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Инструкция по применению


Система детекции iVision One Step

	Каталожный номер
	DK03-10K; DK03-30K; 
DK03-60K;  DK03-110K

	Метод
	ИГХ, парафиновые срезы 

	Реактивность
	Поливалентная 
анти-мышиная & анти-кроличья

	Фермент
	Пероксидаза хрена

	Хромоген/субстрат
	Диаминобензидин (ДАБ)

	Форма выпуска
	- 10 мл
- 30 мл
- 60 мл
- 110 мл

	Разрешенное применение
	Для научных целей

	Хранение
	2-8 градусов

	Срок годности
	18 мес. с даты производства
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Состав набора:

	Кол-во
	Компонент
	DK03-10K
	DK03-30K
	DK03-60K
	DK03-110K

	1
	Пероксидазный блок (Blocking reagent) -- 
3% раствор H2O2
	10 мл
	30 мл
	60 мл
	110 мл

	1
	HRP Полимер 
(Poly-HRP Goat anti-Mouse & anti-Rabbit IgG)
	10 мл
	30 мл
	60 мл
	110 мл

	1
	ДАБ субстрат (DAB Staining Solution A)
	20 мл
	60 мл
	120 мл
	220 мл

	1
	ДАБ хромоген (DAB Staining Solution B)
	1 мл
	3 мл
	6 мл
	11 мл


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

Одношаговая система детекции выявляет специфичные мышиные IgG или кроличьи IgG антитела, связанные с антигеном в срезах ткани. Место, где находятся специфические антитела, выявляется с помощью универсальных вторичных антител, конъюгированных с полимером, меченым ферментом, который выявляет мышиный и кроличий иммуноглобулины. Полученный комплекс визуализируется с помощью системы субстрат-хромоген.

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


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. 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. 

5. Нанести HRP полимер на срез, инкубировать во влажной камере при комнатной температуре в течение 30 минут. Промыть срезы промывочным буфером трижды в течение 3 мин.
6.  Подготовить рабочий раствор ДАБ: смешать растворы DAB-A и DAB-B в пропорции 20:1
7. Нанести рабочий раствор ДАБ на срез, инкубировать при комнатной температуре в течение 5 минут. Промыть стёкла дистиллированной водой.

8. Нанести гематоксилин на срез, инкубировать при комнатной температуре в течение 5 минут. Промыть проточной водой.
9. Использовать дифференцирующий раствор, время инкубации определяется в зависимости от желаемой степени контрастирования. Промыть проточной водой.
10. Дегидратировать срезы, используя гистологическую батарею спиртов и ксилолов, заключить срезы под покровное стекло.

11. Оценить результат иммуногистохимического окрашивания с помощью светлопольного микроскопа. 
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