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ENGLISH

Stain slides for 1 to 5 minutes, rimgth distilled water.
Dehydrate sections in a series of graded alcomals a
clear in xylene or xylene substitute, then mount.

Compatible with AEC, DAB and Fast Red chromogens.

Hematoxylin

Quality Control

Refer to the appropriate detection system packagerts for guidance on
general quality control procedures.

Trouble shooting
1. Run appropriate positive and negative controls risuee the optimal

signal.

2. Refer to the troubleshooting section in the packagerts of BioGenex
Super Sensitive Detection Systems (or other ecemtaldetection
systems) for remedial actions on detection systetated issues, or
contact BioGenex Technical Service Department 800-421-4149 or
customer.service@biogenex.com to report unusuiglisga

Expected Results

Counter stain Expected Results

Hematoxylin Nucleus stains bluish purple.

Reagents Provided: One of the following

Methyl Green Nucleus stains light green

Catalog No. Counter Stain

Nuclear Fast Red| Nucleus stains red, cytoplasm stains pink.

HK100-5K, HK100-9K Hematoxylin

Intended Use

BioGenex Counter stains are intended for in viegdostic use to provide
color contrast in formalin-fixed tissue sectionsaimimmunohistochemistry
(IHC) or in situ hybridization (ISH) assay.

Summary and Explanation

Counter stains provide complementary informatiogarding the overall
morphology or histology of the cell or tissue taatthprovided by the
primary stain. Thoughtful selection of a combinatiof the primary stain
and counter stain can result in significant enharard of staining signal.
BioGenex provides several effective counter staitions that have a
contrasting and subtle color, which do not interfefth the primary stain.

Principles of the Procedure

The counter stains take advantage of the chemitire of the cellular
components and react with them. The stains mayebeific for either the
acidic or the basic components of cells.

Reagents Required but Not Supplied

All reagents required for counter staining are jed. See antibody and
detection kit datasheets for complete set of resgeequired for
immunohistochemistry (IHC) or in situ hybridizati¢isH) procedures.

Storage and Handling

Limitations of the procedure

Methyl green leaches in agueous mounting mediurassoonly permanent
mounting medium with methyl green counterstain.

Improper dewaxing will lead to negative or weaknsig

Performance Characteristics

BioGenex has conducted studies to evaluate thempeahce of all its counter
stains using several BioGenex antibodies and detesystems. The counter
stains have been found to show color contrasts wiipect to the primary
stain thereby enhancing the staining pattern. Bim&ecounter stains have
shown reproducible and consistent results when wgi#dn a single run,

between runs, between lots and wherever applichbtereen manual and
automated runs. The products have been deterntndmk stable for the
periods specified on the labels either by standard time or accelerated
testing methods. BioGenex ensures product quditgugh 100% quality

control for all products released and through silaree programs.

ITALIANO, ITALIAN

Uso previsto
I Counter stains (controcoloranti) BioGenex sonstidati all'uso diagnostico

in vitro per fornire contrasto di colore in sezialhitessuto fissate in formalina
in un dosaggio di immunoistochimica (IHC) o di dinzazione in situ (ISH),

Riassunto e spiegazione

Store all reagents at 2-8°C. Do not use after efipin dates as indicated on | Counter stains (controcoloranti) forniscono imf@zioni supplementari

the reagent labels.

Specimen Preparation

Paraffin embedded and formalin fixed tissue sestid® micron thick are
suitable for use with enzyme pretreatment.

Precautions

HK100-XX:

Xi;R36/38 = Irritating to eyes and skin.
S26 S37 S24/25 S60 = In case of contact with eyese immediately with
plenty of water and seek medical advice.Wear slgtajioves.Avoid

contact with skin and eyes.This material and itst@imer must be disposed

of as hazardous waste.
Staining Protocol

riguardanti la morfologia globale o l'istologia kéare o tissutale in aggiunta
a quelle fornite dalla colorazione primaria. Un‘aata selezione di una
combinazione del colorante primario e del controite puo risultare in un
significativo miglioramento del segnale di colomm. BioGenex

forniscesvariatiedefficaci tipi di soluzioni di dpocoloranteaventi un colore
contrastante e tenue che non interferiscono cowldrante primario.

Principidellaprocedura

I Counterstains (controcoloranti) si avvantaggiaiahaturachimica delle
componenticellulari e si combinano con queste @tiincoloranti possono
essere specifici sia per le componenti celluladeche per quelle basiche.

