Инструкции по использованию полного набора рецепторов к эстрогенам и прогестеронам для иммуноокрашивания

Номер по каталогу KP- ER/PR

Использование по назначению:

Этот набор предназначен для локализации антител-рецепторов к эстрогенам (РЭ) и прогестеронам (РП) иммуногистохимическими методами на срезах тканей. Иммуногистохимический протокол, описанный в этой брошюре, является только руководством. В зависимости от условий фиксации ткани, условий инкубации первичных антител и опыта пользователя, мы поощряем проведение индивидуальных лабораторных опытов с целью оптимизации собственного протокола. Эти реагенты прошли тестирование и контроль качества на срезах тканей, однако, они также могут быть оптимизированы для мазков клеток и цитоспиновых препаратов. Этот комплект содержит достаточное количество реактивов для проведения 100 опытов (50 опытов для РЭ и 50 опытов для РП). Эти наборы предназначены исключительно для исследовательских целей и не рекомендуются для in vitro диагностики.
Принцип проведения опытов:
Высокая аффинность нековалентного взаимодействия между биотином и стрептавидином (1x1015) лежит в основе создания данного набора для иммуноокрашивания. Она требует формирования необратимой и специфичной связи между биологическими макромолекулами. Иммуногистохимическое использование взаимодействия между авидином и биотином были впервые описаны в работе Bayer et al. (1979), где описаны методики для генерации активных биотиниловых соединений, типа биотинa- N-гидрокси сукцинимида и биотина гидразина, а также для связывания их в различные органические соединения, включая иммуноглобулины и пероксидазу хрена (ПХ). Стрептавидин (СA) – тетраметрический белок (мол. вес 4x15 000), изолированный от актинобактерии Streptomyces avidinii (Chaiet & Wolf, 1964). Стрептавидин может связываться с четырьмя молекулами биотина. Стрептавидин дает более высокие результаты по сравнению с авидином, потому что его изоэлектрическая точка ближе к нейтральной pH, где, поскольку авидин положительно заряжен в физиологической pH. Стрептавидин не несет никаких углеводных боковых цепочек, в то время как авидин состоит на 70 % из углевода. Ввиду этих причин СA не имеет тенденции вступать в неспецифичные связи. Первичные антитела РЭ и РП связываются с антигенами РЭ и РП в срезах тканей. Конъюгированные вторичные антитела специфично связываются с этими рецепторными антителами. Конъюгированное с биотином вторичное антитело, в свою очередь, прослеживается ферментом, конъюгированным с септавидином, и может визуализироваться соответствующим субстратом/хромогеном.
Введение:

Существует общее мнение, что присутствие РЭ и РП в раковой опухоли молочной железы положительно коррелирует с длительностью промежутка отсутствия болезни, и что насыщенные рецептором опухоли лучше поддаются эндокринной, а не химиотерапии. Две трети женщин, опухоли которых насыщены РЭ и РП, лучше поддаются терапии, включающей антиэстрогенные компоненты. Напротив, пациенты с опухолями с малым количеством РЭ и РП, не поддаются этой форме лечения в более чем 90 % случаев. Признана ценность биохимических исследований РЭ и РП в предсказании реакции рака молочной железы на терапию и полной выживаемости. В прошлом иммуногистохимическая локализация РЭ и РП ограничивалась только криоконсервированными срезами ткани, частично из-за нехватки хороших первичных антител и частично из-за методов локализации. Однако, недавнее производство специфичных моноклональных антител в противовес РЭ и РП, поддержанное микроволновой обработкой срезов тканей, позволило выполнить иммуногистохимическую локализацию РЭ и РП также и на зафиксированных заключенных в парафин срезах ткани. Иммуногистохимический анализ РЭ и РП на заключенных в парафин срезах ткани улучшился до той степени, где уместен вопрос целесообразности его использования в качестве самостоятельной техники.
Реактивы в комплекте:
Флакон 1 
Пероксидазный реагент: Прозрачный раствор. 10 мл 3% водного раствора пероксида водорода (H2O2) для блокирования эндогенной активности пероксидазы в ткани.
Флакон A
5 мл предварительно приготовленного разведения антител-рецепторов к эстрогенам (РЭ) (Клон № 1D5).

Флакон B
5 мл предварительно приготовленного разведения антител-рецепторов к прогестеронам (РП) (Клон № 1A6).

Флакон 2 
Связующий реагент: желтый раствор. 10 мл раствора биотинилированных иммуноглобулинов-антител к изотипу мыши.
Флакон 3 
Помечающий реагент: Красный раствор. 10 мл раствора пероксидазы хрена, конъюгированной со стрептавидином.
Детекторные реагенты:

i) 1 мл концентрированного раствора хромогена DAB.


ii) 15 мл буферсодержащего субстрата.


iii) 1 пустой флакон для смешивания.

