
H3K27me3 (Lys27) –  Anticorc mcnciccnnc de icechc H3K27me3 (Lys27) (iccne C36B11)

Códigc EP-12-53333 1mc Ccnientondc

• Validade e lote do produto : Ver frasco
• Temperatura de armazenamento : 2 à 8ºC (não congelar)
• Clone : C36B11
• Isotipo Ig : IgG de coelho
• Diluição : 1:50
• Imunógeno : Peptídeo sintético correspondente aos aminoáccidos terminais da histona 3 humana 

em que o Lys27 é trimetilado.
• Reatiiidade : RUO – (Humanos – não testados em outras espécies)
• Controle positiio : Tumor maligno da bainha do nerio periférico
• Marcação : Nuclear

Arciinções icnheiidns
Em Imunohistoquímica (IHQ) para uso em tecidos embebidos em parafna. 

Esreiifiinções:
O  nucleossomo,  que  é  feito  de  quatro  proteínas  histonas  centrais  (H2A,  H2B,  H3  e  H4),  é  o  componente  cromatina  principal.  Foi
originalmente  pensado  para  funcionar  como  um  andaime  estáctico  para  o  Empacotamento  de  DNA,  embora  as  histonas  tenham
posteriormente demonstrado ser proteínas dinâmica, pois eles sofrem iácrios tipos de modifcaççes pós-tradução, incluindo acetilação,
fosforilação, metilação e ubiquitinação. 
A metilação das histonas é um determinante fundamental para a formação de regiçes atiias e inatiias do genoma e é crucial para sua
programação  adequada  durante  o  desenioliimento  embrionácrio.  Metilação  de  arginina  das  histonas  H3  (Arg2,  17,  26)  e  H4  (Arg3)
promoie a atiiação transcricional e é mediada por uma família de proteínas semelhantes à arginina metiltransferase (PRMT), incluindo os
coatiiadores PRMT1 e CARM1 (PRMT4). Em contraste, um conuunto mais diierso de histonas do tipo lisina metiltransferase foi identifcado,
entre  os  quais  todos,  exceto  um, contêm um domínio  SET catalítico conseriado que foi  originalmente identifcado em as  proteínas
reguladoras Zeste e Trithorax da mosca Drosophila Su (iar) 3-9.
A  metilação  da  lisina  ocorre  principalmente  nas  histonas  H3  (Lys4,  9,  27,  36,  79)  e  H4  (Lys20)  e  tem  sido  enioliido  na  atiiação
transcricional  e  no  silenciamento  do  gene.  Além  disso,  metilação  desses  resíduos  de  lisina  coordena  o  recrutamento  de  enzimas
modifcadoras da cromatina que contêm módulos de ligação de metil lisina, como cromodomínios (HP1, PRC1), dedos PHD (BPTF, ING2),
domínios Domínios Tudor (53BP1) e WD-40 (WDR5). Finalmente, a descoberta de histonas demetilases, como PADI4, LSD1, JMJD1, JMJD2 e
JHDM1 mostraram que a metilação é um marcador epigenético reiersíiel.
Mutaççes NF1 e inatiiação de CDKN2A são encontradas na maioria dos tumores malignos do bainha de nerio periférico (TMVNP), onde a
inatiiação de CDKN2A é um eiento precoce durante sua desenioliimento que ocorre durante a progressão do neurofbroma coniencional
para o atípico. Além disso, a inatiiação do complexo repressiio polycomb 2 (PRC2) resultante de mutaççes mutuamente exclusiias de suas
porççes SUZ12 ou EED1 foi recentemente identifcado em 70-90% dos TMVNPs. Nesse sentido, a inatiiação de PRC2 leia à perda de
trimetilação na histona H3 lisina 27 (H3K27me3).
A restauração de H3K27me3 e, portanto, a redução da transcrição de genes regulados por PRC2, inibe crescimento celular em TMVNP,
sugerindo um efeito cooperatiio de mutaççes PRC2 inatiiadas, NF1 e CDKN2A no desenioliimento e progressão desse tumor. Assim, a
histona H3K27me3 pode ser usada como biomarcador para predizer a atiiidade funcional de PRC2 em TMVNP.
O  anticorpo  trimetilhistona  H3  (Lys27),  clone  de  coelho  C36B11,  detecta  níieis  endógenos  de  histona  H3  sozinha  quando  ocorre
trimetilação em Lys27. Assim, o anticorpo não apresenta reação cruzada com o iariante Lys27 monometilada, dimetilada ou não metilada
ou com as histonas monometiladas, dimetiladas ou não metiladas H3 trimetilado em Lys4, Lys9, Lys36 ou com histona H4 metilada em
Lys20.

Aomnzenngem e estnbicidnde:
Armazenar entre 2ºC e 8ºC, porém o uso é feito em temperatura ambiente.

Ccnteúdc:
1. Ver frasco.

Nctns téiniins imrcotnntes: 
1. Eiitar contato dos reagentes com os olhos e membranas mucosas. Caso os reagentes entrarem em contato com ácreas sensiieis laiar 

abundantemente com ácgua.
2. Esse produto é preuudicial se ingerido.
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3. Consulte as autoridades locais ou estaduais com relação ao método recomendado de descarte
4. Eiitar a contaminação microbiana dos reagentes
5. Recomendado para uso em pesquisa (RUO)

Nctns dc roctciccc:
A diluição ideal do anticorpo e protocolos para uma aplicação específca podem iariar. Estes incluem, mas não estão limitados a: fxação,
método de recuperação com calor, tempos de incubação, espessura do corte do tecido e kit de detecção usado. Deiido a sensibilidade
superior destes reagentes únicos, a recomendação dos tempos de incubação e títulos enumerados não são aplicácieis para outros sistemas
de detecção, pois os resultados podem iariar. As recomendaççes da bula e protocolos estão baseados com o uso exclusiio dos produtos
EasyPath. É de responsabilidade do pesquisador determinar as condiççes ideais. 