Reagentiforniti

The following table provides the recommended treatis with counter
stain. Refer to the antibody and detection kit sla¢@ts for complete

Counter stain
(Controcolorante)

N. di catalogo

staining protocols. User should validate any otleanditions. For
automated use follow instructions in operator's uadn

HK100-5K, HK100-9K Hematoxylin

HK141-10X, HK141-7K Methyl Green

Counter BioGenex Recommendations

HK142-7K Nuclear Fast Red

stain

HK142-7K HEMATOX

Reagentinecessari, ma non forniti

Sono forniti tutti i reagenti richiesti per la comtolorazione. Consultare le
schede tecniche degli anticorpi e dei kit di rivédae per conoscere la serie
completa dei reagenti necessari per le procedurémdiunoistochimica
(IHC) o di ibridizzazione in situ (ISH).

Conservazione e manipolazione
Conservare tutti i reagenti a 2-8 °C. Non utilizdopo la data di scadenza
impressa sull'etichetta dei diversi reagenti.

Allestimento dei campioni
Sono idonee all'uso con pretrattamento enzimatézoni di tessuto dello
spessore di 4-6 micron fissate in formalina e iselin paraffina.

Precauzioni
HK100-XX:

Xi;R36/38 = Irritante per gli occhi e la pelle.
S26 S37 S24/25 S60 = In caso di contatto con glkhip lavare
immediatamente e abbondantemente con acqua e @Bauwh medico.Usare
guanti adatti.Evitare il contatto con gli occhi@nda pelle.Questo materiale
e il suo contenitore devono essere smaltiti cofgirpericolosi.

Protocollo di colorazione

La tabella seguente indica i trattamenti raccomtindta effettuare con |l
Counter stain (controcolore). Consultare le scttedriche degli anticorpi e
dei kit di rivelazione per conoscere nei dettaghirotocolli di colorazione.
L'utilizzatore € tenuto a convalidare qualsiasialtondizione applicata. Per
I'uso automatico, seguire le istruzioni previsté manuale dell'operatore.

Controcolore | Raccomandazioni BioGenex

Hematoxylin Colorare i vetrini per 1-5 minuti egiacquare con acqua
distillata. Disidratare le sezioni in una seriaftiool

graduati e diafanizzare in sostituto di xilene lenxé e
quindi montare. Compatibile con cromogeni AEC, DAB

e Fast Red.

Methyl Green | Colorare i vetrini per 5-10 minutiigciacquare con
acqua distillata.

Compatibile con cromogeni BCIP/NBT.

Nuclear Fast
Red

Colorare i vetrini per 1-5 minuti e risciacquare@cqua
distillata. Disidratare le sezioni in una seriaftiool
graduati e diafanizzare in sostituto di xilene lenxé e
quindi montare.

Compatibile con cromogeni DAB e BCIP/NBT.

Controllo qualita
Consultare i foglietti illustrativi del sistema divelazione utilizzato per

istruzioni sulle procedure generali di controllcatjta.

Risoluzionedeiproblemi

1. Eseguire opportuni controlli positivi e negativir@ssicurare un segnale
ottimale.

2. Consultare la sezione "Risoluzione dei problemi‘fdglietti illustrativi
dei BioGenex Super Sensitive Detection Systems i(sigtemi di
rivelazione equivalenti) per azioni correttive suegtioni relative ai
sistemi di rivelazione, oppure rivolgersi all'asiea tecnica BioGenex,
al numero 800 421 4149, per riferire casi di cataae inconsueta.

Risultatiattesi

Controcolorazione | Risultatiattesi

Hematoxylin Il nucleo assume un colore porporaazzurrognolo

Methyl Green Il nucleo assume un colore verdechiaro.

Nuclear Fast Red | Il nucleo assume un colore rosso e il citoplasmg un

colore rosa.

Limitidellaprocedura

I Methyl green si dissolve in un mezzo di montaggiquoso,
pertantoutilizzare solo un mezzo di montaggio p&ense con methyl green
Counterstain (controcoloreverdemetile.)

Una scorrettasparaffinaturaportera a un segnalésiebwegativo.

