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Kit di macchie Movat Pentachrome
(Russell-Movat, modificato)

Descrizione e principio

Questo kit di colorazione Movat Pentachrome (Russel-Movat modificato) &
destinato alluso nella dimostrazione istologica di collagene, elastina,
muscoli e mucina nelle sezioni FFPE. Questa procedura e stata
storicamente particolarmente utile nello studio del cuore, dei vasi sanguigni
e di varie malattie vascolari.

L'intero tessuto viene inizialmente sovracolorato con una soluzione di
colorante elastico di tipo Verhoeff che contiene ematossilina non ossidata,
un ossidante (cloruro ferrico) e un mordente (iodio). La colorazione in
eccesso di elastina viene quindi rimossa dal tessuto utilizzando una
soluzione diluita di cloruro ferrico che differenzia l'elastina e i nuclei (nero)
dal resto del tessuto. Il blu di alciano, un colorante di ftalocianina di rame,
viene quindi utilizzato per legare le mucine acide fomendo un colore blu
brillante. Viene quindi impiegata una colorazione di tipo tricromo utilizzando
lo scarlatto/acido di Biebrich, I'acido fosfotungstico e una soluzione
brevettata di macchia gialla, che fornisce muscolo rosso e collagene giallo.

Risultati attesi

Fibre elastiche: Nero

Nuclei: Blu/Nero a Rosso

Collagene: Da giallo a rosso

Mucina: Blu brillante

Muscolo: Rosso

Contenuto del kit Immagazzi
namento

1. Soluzione di ematossilina (5%) 18-25°C

2. Soluzione di cloruro ferrico (10%) 18-25°C

3. Soluzione di iodio di Lugol 18-25°C

4. Soluzione di cloruro ferrico (2%) 18-25°C

5. Soluzione di tiosolfato di sodio (5%) 18-25°C

6. Soluzione di acido acetico (1%) 18-25°C

7. Soluzione di blu di Alcian, pH 2,5 18-25°C

8. %iebrich Scarlet - Soluzione di fucsina 18-25°C

acida

9. Soluzione di acido fosfotungstico (5%) 18-25°C

10. Soluzione di macchia gialla 18-25°C

Controlli suggeriti (non forniti)
Cuore, Polmone, Pelle, Tratto
gastrointestinale

UsilLimitazioni

Solo per uso diagnostico in vitro.

Non utilizzare se i reagenti diventano torbidi o
precipitano Non utilizzare oltre la data di scadenza.
Prestare attenzione quando si

maneggiano i reagenti. Non sterile

Destinato a sezioni FFPE tagliate a 5-10pm.

Questa procedura non ¢ stata ottimizzata per le sezioni
congelate. Le sezioni bloccate potrebbero richiedere una
modifica del protocollo.

Immagazzinamento
Conservare il kit e tutti i componenti a temperatura ambiente (18-25°C).

Sicurezza e precauzioni

Si prega di consultare le schede di sicurezza (SDS) aggiornate per questo
prodotto e componenti Classificazione GHS, pittogrammi e dichiarazioni
complete di pericolo/precauzione.
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Istruzioni per l'uso
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Figura 2. Colorazione Movat Pentachrome sul cuore umano.

Preparazione dei reagenti prima dell'inizio:
Preparare la soluzione elastica di colorante di
lavoro mescolando: 2 parti di soluzione
di ematossilina (5%)
1 parte di soluzione di cloruro ferrico
(10%), 1 parte di soluzione di iodio
di Lugol.

(la soluzione miscelata puo essere utilizzata per 24 ore)

Esempio: 2 ml di soluzione di ematossilina, 1 ml di cloruro ferrico, 1 ml di
iodio di Lugol.

Esempio (contagocce): Utilizzare una fiala di miscelazione graduata inclusa -
14 gocce (560ul)

+7 gocce (280ul) + 7 gocce (280ul) Totale: 1120ul o0 1,12ml

(1 goccia = ~40ul)

Si consiglia di preparare almeno 1 ml di soluzione di lavoro per vetrino se
si colora su vetrini orizzontali perché la soluzione é alcolica e pit suscettibile
all'evaporazione.


http://www.scytek.com/

Note sull'ottimizzazione della colorazione

1. Note sulla colorazione dell'elastina: Questa soluzione ha un alto
contenuto alcolico ed é suscettibile di evaporazione. Se si colora su vetrini
che giacciono orizzontalmente, monitorare e aggiungere altra macchia
secondo necessita per evitare che la macchia si secchi sul vetrino. Anche
lo scivolo di copertura per ridurre I'esposizione alle correnti d'aria puo
aiutare a prevenire l'evaporazione. Potrebbe essere necessaria una
maggiore differenziazione se la soluzione si asciuga sui tessuti.

