pomoci mikroskopu.

Testovaci systém je vhodny pro detekci mono- a polyklonalnich primarnich protilatek a sér ziskanych z mysi a
kralikl. Na rozdil od jinych detekénich metod, kieré Casto pouzivaji streptavidin-biotin systém, kitu ZytoChem
Plus HRP Polymer Kit se vwwhyba problém zbarveni pozadi zpusobené pfitomnosti endogenniho biotinu ve tkani.

Princip metody

Parafinové tkanové fezy jsou nejprve odparafinovany a rehydratovany.

Aktivita endogenni peroxidazy v tkani mize zpuUsobit nespecifické barveni. Tato enzymaticky aktivita mize byt
blokovana inkubaci v 3% H202-roztoku (peroxid blok).

Zbarvené pozadi zplsobené nespecifickou vazbou primarni protilatky nebo sekundarni protilatky v HRP-
polymeru je minimalizovano inkubaci v proteinovém blokovacim roztoku ("Blocking Solution", je soucasti
soupravy). Tento krok Ize vynechat, jestlize primarni protilatky byly nafedény ve vhodném pufru.

Dalsim krokem je inkubace se specifickou primarni protilatkou. Po promyti, je pouzito Cinidlo "PostBlock" a
inkubuje se. Nasleduji druhé promyvani za pouziti HRP-polymeru. Jakykoli pfebytek nevazaného HRP-polymeru
se dukladné odplavi po inkubaci. Pfidanim chromogenniho substratu zacne enzymaticka reakce peroxidazy, coz
vede k barevnému srazeni, kde je vazana primarni protilatka.

Barva miize byt pozorovana svételnym mikroskopem.
Pouzity chromogen ur€uje barwu. Chromogenu AEC vede ke vzniku ¢ervenohnédého produktu reakce v misté
cilového antigenu. Chromogen DAB tvofi tmavé hnédou srazeninu.
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Nabizené reagencie
/ Kat. €. POLHRP-006

6 ml Blocking Solution Reagent 1 (ready-to-use)
6 ml PostBlock Reagent 2 (ready-to-use)
6 ml HRP-Polymer (Mouse/Rabbit) Reagent 3 (ready-to-use)
/ Kat. €. POLHRP-100

100 mi Blocking Solution Reagent 1 (ready-to-use)
100 ml PostBlock Reagent 2 (ready-to-use)

100 ml HRP-Polymer (Mouse/Rabbit) Reagent 3 (ready-to-use)

Doporucené substraty (pokud nejsou v kitu):

Permanent AEC Kit Kat. C. ZUC054-200 2000 testt
AEC Single Solution Kat. C. ZUC037-008 80 testd
Kat. C ZUC037-125 1250 testu
AEC Substrate Kit Kat. C. ZUC042-050 500 testu
Kat. C. ZUC042-500 5000 test
DAB Substrate Kit Kat. C. DABO57 500 testu
Kat. C. DAB530 5000 test
DAB High ContrastKit  Kat. C. DAB500 plus 500 testtl
Kat. C. DAB5000 plus 5000 testu

Potiebny material (nedodava se s kitem)
Positivni a negativni kontrolni tkané

Xylen nebo vhodné nahrazky

Ethanol, destilovana H.O

3% H202 roztok (Kat. €. ZUC019)

Reagencie pro enzymatické traveni nebo teply pretreatment
Wash buffer PBS nebo TBS (Kat. ¢. ZUC020)
Pink PAP Pen (Kat. €. ZUC064)

Primarni protilatka (definovana uzivatelem)
Primarni antibody diluent (Kat.¢. ZUC025)
Negativni kontrola

Chromogenni substrat

Counter stain solution

Montovaci medium

Kryci skla

Skladovani a manipulace

Roztoky by mély byt skladovany pfi teploté 2-8 °C bez dalSiho fedéni. Ulozte Cinidla na tmavém misté a chrarite
je pfed mrazem. Za téchto podminek jsou Cinidla stabilni az do doby expirace uvedené na Stitku. Nepouzivejte
pfipravek po uplynuti doby expirace.

Pozitivni a negativni kontroly musi byt provadény soubézné s testovanym materialem. Pokud budete pozorovat
neobvyklé barveni nebo jiné odchylky od o€ekavanych vysledkd, které by mohly byt zplsobené timto Cinidlem,
prosim, kontaktujte technickou podporu Zytomed Systems nebo mistniho distributora.