Caratteristiche funzionali

BioGenex ha condotto diversi studi per valutaréfidacia di tutti i suoi
Counter stains (controcoloranti) utilizzando diveistemi di rivelazione e
anticorpi BioGenex. Si € notato che i Counter stajoontrocoloranti)
indicano i contrasti di colore in riferimento alleme primario e quindi
migliorano il pattern di colorazione. |1 Counter igta (controcoloranti)
Biogenex hanno dimostrato risultati riproducibiliceerenti quando sono
stati utilizzati nell'ambito di un singolo ciclasat piu cicli e tra piu lotti,
nonché quando sono risultati applicabili tra catliomatici e cicli manuali.
Si & potuto determinare che tali prodotti rimangatabili per i periodi
indicati sulle relative etichette sia secondo thp® reale standard, sia in
base a metodi di test accelerati. BioGenex assieugaalita del prodotto
grazie ad un controllo qualita al 100% su tuttrogotti forniti e grazie a
programmi di sorveglianza.

DEUTSCH, GERMAN

Verwendungszweck

BioGenex Counter stains (Gegenfarbemittel) dienan\zrwendung in
der In-vitro-Diagnostik, zur Bereitstellung von Bkontrasten bei
Formalin-fixierten Gewebeschnitten in der Immuntdgiemie (IHC) oder
In-situ-Hybridisierung (ISH).

Zusammenfassung und Erklarung

Counter stains (Gegenfarbemittel) liefern zum H&upeprozess
komplementére Informationen beziglich der Gesanphmogie oder
Histologie der Zelle oder des Gewebes. Eine wolllgge Auswahl der
Kombination des Hauptfarbeprozesses und der Counsgin
(Gegenfarbung) kann zu einer signifikanten Verbesspdes Farbesignals
fuhren. BioGenex liefert eine Reihe effizienter @efirbeoptionen mit
kontrastierenden und zarten Farbtonen, welche enitHawptfarbung nicht
interferieren.

Prinzipien des Verfahrens

Die Gegenfarbemittel nutzen die chemische Beschiaéié der
Zellkomponenten und reagieren mit diesen. Die Raitel k&nnen
jeweils fir die sauren oder die basischen Zellkamemben ausgelegt sein.

Mitgelieferte Reagenzien

Katalognr. Gegenfarbemittel

HK100-5K, HK100-9K Hematoxylin

HK141-10X, HK141-7K Methyl Green

HK142-7K Nuclear Fast Red

HK884-20K HEMATOX

Bendtigte Materialien (nicht im Lieferumfang)

Alle zur Gegenféarbung benétigten Reagenzien werdégeliefert.Siehe
Datenblatter zu Antikérpern und Nachweiskits flie diollstndige Liste
der Reagenzien, die fur Verfahren der Immunohistotk (IHC) oder In-
situ-Hybridisierung (ISH) bendtigt werden.

Lagerung und Handhabung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Produkt niclthnablauf des auf dem
Etikett angegebenen Verfallsdatums verwenden.

Probenvorbereitung

Paraffin-eingebettete und Formalin-fixierte Gewebeitte mit einer
Dicke von 4-6 Mikron sind zur Verwendung mit derzgmvorbehandlung
geeignet.

VorsichtsmaRnahmen
HK100-XX:

|X| Xi;R36/38 = Reizt die Augen und die Haut.

S26 S37 S24/25 S60 = Bei Beriihrung mit den Augéorisgriindlich mit
Wasser abspillen und Arzt konsultieren.Geeigneteut3icandschuhe
tragen.Berihrung mit den Augen und der Haut verereldieses Produkt
und sein Behalter sind als gefahrlicher Abfall mtsergen.



Farbeprotokoll
Die folgende Tabelle fuihrt die empfohlenen Behangén mit Counter

stains (Gegenfarbemitteln) auf. Fir vollstandigebEgrotokolle siehe
Datenblatter der Antikdrper und Nachweiskits. Darwnder sollte alle
abweichenden Bedingungen zuerst validieren. Zuroraatisierten
Anwendung siehe Anleitungen im Bedienungshandbuch.

Gegenfarbemittel
Hematoxylin

BioGenex Empfehlungen
Objekttrager 1-5 Minuten farben,

dannit

mit AEC, DAB und Fast Red-Chromogenen.
Objekttrager 5-10 Minuten farben, damit

destilliertem Wasser spiilen.

Kompatibel mit BCIP/NBT-Chromogenen.
Objekttrager 1-5 Minuten farbermnnd mit

Methyl Green

Nuclear Fast Red

Xylen-Substitut klaren, dann fixieren.

