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H3K27me3 (Lys27) - Anticorpo monoclonal de coelho H3K27me3 (Lys27) (clone C36B11)

Cédigo EP-12-53333 1iml Concentrado

*  Validade e lote do produto : Ver frasco

*  Temperatura de armazenamento : 2 4 8°C (n3o congelar)

* Clone : C36B11

e lsotipolg : IgG de coelho

¢ Diluicdo : 1:50

¢ Imunégeno : Peptideo sintético correspondente aos aminoacidos terminais da histona 3 humana
em que o Lys27 é trimetilado.

¢ Reatividade : RUO - (Humanos - ndo testados em outras espécies)

e Controle positivo : Tumor maligno da bainha do nervo periférico

*  Marcacio : Nuclear

Aplicacoes conhecidas
Em Imunohistoquimica (IHQ) para uso em tecidos embebidos em parafina.

Especificacoes:

O nucleossomo, que ¢ feito de quatro proteinas histonas centrais (H2A, H2B, H3 e H4), é o componente cromatina principal. Foi
originalmente pensado para funcionar como um andaime estatico para o Empacotamento de DNA, embora as histonas tenham
posteriormente demonstrado ser proteinas dindmica, pois eles sofrem varios tipos de modificacdes pds-traducao, incluindo acetilacao,
fosforilacdo, metilacio e ubiquitinaco.

A metilacdo das histonas € um determinante fundamental para a formacdo de regides ativas e inativas do genoma e é crucial para sua
programacdo adequada durante o desenvolvimento embrionario. Metilacdo de arginina das histonas H3 (Arg2, 17, 26) e H4 (Arg3)
promove a ativacao transcricional e é mediada por uma familia de proteinas semelhantes a arginina metiltransferase (PRMT), incluindo os
coativadores PRMT1 e CARM1 (PRMT4). Em contraste, um conjunto mais diverso de histonas do tipo lisina metiltransferase foi identificado,
entre os quais todos, exceto um, contém um dominio SET catalitico conservado que foi originalmente identificado em as proteinas
reguladoras Zeste e Trithorax da mosca Drosophila Su (var) 3-9.

A metilacdo da lisina ocorre principalmente nas histonas H3 (Lys4, 9, 27, 36, 79) e H4 (Lys20) e tem sido envolvido na ativacio
transcricional e no silenciamento do gene. Além disso, metilacdo desses residuos de lisina coordena o recrutamento de enzimas
modificadoras da cromatina que contém modulos de ligacdo de metil lisina, como cromodominios (HP1, PRC1), dedos PHD (BPTF, ING2),
dominios Dominios Tudor (53BP1) e WD-40 (WDR5). Finalmente, a descoberta de histonas demetilases, como PADI4, LSD1, JMJD1, JMJD2 e
JHDM1 mostraram que a metilacdo é um marcador epigenético reversivel.

Mutacbes NF1 e inativacdo de CDKN2A s3o encontradas na maioria dos tumores malignos do bainha de nervo periférico (TMVNP), onde a
inativacdo de CDKN2A é um evento precoce durante sua desenvolvimento que ocorre durante a progressao do neurofibroma convencional
para o atipico. Além disso, a inativacdo do complexo repressivo polycomb 2 (PRC2) resultante de mutagées mutuamente exclusivas de suas
porcdes SUZ12 ou EED1 foi recentemente identificado em 70-90% dos TMVNPs. Nesse sentido, a inativacdo de PRC2 leva a perda de
trimetilacio na histona H3 lisina 27 (H3K27me3).

A restauracdo de H3K27me3 e, portanto, a reducdo da transcricdo de genes regulados por PRC2, inibe crescimento celular em TMVNP,
sugerindo um efeito cooperativo de mutacdes PRC2 inativadas, NF1 e CDKN2A no desenvolvimento e progressao desse tumor. Assim, a
histona H3K27me3 pode ser usada como biomarcador para predizer a atividade funcional de PRC2 em TMVNP.

O anticorpo trimetilhistona H3 (Lys27), clone de coelho C36B11, detecta niveis enddgenos de histona H3 sozinha quando ocorre
trimetilacdo em Lys27. Assim, o anticorpo ndo apresenta reacdo cruzada com o variante Lys27 monometilada, dimetilada ou ndo metilada
ou com as histonas monometiladas, dimetiladas ou ndo metiladas H3 trimetilado em Lys4, Lys9, Lys36 ou com histona H4 metilada em
Lys20.

Armazenagem e estabilidade:
Armazenar entre 2°C e 8°C, porém o uso é feito em temperatura ambiente.

Contetdo:
1. Ver frasco.

Notas técnicas importantes:

1. Evitar contato dos reagentes com os olhos e membranas mucosas. Caso os reagentes entrarem em contato com areas sensiveis lavar
abundantemente com agua.

2. Esse produto é prejudicial se ingerido.
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3. Consulte as autoridades locais ou estaduais com relacido ao método recomendado de descarte
4. Evitar a contaminagdo microbiana dos reagentes
5. Recomendado para uso em pesquisa (RUO)

Notas do protocolo:

A diluicao ideal do anticorpo e protocolos para uma aplicagdo especifica podem variar. Estes incluem, mas ndo estao limitados a: fixacao,
método de recuperacdo com calor, tempos de incubacao, espessura do corte do tecido e kit de deteccdo usado. Devido a sensibilidade
superior destes reagentes Unicos, a recomendacao dos tempos de incubacéo e titulos enumerados ndo sio aplicaveis para outros sistemas
de deteccao, pois os resultados podem variar. As recomendac¢des da bula e protocolos estdo baseados com o uso exclusivo dos produtos
EasyPath. E de responsabilidade do pesquisador determinar as condicdes ideais.

