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Imunofluorescencni znaéeni zmrazenych tkanovych

Fez(i pomoci protilatek konjugovanych s eFluor®
nanokrystaly

I Uvod

Tento protokol je optimalizovan pro imunofluorescencni studie zmrazenych tkanovych
Fez(l pomoci protilatek, které jsou konjugovany s eFluor® 605NC nebo 650NC — pouzitim

kitt:

e eFluor®605 nanokrystalovy konjugaéni kit (amino skupina), kat. &. 88-7071
e eFluor®650 nanokrystalovy konjugadni kit (amino skupina), kat. ¢. 88-7072

e eFluor®605 nanokrystalovy konjugaéni kit (thiolova skupina), kat. &. 88-7141
e eFluor®650 nanokrystalovy konjugaéni kit (thiolova skupina), kat. &. 88-7142

Poznamka
Inkoust PAP Penu muze interferovat se signalem eFluor® nanokrystalu, a proto neni doporuceno spole¢né
pouZziti.

I MATERIAL

Pfis

1X TBS; fedéni ze zasobniho 20X TBS promyvaciho pufru pro IHC (kat. €. 00-4954)
Aceton, (reagent grade)

Blokaéni Cinidlo: IHC/ICC blokac&ni pufr s nizkym obsahem proteint (kat. €. 00-4953)
nebo IHC/ICC blokacni pufr s vysokym obsahem proteinu (kat. €. 00-4952)

protilatka konjugovana s eFluor® nanokrystaly

Fluoromount G vazebné médium (kat. €. 00-4958)

zvlhéena nadobka (do které se budou umistovat sklicka s komlrkami béhem
inkubace)

parafilm

kryci sklicka (velikost odpovidajici velikosti tkanovych fez()

lak na nehty

troje:
mikroskop (vybaveny pfislusnymi filtry)
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I PROTOKOL

1. Pripravte si zmrazené fezy a umistéte na sklicka typu ,superfrost plus®. Vysuste
sklicko s fezy, 10 minut na vzduchu.

2. Pro zafixovani vzork(, ponofte sklicko do sklenéné nadoby obsahujici aceton a
inkubujte 10 minut.

3. Odstrarite aceton a okamzité zavodnéte tkan 1X PBS 10 minut, pfi pokojové
teploté.
Poznamka: Je ddlezité, aby buriky v tomto kroku nevyschly. Pfipadné vyschnuti by mohlo vést ke
zvySenému pozadi pfi znaceni a nasledné nespravné interpretaci vysledkd.

4. Pro zablokovani nespecifickych vazebnych mist aplikujte na tkanové fezy blokacni
pufr (s nizkym nebo vysokym obsahem proteint), 1 hodinu pfi pokojové teploté.
Pouzijte pfiblizné 100 ul na tkan o velikosti 1.5 cm x 1.5 cm (mnozZstvi pufru
umérné zvySime dle velikosti tkané). Abyste omezili odpafovani blokacniho pufru
a rovnomerné rozlili roztok na tkan, pouzijte pinzetu a opatrné zakryjte tkanovy rez
parafilmem. Vystfihnéte parafilm tak, aby jeho velikost odpovidala velikosti tkané.

Neni nutné napinat parafilm nebo zakryvat okraje sklicka.

Poznamka: Blokacni pufr: Pri pouziti protilatek konjugovanych s eFluor® nanokrystaly
doporucéujeme pouZit vhodny blokaéni pufr. Nej¢astéji se doporuéuje pouZiti IHC/ICC blokacniho
pufru s nizkym obsahem proteint (kat. ¢. 00-4953). Pro tkané/protilatky s vysokym podilem
nespecifického znaéeni, pro jaderné antigeny a FFPE preparaty je doporuc¢en IHC/ICC blokacni
pufr s vysokym obsahem proteint (kat. . 00-4952).

5. Pinzetou opatrné odstrante parafilm z tkanového fezu a ponofte sklicko do
sklenéné nadoby obsahujici TBS. Opatrné omyjte sklicka v TBS, 5 minut/promyti
na michacce nastavené na nizké otacky (45 rpm). Vymérite roztok 2x — celkem
tedy 3 promyvaci cykly, pfi pokojové teploté.

Poznamka: Pro dosazeni maximailni intenzity signalu (pfi pouziti protilatek konjugovanych s
eFluor® nanokrystaly) doporuéujeme pro promyti a inkubaci pouZit pufry s TBS zakladem.

6. Naredte protilatky konjugované s eFluor® nanokrystaly blokaénim pufrem a
zakryjte pred svétlem. Kvuli rizné specifité a afinité jednotlivych protilatek je
nutné vytitrovat optimalni koncentraci. Obvykle je doporucena jako vychozi
koncentrace eFluor nanokrystalového konjugatu v rozpéti 1-40 nM.
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7. Naredénou protilatku aplikujte na tkan a zakryjte parafilmem, viz krok 4. Pro
dosazeni nejlepSich vysledku, inkubujte ve zvihéené nadobce pres noc, pfi 4°C.

Chrante pred svétlem.

Poznamka: Protilatky, které reaguji se silné exprimovanym antigenem, mohou mit krat$i inkubacni
dobu (1-2 hodiny pfi pokojové teploté). Optimalni inkubalni doba zavisi na konkrétni protilatce a
cilové tkani.

8. Opatrné promyjte tkan 3x v 1X PBS (5 minut/promyti), jak je popsano v kroku 5.
Chrante pred svétlem.

9. Aplikujte 2-3 kapky Fluoromount G vazebného médium (kat. €. 00-4958), zakryjte
krycim sklickem. Utésnéte kryci sklicko bezbarvym lakem na nehty a nechte 20
minut zaschnout, ve tmé.

10.Pro dosazeni nejlepSich vysledkl ihned mikroskopujte. Preparaty mohou byt
skladovany pfi 4°C, ve tmé.