Uso previsto
Las Counterstains (contratinciones) de BioGenexmoa uso diagnéstico in

vitro para obtener contraste de color en los caltetejido fijados con formol
en la inmunohistoquimica (IHC) o en la hibridacidrsitu (ISH).

Resumen y explicacién
Las Counterstains (contratinciones) proporcionan forinacion
complementaria a la obtenida con la tincion primaeiativa a la morfologia

m o la histologia global de la célula o del tejidoadUseleccion cuidada de una
destilliertem Wasser spiilen.Schnitte in einer Rgihecombinacion de la tincion primaria y de la Courttrs(contratincion) puede

von Alkoholbadern dehydrieren und in Xylen oder dar
Xylen-Substitut klaren, dann fixieren.Kompatibel tincion.BioGenex dispone de diferentes contratinegefectivas, cuyo color

como resultado una potenciacién significativa th sefial de

ofrece un contraste y es tenue, y que no interfieoa la tincion primaria.
Principiosdelprocedimiento

Las Counterstains (contratinciones) se beneficefachaturaleza quimica de
los componentes celulares y reaccionan con ellsstiogiones pueden ser

destilliertem Wasser spiilen.Schnitte in einer Reiheéspecificas para los componentes celulares acidésicos.
von Alkoholbadern dehydrieren und in Xylen oder

Reactivossuministrados

N° de referencia Contratinciones

HK100-5K, HK100-9K Hematoxylin

HK141-10X, HK141-7K Methyl Green

HK142-7K Nuclear Fast Red

HK884-20K HEMATOX

Kompatibel mit DAB und BCIP/NBTH
Chromogenen.
Qualitatskontrolle
Siehe entsprechende Packungsbeilagen der Nachsteissy zu
Informationen  Uber Richtlinien fur allgemeine Vémfan zur

Qualitatskontrolle.

Fehlerbehebung
1. Geeignete positive und negative Kontrollen mitlaufessen, um das

optimale Signal sicherzustellen.

2. Im Abschnitt Fehlerbehebung in den PackungsbeilaigerBioGenex
Super Sensitive Detection Systems (oder andereichglertiger
Nachweissysteme) mogliche AbhilfemaRnahmen bei [Bnodn mit
dem Nachweissystem nachlesen oder den TechnischedeKdienst
von BioGenex unter +1 (925) 275-0550 verstandigamm
ungewdhnliche Anfarbungen zu melden.

Erwartete Ergebnisse
Gegenfarbemittel
Hematoxylin

Erwartete Ergebnisse
Zellkern farbt sich blaulich-purpur.

Reactivosnecesariospero no suministrados

Se suministran todos los reactivos necesarios lpacantratincion.Consultar
en las hojas de datos del kit de anticuerpo y de&tec! juego completo de
reactivos necesarios para la inmunohistoquimic&)Ibila hibridacion in situ
(ISH).

Almacenamiento y manipulacion
Almacenar todos los reactivos a 2-8 °C. No usaputes de las fechas de
caducidad que se indican en las etiquetas dedotives.

Preparacion de la muestra
Cortes de tejido de 4-6 micras de grosor, embel@dqgzarafina y fijados con
formol son adecuados para el pretratamiento enizimat

Precauciones

Methyl Green
Nuclear Fast Red

Zellkern farbt sich hellgrin.
Zellkern farbt sich rot, Zytoplasma farbt sich
rosa.

Einschrankungen des Verfahrens

Methyl Green wird in wassrigem Fixiermedium ausggta
dementsprechend ist ein permanentes FixiermediumMathyl Green-
Counter stain (Gegenfarbemittel) zu verwenden.

Inkorrektes Entwachsen fuhrt zu einem negativem sdewachen Signal.