Bezpecnostni opatieni

S pufrem mliZze pracovat pouze kvalifikovany personal.

Noste ochranny odév, aby se zabranilo kontaktu €inidla nebo vzorku s o€ima, pokozkou nebo sliznici.V pfipadé,
ze Cinidlo nebo vzorek pfijde do styku s citlivou oblasti, vyplachnéte nebo omyjte velkym mnozstvim vody. Je
nutné se vyhnout mikrobialni kontaminaci €inidla, protoze jinak muze dojit k nespecifické reakci.

ProClin 300 a ProClin 950 jsou pouzivany ke stabilizaci Materidlové bezpecnostni listy (MSDS) jsou k dispozici
na vyzadani.
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Priprava reagencii

Reagents should be at room temperature when used.

e Deparaffinise and rehydrate paraffin-embedded tissue sections.

e Pre-treatment (optional) with HIER (Heat Induced Epitope Retrieval) or enzymatic digestion.

o Tissue sections have to be completely covered with the different reagents in order to avoid drying out.

Postup barveni

1. Peroxide blocking (3 % H.O> solution) 10 min.

2. Washing with wash buffer 1x 2 min.
3. Blocking Solution (protein block, Reagent 1) (This step is optional.) 5 min.

4, Washing with wash buffer 1 x 2 min.
5. Primary antibody (optimally diluted) or negative control reagent 30-60 min.
6. Washing with wash buffer 3 x 5 min.
7. PostBlock (Reagent 2, yellow) 20 min.

8. Washing with wash buffer 3 x 5 min.
9. HRP-polymer (Reagent 3, red) 30 min.
10. Washing with wash buffer 3 x 2 min.

11. AEC or DAB (Controlling the colour intensity via light microscope is recommended.) 5-15 min.
12. Stopping the reaction with distilled H.O when the desired colour intensity is attained

13. Counterstaining and blueing

14. Mounting: aqueous with AEC, permanent with DAB

Priprava reagencii

Reakeéni €inidla by méla mit pri pouziti pokojovou teplotu.

* Odparafinujte a rehydratujte parafinové tkanové rezy.

* Pre-treatment (volitelné) pomoci HIER (Heat Induced Epitope Retrieval) nebo enzymatické traveni.
» Tkanové fezy musi byt zcela pokryty riiznymi reakénimi €inidly, aby se zabranilo vysychani.

Postup barveni

1. Blokovani peroxidem (3% H202 roztok) 10 min.
2. Promyti Wash Buffer 1x 2min.
3. Blocking Solution (protein blok, Reagent 1) (Tento krok je volitelny) 5min.
4. Promyti Wash Buffer 1x 2min.
5. Primarni protilatka (optimalné zifedénd) nebo negativni kontrola 30-60 min.
6. Promyti Wash Buffer 3 x 5min.
7. PostBlock (Reagent 2, Zluta) 20 min.
8. Promyti Wash Buffer 3 x 5min.
9. HRP-polymer (Reagent 3, red) 30 min.
10. Promyti Wash Buffer 3 x 2 min.

11. AEC nebo DAB (Ovladani intenzity barev pod svételnym mikroskopem je doporucena.) 5-15 min.
12. Zastaveni reakce destilovanou vodou, pokud je dosazeno barevné intenzity

13. Kontrast a modreni

14. Upevnéni: vodny s AEC, permanentni s DAB

Kontrola kvality

Doporucujeme provadét pozitivni a negativni kontrolu s kazdym barvenim. Pozitivni kontrola umoziuje validaci
odpovidajici zpracovani vzorku. Pokud ma negativni kontrola pozitivni vysledek, jedna se pravdépodobné o
nespecifické barveni.

Ocekavané vysledky

V prubéhu reakce substratu s kfenovou peroxidazou v pfitomnosti chromogenu, vznika barevna srazenina v
misté vazby primarni protilatky. Tato reakce vznika pouze v pfipadé, Ze cilovy antigen neni pfitomen v tkani.
Pouzity chromogen ur€uje barwu srazeniny. Analyza se provadi za pouziti svételného mikroskopu

Omezeni procedury

Imunohistochemie je komplexni metoda, ve které se kombinuji jak histologické tak imunologické metody detekce.
Zpracovani tkané a manipulace pred barvenim, napfiklad variace ve fixaci a vkladani nebo inherentni viastnosti
tkané mohou zpusobit nekonzistentni vysledky (Nadji a Morales, 1983). V nékterych tkanich mize zpUsobit
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endogenni aktivita peroxidazy nespecifickou barveni. Aktivity enzymu by mély byt blokovany inkubaci s roztokem
peroxidu vodiku. Tkané s obsahem powrchového antigenu hepatitidy B (HBsAg), mohou zpusobit falesSné
pozitivni vysledky s HRP (horse radish peroxidase) detekCénimi systémy (Omata et al, 1980).

