Anti - EMA (CD227, Mucin-1)

KATALOGOVE CiSLO

KONCENTROVANA PRIPRAVENA NA POUZITIE (RTU)
DB 048-0.1 (100 pl) DB 048-RTU-7 (7 mi)

DB 048-0.2 (200 pl) DB 048-RTU-15 (15 ml)

DB 048-0.5 (500 pl)

DB 048-1 @ miy

SKLADOVANIE A APLIKACIA
KONCENTROVANA

Skladovanie: +4°C
Aplikacia: IHC-P,
riedenie 1:100

PRIPRAVENA NA POUZITIE (RTU)

Skladovanie: +4°C, nezmrazujte!
Aplikacia:  IHC-P,
pripravena na pouzitie

IHC-P PROTOKOL - NAVOD NA POUZITIE

INFORMACIE O PRODUKTE

Klon: G22-L

Pufor: 20 mM Tris-HCI, pH 8,0
Stabilizator: 20 mg/ml BSA
Konzervaéna latka: 0,05% NaN3

Specificita: fudsky antigén
Expiracia: 24 mesiacov odo dna odoslania
Imunogén: Peptid derivovany z C-koncovej sekvencie ludského

CD227. Protilatka rozpoznava epitop umiestneny medzi
Gly1235 - Ala1253.

Bunkova lokalizacia: cytoplazma, membrana, extracelularna
Pozitivna kontrola: tkanivo karcindmu prsnika
Uniprot Cislo: P15941

VENTANA PROTOKOL — NAVOD NA POUZITIE

1. Deparafinovanie rezov v 3 xylénoch po 10 min.
2. Rehydratacia rezov v zostupnej rade koncentracie etylalkoholu (96%, 80% a 70%)

po 10 min.
3. Oplach v destilovanej vode — 2 x 5 min. ) .
4.  Blokovanie endogénnej peroxidazy — 10 min. v 3% H0o. L. Odparafinovanie
5. Oplach rezov v destilovanej vode — 2 x 5 min. 2. Ohriat sklicka (72 °C) zo strednej teploty. Odparafinovanie
6.  Na revitalizaciu antigénu pouzite jeden z nasledovnych postupov: A) v Tris-EDTA 3. Kondicionovanie buniek

pufri, pH 9,0; 0,05%Tween-20* a inkubacia vo vodnom kupeli pri 95-97°C, 20-25 4.  ULTRA kondicionér #1

min., B) v citratovom pufri, pH 6,0; 0,05% Tween-20*" a inkubécia vo vodnom kupeli 5. Zahriat skiicka (95 °C), inkubovat po dobu 8 min. (Kondicionér buniek #1; pufor CC1)

pri 95-97°C, 20-25 min. (Alternativne prispdsobte Vasmu protokolu s dodrzanim . . Sipr .

5 R’ 6. 52 min. pri pouziti reagencie ULTRA CC1

pozadovanej hodnoty pH). . - L
7. Chladenie rezov pri izbovej teplote (A — v Tris-EDTA pufri, pH 9,0; B - v citratovom 7. Teplota inkubécie protilatky

pufri, pH 6,0) — 15 min. 8.  Zahriat sklicka (36 °C) a inkubovat po dobu 4 min.
8.  Oplach v destilovanej vode — 2 x 5 min. 9. Titracia
9. Oplach v PBS, pH 7,0-7,5 dopinenom 0,05% Tween-20 (Pufor A) — 2 x 5 min. 10. Ruéna aplikécia primarnej protilatky (100 pl) a inkubacia po dobu 36 min.
10. KONCENTROVANA:

. C . . . R . . 11. ultraWash
Inkubécia rezov s primarnou protilatkou — 60 minut vo vihkej komorke pri izbovej . .
) . L K 12. Jadrové farbenie
teplote, riedenie protilatky 1:100. ) L i X ) . . |
13. Aplikovat jednu kvapku Hematoxylin Il (jadrové farbenie). Zakryt' a inkubovat po dobu

PRIPRAVENA NA POUZITIE (RTU):
Inkubécia rezov s primarnou protilatkou vo vihkej komérke pri izbovej teplote, 60 12 min.
minut. Protilatka je predriedenda a pripravena na pouzitie. Po jadrovom farbeni