2. Note sulla differenziazione: Ogni vetrino puo richiedere un numero
unico di immersioni per una differenziazione ottimale in base alla
colorazione dell'elastina e al blocco di tessuto utilizzato.
Macroscopicamente, anche i vetrini ben differenziati saranno grigiastri
dopo questo passaggio (a seconda della quantita di elastina e nuclei nel
tessuto). | vetrini possono anche essere controllati al microscopio durante
questa fase per una differenziazione oftimale. Quando l'intero kit &
completo, se le fibre di elastina sono previste ma non colorate
(sovradifferenziate), diminuire il numero di tuffi sui vetrini futuri. Se si
osserva elastina fine, ma anche altri elementi tissutali rimangono grigiastri
(sottodifferenziati), saranno necessari piu tuffi per rimuovere la macchia in
eccesso sui vetrini futuri. Suggeriamo di tentare di sottodifferenziare con
nuovi tessuti per localizzare tutta I'elastina disponibile, e quindi aumentare
la differenziazione con i vetrini successivi fino a quando non si vede pit lo
sfondo grigiastro ma rimangono fibre fini di elastina.

3. Note sulla colorazione muscolare e del collagene (passaggi 10-15):
La differenziazione e [intensita della colorazione dei colori giallo e rosso
possono essere controllate aumentando e/o diminuendo i tempi di
colorazione della soluzione di fucsina acida scarfatta di Biebrich (fase 12),
della soluzione di acido fosfotungstico al 5% (fase 14) e della soluzione di
colorazione gialla (fase 17). Risciacquare sempre la soluzione di macchia
gialla con alcool assoluto. Il risciacquo in acqua rimuovera molto
rapidamente le macchie e potrebbe alterare i risultati. Microscopicamente,
un po' di rosso o rosa puo rimanere nel collagene dopo la differenziazione.
Questo e accettabile e sara comunque sostituito dalla successiva macchia
gialla.

Procedimento:
1. Deparaffinare le sezioni se necessario e idratarle in acqua distillata.

2. Colorare la sezione di tessuto con la soluzione elastica di lavoro per 20

minuti.
Vedere le note sulla colorazione dell'elastina sopra

3. Sciacquare con acqua corrente del rubinetto per 1 minuto, seguito da un
risciacquo con acqua deionizzata.

4. Differenziare il vetrino nella soluzione differenziante di cloruro ferrico
(2%) versandolo in un piccolo barattolo di colorazione e immergendo il
vetrino 10-20 volte. Vedere le note di differenziazione sopra. Continuare
a differenziare se necessario.

5. Sciacquare in acqua di rubinetto seguito da un risciacquo in acqua
distillata.

6. Applicare la soluzione di tiosolfato di sodio (5%) e incubare per 1 minuto.

7. Sciacquare bene con acqua distillata.

8. Colorare il tessuto con Alcian Blue Solution, pH 2,5 per 15-30 minuti.

9. Sciacquare il vetrino con acqua distillata.

10. Far scivolare la colorazione in Biebrich Scarlet — Acid Fuchsin Solution
per 2 minuti.

Vedere le note sulla colorazione muscolare e del collagene sopra.

11. Sciacquare il vetrino con acqua distillata.

12. Differenziare applicando due cicli di soluzione di acido fosfotungstico
(5%) per 7 minuti ciascuno.

13. Sciacquare il vetrino con acqua distillata.
14. Applicare la soluzione di acido acetico (1%) per 3 minuti.

15. Versare la soluzione di acido acetico (1%) e colorare con la soluzione
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17. Disidratare in alcool assoluto, non disidratare attraverso alcoli
graduati contenenti acqua. La macchia gialla pué ingiallire I'alcol
disidratante.

18. Trasparente in xilene o sostituto e montato in resina sintetica.
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