Nedostatecny kontrast a montovani muze oviivnit interpretaci vysledkd. Intenzita zbarveni reakéniho produktu se
mUzZe snizovat s asem, a to zejména pfi vystaveni svétiu.

Nadmérna expozice s blokovacim roztokem("Blocking Solution") mizZe mit za nasledek sniZeni intenzity signalu.
Proto doporu€ujeme odplavovat blokovaci roztok misto pouhého odkapani nebo vysuSeni v dalSi procedure

Zytomed Systems zarucuije, Ze vyrobek bude splfiovat vSechny popsavné poZadavky od data odeslani az do data
expirace, pokud je vyrobek skladovan a vyuzivan podle doporuceni. Zadna dalsi zaruka nemuize byt poskytnuta.
Za zadnych okolnosti Zytomed Systems neodpovida za pfipadné skody vzniklé v dusledku pouziti poskytnutych
Cinidel.
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Reseni problému
Pokud budete pozorovat neobvyklé zabarveni nebo jiné odchylky od oéekavanych vysledk(l prectéte si prosim
peclivé tyto pokyny, obratte se na technickou podporu Zytomed Systems nebo na mistniho distributora.

Zadné barveni na vzorku pozitivni kontroly:

1. Chemikalie nebyly pouzity ve spravném pofadi.

2. Chromogenni roztok substratu byl pfiliS stary.

3. Béleni z divod nekompatibility chromogenu a montovaciho média.

4. Antigen / epitop v tkani byl nedostatecné pristupny primarni protilatce. Zkuste pre-treatment, jako je tepelny pretreatment
nebo enzym. Pokud jste pouzili pretreatment, zkuste ho prodlouzit.

5. Primérni protildtka ne z mysi nebo krélika, ale z jiného druhu.

6. Antigen / epitop nebyl stabilni pfi fixaci nebo pfi pretreatmentu. Vyzkousejte jinou fixaci nebo pre-treatment.

Slabé barveni:

1. Nedostate¢na fixace nebo prefixovani.

2. NeupIné odparafinovani.

3. Antigen / epitop v tkani byl nedostatec¢né pristupny primarni protilatce. Zkuste pre-treatment, jako je tepelny pretreatment
nebo enzym. Pokud jste pouzili pretreatment, zkuste ho prodlouzit

4. Nadmérna inkubace v Blocking solution nebo nedostate¢né promyti po tomto kroku.

5. P¥ili§ mnoho promyvaciho pufru zlstava na skli¢kach po promyvani, pouzijte fedici €inidla v dal$im kroku.

6. Inkubaéni doba byla pfFili$ kratkd nebo koncentrace primarni protilatky pfilis nizka.

7. Chromogenni roztok substratu byl pfilis stary.

Nespecificka zabarveni pozadi nebo prebarveni:

1. NeupIna deparafinizace.

2. Nadmérné mnozstvi lepidla na tkané na skliCku.

3. NedostateCné promyti zejména po inkubaci v enzymu polymeru nebo v roztoku chromogenniho substratu.
Toto promyvani je velmi dllezité.

4. Tkan s jiz nanesenymi Cinidly ¢aste¢né vyschnula.

5. Nespecifické vazby primarni protilatky. Vyuzijte Blocking solution dodavany s touto soupravou nebo zfedte
primarni protilatku ve vhodnych Cinidlech.

6. Inkubace primarni protilatky byla pfili§ dlouhd, nebo koncentrace primarni protilatky pfilis vysoka.

7. Inkubace roztoku chromogenniho roztoku byla pfilis dlouha, nebo reakéni teplota pfiliS vysoka (napfiklad
pokud je vy$Si teplota v laboratofi).

8. Substrat je metabolizovan endogenni kfenovou peroxidazou ve tkani. Mozna, Ze roztok peroxidu vodiku
pouzity pro blokovani byl inaktivovan.

Vykonnostni charakteristiky

Firma Zytomed Systems provedla studie k vwhodnoceni vykonnosti reagencii. Produkt byl shledan vhodnym pro
zamyslené pouziti.
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