11. Oplach v Pufri A—3 x5 min. Aplikovat jednu kvapku Bluing reagent (po jadrovom farbeni). Zakryt a inkubovat

12. Aplikacia sekundarnej protilatky (protokol zavisi od dodavatela) a pokracovanie v po dobu 4 min.
Standardnom IHC-P protokole (HRP-Peroxid-DAB). Odpori¢ame mikropolymér-
HRP dualny detekény kit kralik/my$ DB Biotech
(http://www.dbbiotech.com/produkty/protilatky/detekcny-system.html).

13. Oplach v Pufri A —3 x5 min.

14. Aplikacia chromogénu (DAB), 1 - 3 min.

15. Oplach v oby¢ajnej vode — 2 x 5 min.

16. Dofarbenie hematoxylinom — 5 min.

17. Oplach v destilovanej vode — 3 x 2 min.

18. Montovanie.
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LEICA BOND MAX PROTOKOL — NAVOD NA POUZITIE

Protokol F:
- Vizualizaény systém: BOND Refine DS9800
*Tris-EDTA pufor (10mM Tris baza, 1mM EDTA, 0,05% Tween-20, pH 9,0): - Epitope retrieval / ¢as nahrievania / teplota: ER2 / 30 min. / 100°C
TRIS ----meemeeee 1,21g; EDTA ----------- 0,37g; Destilovana voda -------------- 1000 ml - Inkubdcia primarnej protilatky / teplota: 30 min. / 20°C
Rozpustit v 700 ml destilovanej vody. Upravit pH 1M HCI na 9,0 a pridat 0,5 ml Tween
20 a poriadne premiesat. Upravit konecny objem na 1 liter s destilovanou vodou. Tento
roztok skladuijte pri izbovej teplote 3 mesiace alebo pri +4°C pre dlhodobé skladovanie.

** Citratovy pufor (10mM Kyselina citrénova, 0,05% Tween-20 pH 6,0): UPOZORNENIA
Kyselina citrénova (bezvodna) -- -- 1,92 g; Destilovana voda - - 1000 ml 1.
Rozpustit v 700 ml destilovanej vody. Upravit pH 1M NaOH na 6,0, pridat 0,5 ml Tween

20 a poriadne premiesat’. Upravit kone¢ny objem na 1 liter s destilovanou vodou. Tento

roztok skladujte pri izbovej teplote 3 mesiace alebo pri +4°C pre dlhodobé skladovanie.

Pre riedenie koncentrovanych protilatok doporuc¢ujeme pouzit’ DB Riediaci roztok

primarnej protilatky (katalégové éisla DB D-125, alebo DB D-250), alebo jeho

ekvivalent s minimadlnym obsahom “protease free BSA” 2 1mg/ml.

V opac¢nom pripade nemusi déjst’ k uznaniu reklamacie.

Pred otvorenim skiimavku scentrifugovat’.

Reagencia je uréena pre profesionalnu In vitro diagnostiku v laboratériach.

Nepouzivajte reagenciu po uplynuti doby pouzitelnosti.

Chrante obsah flasticky pred kontaminaciou.

Akakolvek odchylka od odportcanych postupov uvedenych v pracovnom protokole

moze mat vplyv na kone¢né vysledky.

7. Reagencia obsahuje azid sodny (NaNs), ktory je toxicky pri vy$Sich koncentraciach,
avS8ak koncentracia pritomna v tejto reagencii (0,05%) nie je povazovana za
nebezpecnu.

8.  Likvidacia odpadového materidlu sa musi vykonat podla platnych miestnych predpisov.

9. Pouzivajte pri praci ochranné prostriedky a vyvarujte sa kontaktu s o¢ami a pokozkou.
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Expresia EMA v sebacedznych Zliazkach koZe (A) a pldcnom adenokarcinéme (B)
detekovana pomocou monospecifickej protilatky anti-EMA (DB 048). 4 ym hruby rez z
fudského tkaniva fixovaného vo formaline a zaliateho v parafine, farbeny podra
koreSponduijticeho protokolu DB Biotech..
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