Leistungsmerkmale

BioGenex hat Untersuchungen zur Beurteilung destuaigsfahigkeit aller
Counter stains (Gegenfarbemittel) unter Verwenduverschiedener
BioGenex Antikdrper und Nachweissysteme durchgefullss wurde
festgestellt, dass die Counter stains (GegenfatbenFarbkontraste in
Verbindung mit der Hauptfarbung aufweisen und sodigt Qualitéat des
Farbemusters erhdhen. BioGenex Counter stains (Eedemittel) haben
reproduzierbare und konsistente Ergebnisse bei &w®stung innerhalb
eines einzigen Durchlaufs, bzw. bei verschiedenamciaufen, mit
verschiedenen Chargen und, falls zutreffend, aueh nhanuellen und
automatisierten Durchlaufen gezeigt. Die Produkbeden fiir die auf den
Etiketten angegebenen Zeitrdume als stabil bestimentweder mit
Standard-Echtzeit- oder mit beschleunigten Testateth. BioGenex
sichert die Produktqualitit durch 100%ige Qualkétdrolle fur alle
freigegebenen Produkte und durch Uberwachungsprogea

ESPANOL, SPANISH

HK100-XX:

Xi;R36/38 = Irrita los ojos y la piel.
S26 S37 S24/25 S60 = En caso de contacto corjdeslavense inmediata y
abundantemente con agua y acldase a un médicodJsgnantes
adecuados.Evitese el contacto con los ojos y l&Epminense el producto y
su recipiente como residuos peligrosos.

Protocolo de tincion

En la siguiente tabla se muestran los tratamiendcemendados con la
Counterstain (contratincion).Consultar los protosatompletos de tincion en
las hojas de datos del kit del anticuerpo y de letection. El

usuariodebevalidarcualquierotracondicién que sdiceitti Consultaren el
manual delusuario las instrucciones para el uso@ttpado.

Contratinciones | Recomendaciones de BioGenex

Hematoxylin Tifia los portaobjetos entre 1 y 5 mirsuy aclarelos
con agua destilada.Deshidrate los cortes en uiea ser
de alcoholes de diferente graduacion y aclarelos er
xileno o en un sustitutivo y, a continuacion,

méntelos.Compatible con los cromégenos AEC, DAB

y Fast Red.

Methyl Green Tifia los portaobjetos entre 5 y 10utos y aclarelos
con agua destilada.

Compatible con los cromégenos BCIP/NBT.

Nuclear Fast
Red

Tifla los portaobjetos entre 1 y 5 minutos y actérel
con aguadestilada. Deshidrate los cortes en uiea ser
de alcoholes de diferente graduacion y aclarelos erj
xileno o en un sustitutivo y, a continuacién, mérge

Compatible con los cromégenos DAB y BCIP/NBT.

Control de calidad
Consultar las normas sobre los procedimientosglaserde control de

calidad en las hojas de datosapropiadosdelsisterdateccion.
Resolucion de problemas
1. Analice los controles positivo y negativo apropisg@ra garantizar la
sefial 6ptima.
2. Consultar las acciones que se deben emprender aspectos
relacionados con el sistema de deteccion en ldéseéesolucion de
problemas de las hojas de datos de los BioGenex
SuperSensitiveDetectionSysteihs  (Sistemas de Deteccion EE
SuperSensitive de BioGenex) (u otros sistemas déscdén
equivalentes) o ponerse en contacto con el Depantande Servicio
Técnico de BioGenex, al teléfono (925) 275-0550ag@municar una
tincién inusual. /if
Resultadosesperados
Contratinciones | Resultadosesperados
Hematoxylin El nucleo se tifie de color purpura azulado. H
Methyl Green El nucleo se tifie de colorverdeclaro.
Nuclear Fast | El nucleo se tifie de colorrojo y el citoplasmaife
Red de color rosa.

Limitacionesdelprocedimiento

Methylgreen lixivia en los medios de preparaciénosos, de manera que

s6lo se pueden utilizar

medios permanentes con ni@rstain

(contratincion) methylgreen.

Una eliminacion inadecuada de la cera causa ursd segativa o débil.

Caracteristicas de rendimiento

BioGenex ha realizado estudios para evaluar elimgadto de todas sus
Counterstains (contratinciones) usando varios aetos y sistemas de

deteccioén

de BioGenex.Se ha encontrado que las t€stains

(contratinciones) muestran contrastes de color e@pecto a la tincién
primaria y, por lo tanto, potencian el patron deitin.Las Counterstains
(contratinciones) de BioGenex han mostrado respdtaceproducibles y
uniformes cuando se usan en un solo procedimiemtoe procedimientos,
entre lotes y siempre que proceda entre los protedios manuales y
automatizados.Se ha determinado que los produstosstables durante los
periodos que se especifican en las etiquetas,ayp@emétodos de tiempo
real estandar o en condiciones aceleradas.BioCgarextiza la calidad del
producto mediante un control de calidad al 100%at®s los productos
comercializados y mediante programas de vigilancia.
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