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Инструкция по применению


Система двойного окрашивания Double Staining Kit

	Каталожный номер
	DK05-20; DK05-50; 

	Метод
	ИГХ, парафиновые срезы 

	Реактивность
	Поливалентная 
анти-мышиная & анти-кроличья

	Фермент
	Пероксидаза хрена, щелочная фосфатаза

	Хромоген/субстрат
	Диаминобензидин (ДАБ), AP красный

	Форма выпуска
	- 20 тестов
- 50 тестов

	Разрешенное применение
	Для научных целей

	Хранение
	2-8 градусов

	Срок годности
	18 мес. с даты производства
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Состав набора:

	Компонент
	DK05-20
	DK05-50

	Буфер для восстановления антигенной активности
	20 мл
	50 мл

	Промывочный буфер
	67 мл
	150 мл

	Блокирующий реагент (пероксидазный блок)
	2 мл
	5 мл

	Поли-AP козий анти-мышиный IgG (AP Полимер)
	2 мл
	5 мл

	Поли-HRP козий анти-кроличий IgG (HRP Полимер)
	2 мл
	5 мл

	Раствор AP I
	0,034 мл
	0,085 мл

	Раствор AP II
	0,034 мл
	0,085 мл

	Раствор AP III
	0,034 мл
	0,085 мл

	Раствор AP IV
	2,4 мл
	3 мл

	Раствор DAB A (x1)
	3 мл
	3, 75 мл

	Раствор DAB B (x20)
	0,3 мл
	0,75 мл

	Гематоксилин
	2 мл
	5 мл


Принцип метода:
Набор применяется для проведения единовременного иммуногистохимического исследования двумя антителами на одном стекле нормальных и неопластических тканей, фиксированных в формалине и залитых в парафин, с оценкой результата при помощи светового микроскопа.

Cистема детекции выявляет специфичные мышиные IgG или кроличьи IgG антитела, связанные с антигеном в срезах ткани. Данная система детекции может применяться с каким-либо коктейлем первичных антител для одновременной визуализации наличия сразу двух белков. После того как специфические антитела связались с их соответствующими антигенами в тканевом срезе, место, где находятся кроличьи и мышиные первичные антитела, определяется с помощью специально разработанного коктейля вторичных антител: антикроличий / HRP+ антимышиный/ AP. Далее наносится растворы субстрат+хромоген DAB и AP Red, которые под действием пероксидазы хрена и щелочной фосфатазы превращаются в нерастворимые цветные комплексы.
Реагенты, необходимые для проведения исследования:

	Первичные антитела
	Первичные антитела подбираются согласно задачам исследователя

	 Раствор для разведения антител для концентрированных антител
	Концентрированные антитела необходимо развести перед применением согласно рекомендации производителя либо подобрать оптимальное разведение с учетом индивидуальных особенностей среды в лаборатории.

	Раствор для восстановления антигенной активности
	рН раствора необходимо подобрать согласно рекомендации производителя



Подготовка необходимых рабочих растворов для ручной методики:

	Промывочный буфер:
	Смешать буфер и дистиллированную воду в пропорции 1:30

	Буфер для восстановления антигенной активности:
	Смешать буфер и дистиллированную воду в пропорции 1:50

	Раствор AP Red (приготовить непосредственно перед использованием)
	Смешать растворы I, II, III и IV в пропорции 2 : 2 : 2 : 125

	Раствор DAB (приготовить непосредственно перед использованием)
	Смешать раствор DAB A и DAB B в пропорции 20:1 


Процедура ручного метода 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 буфере, выбрав рН и протокол восстановления согласно инструкции производителя первичных антител. Охладить срезы, не извлекая из буферного раствора, в течение 30 минут при комнатной температуре (при необходимости время можно увеличить). Промыть срезы промывочным буфером однократно в течение 3-5 мин. 
4. Удалить излишки буфера со стёкол, стряхнув их и аккуратно промокнув края фильтровальной бумагой. Обвести срезы гидрофобным карандашом.
5. Нанести первичные антитела на срез, инкубировать во влажной камере при комнатной температуре 30 минут либо иное время согласно инструкции производителя первичных антител. 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.

12. Оценить результат иммуногистохимического окрашивания с помощью светлопольного микроскопа. 
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