Poctciccc: 
1 - Desparafnização - Estufa 60-65 C por 1 hora, depois bateria de Xilol e diluiççes decrescentes de áclcool e laiar em ácgua destilada ̊
2 - Recuperação antigênica - Colocar 600 ml de ácgua destilada na panela elétrica (Muscae Plus  / EasyPath) e a(s) lâmina(s) no recipiente 
com tampão EDTA 10X pH8,5 (Recomendado EP-12-20553/6 EasyPath) ou Diia (Biocare), tampar a panela e deixar 10 minutos em 110ͦ C, 
conforme pré-programado, esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos no próprio tampão.
3 - Bloqueador de Peroxidase (Recomendado EP-11-20521/2/3 - EayPath) por 5 minutos, laiar com TBS  (Recomendado EP-11-20551/2 - 
EasyPath) e em seguida secar a lâmina com papel macio.
4 - Bloqueador de Proteína (Recomentado EP-12-20531/2/3 - EasyPath) por 5 minutos, laiar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 - 
EasyPath) e em seguida secar a lâmina com papel macio.
5 - Anticorpo primácrio por 30 minutos, laiar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 - EasyPath) e em seguida secar a lâmina com papel 
macio.
6 - Sistema de Detecção (Recomendado EP-12-20501/2/3/4/5/6 - EasyLink One EasyPath) por 30 minutos, laiar com TBS (Recomendado 
EP-11-20551/2 - EasyPath) e em seguida secar a lâmina com papel macio.
7 – DAB (Recomendado EP-12-20541/2/3/5 - EasyPath) por 5 minutos, laiar com TBS (Recomendado EP-11-20551/2 - EasyPath), depois 
com laiar com ácgua deionizada e secar a lâmina com papel macio.
8 - Hematoxilina (Recomendado EP-11-20571/3 - EasyPath)  por 1 minuto e laiar em ácgua corrente por 1 minuto.
9 - Bateria de áclcool e xilol
10 - Montar a(s) lâmina(s)

INSTRUÇÕES GERAIS

Para a obtenção de um melhor resultado da metodologia e uma completa compreensão da terminologia utilizada, nós recomendamos as
seguintes indicaççes:

Númeoc de testes oencizndcs *
O número mínimo de testes é calculado com 100µl gotas de reagente, aconselhamos seguir esta quantidade de reagentes. Em casos de
seççes pequenas, no entanto, pode-se utilizar menos.

Temrc de exeiuçãc
O tempo de execução foi calculado somando-se a duração de todas as etapas do método. Ele não inclui o tempo de desparafnizar, hidratar
e desidratar o corte.

Cccconçãc finnc
A metodologia foi padronizada a uma temperatura média de 20ºC e em condiççes normais de trabalho, utilizando-se os produtos indicados
nesta literatura. Pode ocorrer uma pequena iariação na coloração fnal, deiido principalmente a iariação da temperatura, ocorrendo esta
iariação deie-se alterar o tempo utilizado em cada reagente, com o obuetiio de intensifcar ou diminuir a coloração.

Vncidnde
Indica o tempo em que produto permanece inalterado a partir de sua fabricação, se armazenado adequadamente. Cada produto possui
uma etiqueta com identifcação do lote e data de iencimento.

Equirnmentc básiic
Bandeua de coloração horizontal, comercializada pelo Grupo Eriiegas, código EP-51-05021.
Câmara pressurizada Muscae Plus (EasyPath) para recuperação antigênica com controle de pressão, temperatura e tempo.
Duas séries de solientes, conforme metodologia de cada kit:
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• DESCENDENTE: para desparafnizar e leiar os cortes das seççes para ácgua destilada, composta de: xilol (x2), etanol absoluto (x2),
etanol a 96%, etanol a 70% e ácgua destilada.

• 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 Eriiegas código EP-51-05042 frasco com 500ml e EP-
51-05041 frasco com 100ml.

Equirnmentc icmrcementno
Podem-se ser utilizadas micropipetas para reduzir a quantidade de reagentes utilizados durante o processo, bem como outros sistemas de
recuperação antigênica como micro-ondas, panela de pressão, banho maria ou sistema automatizados para imuno-histoquímica como
intelliPATH (Biocare).

Fixnçãc e meics de inicusãc
Os tempos dos métodos foram determinados a partir de cortes histológicos de fragmentos fxados em formol tamponado com pH 7 com
tampão fosfato e inclusos em parafna, pelo tempo mínimo de fxação (Recomendado – Histofx, fxador EasyPath). A utilização de outros
fxados nas prácticas histológicas comuns (piocromoformol  de Bouin,  B5),  temperatura do processamento,  inclusão e desparafnização
podem interferir na metodologia e tempos de incubaççes.

Gnonntn Gourc Eoviegns
O Grupo Eriiegas garante o funcionamento do produto conforme especifcado nesta literatura. Para maiores informaççes sobre o produto 
ou detalhes sobre outras técnicas e produtos acesse nosso site www.grupoeriiegas.com.br. 
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