  
[image: image2] 
Инструкция по применению


Коктейль антител к Цитокератин(пан)/p63

	Каталожный номер
	AX0617

	Метод
	ИГХ, парафиновые срезы 

	Реактивность
	Человек. Другие не определены

	Окрашивание
	Цитокератин: цитоплазматическое
P63: ядерное

	Рекомендованный буфер для демаскировки 
	ЭДТА pH 9,0*

	Форма выпуска
	Готовые к использованию антитела: 
3 мл; 6 мл

	Разрешенное применение
	Для научных целей

	Хранение
	2-8 градусов

	Срок годности
	18 мес. с даты производства
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* При использовании системы двойного окрашивания Double Stain kit
Антитела применяются для проведения иммуногистохимического исследования нормальных и неопластических тканей, фиксированных в формалине и залитых в парафин, с оценкой результата при помощи светового микроскопа.

Описание:
Иммуногистохимический метод двойного окрашивания может быть использован для визуализации двух или более антигенов и анализа взаимосвязи их локализации, морфологии и функций. Продукты двойного окрашивания относятся к безбиотиновой системе детекции и представляют собой двухцветную систему, основанную на полимере, меченном пероксидазой хрена, и полимере, меченном щелочной фосфатазой. Хромогенная система пероксидазы хрена окрашивается в коричневый цвет, а хромогенная система щелочной фосфатазы - в красный цвет.

CK (пан) - это антитело широкого спектра действия, которое в основном используется для маркировки опухолей эпителиально-клеточного происхождения, таких как аденокарцинома, плоскоклеточный рак и так далее.
р63 является гомологом опухолевого супрессора р53. Было обнаружено, что он является чувствительным и специфичным маркером миоэпителиальных и базальных клеточных популяций в предстательной железе, молочной железе, коже и слюнных железах.
Коктейль антител к Цитокератин/p63 может быть полезен для определения того, подверглись ли опухолевые клетки эпителиальной или плоскоклеточной дифференцировке.  При диагностике опухолей легких комбинированное определение Цитокератина и p63 может помочь дифференцировать аденокарциному легкого от плоскоклеточного рака.

Требования к образцам:

Из парафиновых блоков нарезаются срезы толщиной 3-5 мкм. Затем срезы помещаются на предметные стекла с адгезивным покрытием.
Процедура окрашивания: 

1. Депарафинизировать и регидратировать срезы на предметных стеклах, используя гистологическую батарею ксилолов и спиртов. Промыть срезы дистиллированной водой в течение 30 сек. 

2. Для блокировки ферментативной активности эндогенной пероксидазы инкубировать срезы в 3% растворе H2O2 при комнатной температуре в течение 5 минут. Промыть срезы дистиллированной водой в течение 30 сек.

3. Провести высокотемпературное восстановление антигенной активности препаратов в ЭДТА-буфере при температуре 100оС в течение 15-20 минут.  Охладить срезы, не извлекая из буферного раствора, в течение 30 минут при комнатной температуре (при необходимости время можно увеличить). Поместить срезы в промывочный буфер. 

4. Промыть стекла в промывающем буфере 2 раза по 3 минуты.  Удалить излишки буфера со стёкол, стряхнув их и аккуратно промокнув края фильтровальной бумагой. Обвести срезы гидрофобным карандашом.

5. Инкубация с первичными антителами.  Нанести первичные антитела на срез, инкубировать во влажной камере при комнатной температуре 30 минут. Промыть срезы промывочным буфером трижды в течение 3 мин. 

6. Нанести  AP Полимер на срез, инкубировать во влажной камере при комнатной температуре в течение 20 минут. Промыть срезы промывочным буфером трижды в течение 3 мин.

7. Нанести рабочий раствор AP Red на срез, инкубировать при комнатной температуре в течение 20 - 30 минут. Промыть срезы промывочным буфером.

8. Нанести HRP полимер на срез, инкубировать во влажной камере при комнатной температуре в течение 20 минут. Промыть срезы промывочным буфером трижды в течение 3 мин.

9. Нанести рабочий раствор ДАБ на срез, инкубировать при комнатной температуре в течение 5 минут. Промыть стёкла дистиллированной водой.


10. Нанести гематоксилин на срез, инкубировать при комнатной температуре в течение 5 минут. Промыть проточной водой.

11. Дегидратировать срезы, используя гистологическую батарею спиртов и ксилолов, заключить срезы под покровное стекло.
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