Protocolo:

1 - Desparafinizacdo - Estufa 60-65 € por 1 hora, depois bateria de Xilol e diluicdes decrescentes de alcool e lavar em agua destilada

2 - Recuperacio antigénica - Colocar 600 ml de agua destilada na panela elétrica (Muscae Plus / EasyPath) e a(s) lamina(s) no recipiente
com tampao EDTA 10X pH8,5 (Recomendado EP-12-20553/6 EasyPath) ou Diva (Biocare), tampar a panela e deixar 10 minutos em 110°C,
conforme pré-programado, esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos no préprio tampao.

3 - Bloqueador de Peroxidase (Recomendado EP-11-20521/2/3 - EayPath) por 5 minutos, lavar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 -
EasyPath) e em seguida secar a lamina com papel macio.

4 - Bloqueador de Proteina (Recomentado EP-12-20531/2/3 - EasyPath) por 5 minutos, lavar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 -
EasyPath) e em seguida secar a ldmina com papel macio.

5 - Anticorpo primario por 30 minutos, lavar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 - EasyPath) e em seguida secar a lamina com papel
macio.

6 - Sistema de Deteccdo (Recomendado EP-12-20501/2/3/4/5/6 - EasyLink One EasyPath) por 30 minutos, lavar com TBS (Recomendado
EP-11-20551/2 - EasyPath) e em seguida secar a |amina com papel macio.

7 - DAB (Recomendado EP-12-20541/2/3/5 - EasyPath) por 5 minutos, lavar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 - EasyPath), depois
com lavar com agua deionizada e secar a lamina com papel macio.

8 - Hematoxilina (Recomendado EP-11-20571/3 - EasyPath) por 1 minuto e lavar em agua corrente por 1 minuto.

9 - Bateria de alcool e xilol

10 - Montar a(s) lamina(s)

INSTRUCOES GERAIS

Para a obtenc¢do de um melhor resultado da metodologia e uma completa compreensao da terminologia utilizada, nés recomendamos as
seguintes indicacdes:

Numero de testes realizados *
O ndmero minimo de testes é calculado com 100l gotas de reagente, aconselhamos seguir esta quantidade de reagentes. Em casos de
secoes pequenas, no entanto, pode-se utilizar menos.

Tempo de execucio
O tempo de execucio foi calculado somando-se a duracdo de todas as etapas do método. Ele ndo inclui o tempo de desparafinizar, hidratar
e desidratar o corte.

Coloracao final

A metodologia foi padronizada a uma temperatura média de 20°C e em condi¢des normais de trabalho, utilizando-se os produtos indicados
nesta literatura. Pode ocorrer uma pequena variacdo na coloracio final, devido principalmente a variacdo da temperatura, ocorrendo esta
variacdo deve-se alterar o tempo utilizado em cada reagente, com o objetivo de intensificar ou diminuir a coloraco.

Validade
Indica o tempo em que produto permanece inalterado a partir de sua fabricacdo, se armazenado adequadamente. Cada produto possui
uma etiqueta com identificacdo do lote e data de vencimento.

Equipamento basico

Bandeja de coloracgao horizontal, comercializada pelo Grupo Erviegas, cédigo EP-51-05021.

Camara pressurizada Muscae Plus (EasyPath) para recuperacio antigénica com controle de pressio, temperatura e tempo.
Duas séries de solventes, conforme metodologia de cada kit:
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e  DESCENDENTE: para desparafinizar e levar os cortes das secdes para agua destilada, composta de: xilol (x2), etanol absoluto (x2),
etanol a 96%, etanol a 70% e agua destilada.
e ASCENDENTE: para desidratar e limpar, composta de: etanol a 70%, etanol a 96%, etanol absoluto (x2) e xilol (x2).

Aconselhamos o uso do meio de montagem ERV-MOUNT, comercializado pela Grupo Erviegas codigo EP-51-05042 frasco com 500ml e EP-
51-05041 frasco com 100ml.

Equipamento complementar

Podem-se ser utilizadas micropipetas para reduzir a quantidade de reagentes utilizados durante o processo, bem como outros sistemas de
recuperacao antigénica como micro-ondas, panela de pressdo, banho maria ou sistema automatizados para imuno-histoquimica como
intelliPATH (Biocare).

Fixacdao e meios de inclusao

Os tempos dos métodos foram determinados a partir de cortes histoldgicos de fragmentos fixados em formol tamponado com pH 7 com
tampao fosfato e inclusos em parafina, pelo tempo minimo de fixacdo (Recomendado - Histofix, fixador EasyPath). A utilizacdo de outros
fixados nas praticas histoldgicas comuns (piocromoformol de Bouin, B5), temperatura do processamento, inclusdo e desparafinizacdo
podem interferir na metodologia e tempos de incubacgées.

Garantia Grupo Erviegas
O Grupo Erviegas garante o funcionamento do produto conforme especificado nesta literatura. Para maiores informacgdes sobre o produto
ou detalhes sobre outras técnicas e produtos acesse nosso site www.grupoerviegas.com.br.
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