Меры предосторожности:

i) DAB классифицирован как потенциальный канцероген и при попадании на кожу может вызывать раздражение. Избегать попадания на одежду и незащищенную кожу. При случайном контакте немедленно промыть большим количеством проточной водопроводной воды.

ii) Несколько реактивов в этом наборе содержат азид натрия. Следуйте местным инструкциям для утилизации. После выливания в раковину промойте сливную трубу струей жидкости, чтобы избежать реакции азида натрия с системой водопроводных труб.
iii) Как только процесс иммуноокрашивания запущен, не допускайте подсыхания фрагментов тканей, т.к. это может вызвать нежелательный фон и артефакты.
iv) Настоящие наборы рекомендуются для локализации РЭ и РП тканях груди человека. Интерпретация результатов находится в исключительной ответственности пользователя.
Хранение: 
 Все реактивы должны храниться при 2-80 С. Не замораживать.
Необходимые не поставляемые материалы:



 Ксилол или средства для депарафинизации


 Чистый спирт


 Дистиллированная или деионизированная вода


 Контрастный краситель


 Промывочный буфер (Номер по каталогу K 005)


 Среда для монтирования (Номер по каталогу K 002)


 Сушильный шкаф или инкубатор


 Стаканы для окрашивания


 Предметное микроскопное стекло


 Микроскоп


 Алмазный резец


 Абсорбирующие подушечки
Подготовка образца:

Цель иммуногистохимии включает локализацию, идентификацию и всевозможную калькуляцию клеточных и тканевых конституентов. Оптимальная фиксация ткани - ключ к хорошему иммуноокрашиванию. Успешное иммуноокрашивание зависит от аккуратной консервации эпитоп в их структурном контексте. Мы рекомендуем нашим пользователям прочесть отличную статью относительно подготовки ткани Larsson (1993), чтобы понять необходимость и важность оптимальной фиксации ткани.
Подготовка реагентов:

Кроме хромогена, все реагенты в этом наборе поставляются готовыми к использованию.
Подготовка субстрата/хромогена:

Перенесите 1 мл буферсодержащего субстрата во флакон для смешивания. Добавьте 50 мкл (2 капли) концентрированного раствора DAB. Закрутите колпачок и перемешайте.

Этот хромоген стабилен 6 часов. Любой раствор, не использованный в течение этого времени, должен быть сброшен.

«Отрицательные» и «положительные» образцы тканей:

Каждый процесс иммуноокрашивания должен включать заведомо «отрицательные» и «положительные» образцы тканей, чтобы обеспечить надлежащее функционирование системы окрашивания, так же как и адекватную интерпретацию результатов.

 «Положительные» образцы: ткань, которая заведомо желаемый антиген, и давала 




положительное окрашивание в прошлом.

 «Отрицательные» образцы: Одно из следующего должно использоваться в качестве «отрицательного» образца:



 i) Вместо первичного антитела, используйте обычную иммунологически ареактивную сыворотку той же самой разновидности животного, от которого было получено первичное антитело.



 ii) Вместо первичного антитела, используйте буфер, в котором было разведено первичное антитело.



 iii) Используйте ткань, которая заведомо не содержит желаемый антиген.




 iv) Адсорбируйте первичное антитело соответствующим антигеном и используйте его вместо первичного антитела.
Методика окрашивания:

Шаг I 

Депарафинирование: Отмойте от парафина срезы ткани согласно 
принятой в вашей лаборатории методике, и перенесите ткани в промывочный буфер.
Шаг II 

Блокирование пероксидазой: Нанесите достаточное количество капель блокирующего раствора, чтобы покрыть ткань. Инкубируйте в течение 5 мин. при комнатной температуре. Используйте 0,3% H2O2 для криоконсервированнных срезов тканей, клеточных мазков и цитоспиновых препаратов.
Шаг III 

Отмывка: Сбросьте избыточный реагент, обмакнув о фильтровальную бумагу. Отмойте три раза в буфере по 1 мин. Сбросьте избыточный буфер и тщательно вытрите стекло вокруг образца ткани, чтобы удалить избыточный буфер со стекла, оставляя ткань влажной.
Микроволновая обработка:

Заключенные в парафин срезы тканей нужно обработать в микроволновой печи перед иммуноокрашиванием. Налейте в пластиковый стакан 10мМ буфера соли лимонной кислоты, pH 6,0 (На 2,1 г лимонной кислоты добавьте 1л дистиллированной воды. Доведите pH фактор до 6,0, добавив 2M NaOH). Обработайте стекла в микроволновой печи мощностью 750 Ватт или выше 2-5 раз, в зависимости от фиксации ткани, каждый сеанс в течение 5 минут. Долейте в стакан буфера между обработками. Оставьте стекла при комнатной температуре приблизительно на 20 минут после последней обработки. Не позволяйте стеклам подсыхать в течение всей процедуры.
Методика иммуноокрашивания:
Шаг I 


Первичное антитело: Нанесите достаточное количество капель первичных антител, чтобы покрыть ткань. Инкубируйте 20-30 мин. при комнатной температуре. Отмойте стекла, как описано выше.

Шаг II 


Связующий реагент: Нанесите достаточное количество капель связующего реагента, чтобы покрыть срезы ткани. Инкубируйте в течение 10-20 мин. при комнатной температуре. Отмойте стекла, как описано выше.

Шаг III 


Помечающий реагент: Нанесите достаточное количество капель связующего реагента, чтобы покрыть срезы ткани. Инкубируйте в течение 10-20 мин. при комнатной температуре. Отмойте и вытрите стекла, как описано выше.
Шаг IV 
Субстрат/Хромоген: Нанесите рабочий раствор хромогена на 5 мин. при комнатной температуре для проявления цвета. Для получения лучших результатов рассмотрите под микроскопом до появления сигнала. После получения желаемого сигнала для шумового коэффициента остановить реакцию, сполоснув стекла промывочным буферным раствором. Запишите время проявления цвета и принимайте его во внимание во время последующих инкубаций.

Шаг V 
Отмойте стекла и нанесите соответствующий контрастный краситель. Монтируйте и наблюдайте окрашивание под микроскопом.
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