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je vazba molekul imunoglobulinu
s molekulami antigenu ve tkani.

Jsou techniky, které vyuzivaji mono- Ci
polyklonalni znacené protilatky, kterymi
lokalizujeme a vizualizujeme prislusne
tkanoveé antigeny.



Patologie:
diagnosticky = urceni diagnosy
prognosticky = urceni terapie (predikce)
(karcinom prsu, karcinom tlustého streva,
maligni lymfomy)



1 30. leta XX.stoleti (histologie, Ach, Bi)
histochemie
lokalizovat chemickeé latky v miste vyskytu
v tkani na urovni histologicke nebo cytologicke
 40. Iéta XX. stoleti prvni prukaz Ag ve tkani
pomoci fluoresceinem znaceneé Ab
1 50. léeta patologicka diagnostika
1 70. leta XX. stoleti
- monoklonalni Ab
- znacka na Ab je enzym




*» v diagnosticke praxi u rady chorob

“* v rostlinné biochemie
- presna lokalizace Ag v rostlinném pletivu
- analyza kinetickych parametru
v jejich prirozeném prostredi
- zmény aktivit enzymu zpusobené
regulacnimi mechanismy nebo stresovymi faktory



ZAKLADNI TYPY IMUNOHISTOCHEMICKYCH METOD

o Nepiima metoda
Prima metoda = dvojstupriové metoda, zaloZena na

= primarni protilatka znaéena pfimo imunologické vazbé sekundami znacene
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Prima metoda
= primarni protilatka znagena pfimo

Fiiné znaceni primarni

prmtilatky, rapt. kovam &
ﬁ' fluorescairem
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Rez

Primarni Ab je primo oznacena fluoresceinem,
enzymem nebo kovem

v Ag ve tkani ve vysoké koncentraci

v konjugované Ab dostupné pro Siroké spektrum
Ag a vyuzivaji se zejmeéna v nativnich rezech.

v’ pfi pouziti v parafinovanych rezech je metoda malo
citliva



Neprima dvoustupriova metoda

Provedeni je komplikovaneéjsi, ale metoda je citlivejsi.

v'Na tkanové rezy se aplikuje neoznacena Ab specificka
proti prokazovanému Ag (primarni Ab)

v'na ni se nanasi Ab proti Fc-fragmentu imunoglobulint
zvirete, jez byl darcem primarni Ab, ktera je znacena

Nepfima metoda
= dvojstupfiovéd metoda, zaloZena na

imunologicke vazbé sekundami znacene
problatky na protilatku primami
Sekundami protilatka,
znadend flusrochromen 2
SRZymem

i
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Nepfrimé trojstupriové metody

v'slouzi k zesileni signalu, kdyz mnozstvi Ag ve tkani nizké

v’ prvni krok: reakce specifické Ab s Ag ve tkani

v'druhy krok: aplikace neznac¢ena Ab proti imunoglobulint
zvirete, jehoz protilatky se pouzivaji v prvni a treti fazi.

Sekundarni Ab = spojovaci, tvori mustek,ktery se pridava
v nadbytku.

Nepfima trojstupnova metoda

HJW v treti faze nanasi se znaceny
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Dva neprimé trojstupriové metod

Nepfima trojstupnova metoda
< metoda PAP nebo APAAP HJT
* metoda ABC
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Metoda PAP nebo APAAP
v treti krok nanasi se znaceny komplex, napr. PAP
- peroxidasa-anti-peroxidasovy komplex.
v" nebo znac¢eny komplex s alkalickou fosfatasou APAAP
- alkalicka fosfatasa-anti-alkalicka fosfatasa
( kdyz preparaty obsahuji vysokou aktivitu endogenni
peroxidasy a nelze spolehlive zarucit jeji inaktivaci)



Metoda ABC (avidin-biotin kormplex)

Zalozena na tvorbé pevné irreverzibilni vazby mezi

biotinem a avidinem
Avidin bilkovina vaje€ného bilku

Biotin vitamin H o 5
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Avidin muze vazat az 4 molekuly biotinu.

** néktera vazebna mista avidinu jsou volna
“* jina jsou obsazena biotinem znacenym peroxidasou

nebo biotin-alkalicka fosfatasa

* volna mista avidinu jsou pripravena pro navazani
biotinylované protilatkové molekuly (mustku).



Trojstupnova metoda vyuZivajici
(streptiavidin biotin komplex (SABC)
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Metoda SABC

avidinu z bakterie Streptomyces avidini, ktery
dava lepsi reakci se tento komplex

K dispozici jsou citlivé detekCni soupravy, poskytujici
uspokojivé vysledky pri minimalnim mnozstvi komplexu
antigen-protilatka.



Metoda ABC v praxi

Ab somatostatin v D-burnkach
Langerhansovych ostrivkii




Postup pri imunohistochemil

“* rostlinny Ci zivoCisny material narezat
“* napinani rezu

*» fixace

% eliminace endogennich enzymu

*+ blok pozadi

“+ vazba Ab a detekCcniho systemu

“ odvodnovani a montovani preparatu



Krajeni a napinani rezi

» Kazdou tkan lze krajet mikrotomem na jinou minimalni
tloust’ku rezu
uspéch 5 um (u tkani je zachycena jedna vrstva bunek)

** Nakrajené rezy napnout na kapce vody
na podloznim sklicku potazeném vhodnou lepivou
substanci:

1 smeés bilek-glycerin

] zelatina

 poly-L-lysin

J APES (3-amino-propyl-triethoxysilan)



Aby bylo mozné tkan krajet je treba ji upevnit:

** bezova dus

s prosytit tkan zalévacim meédiem a nechat ztuhnout
pak teprve Ize upnout do mikrotomu a krajet

“* zalévaci média nejsou misitelna s vodou, je treba
napred tkan odvodnit

odvodnéni tkane:

stoupajici radou alkoholu, ktera tkan projasni

(methylsalicylat, methylbenzoat)

zaliti tkane:

*» parafin (56°C)

“ smeés plastickych polymeru = paraplast

% v zalévaci komurce

“ v chladnoucim paraplastu odstranovat bubliny jehlou
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Cil fixace: je zachovani struktury bunéek a tkani
ve stavu, ktery je co nejpodobnéjsi tomu,
v nhémz se vyskytuji zaziva.
Fixace zastavi nebo zpomali metabolické deéje
(v pripadé zmrazeni)
Stabilizace enzymu ¢€i proteinu pusobenim ¢€inidel

Zpusoby fixaci:

v fixa€nimi roztoky
v’ zmrazenim tkané
v teplem




fixacni roztoky nebo pary:

v’ aldehydy (pufrovany vodny roztok formaldehydu)

v alkoholy (ethanol, methanol —odnimaji vodu z tkané)
v kyseliny (octova, trichloroctova, pikrova)

v glutaraldehyd

v soli tézkych kovli

zmrazeni tkane:
zpomaleni metabolickych procesli

teplem
fixace tkané pomoci mikrovin




Pri vybéru zpusobu fixace je treba dbat:
 zachovani morfologie tkanovych struktur
 zachovat antigenicitu a minimalizovat vznik artefaktu

v' Chemické latky, které chceme identifikovat, je
zapotrebi imobilizovat, fixovat.

v'Velké malo difunzibilni makromolekuly nedélaji problémy
(proteiny a polysacharidy).

% Chemickeé fixativum pronika do hloubky tkané, jeho
celni hranice predstavuje vyrazny fyzikalne-chemicky
gradient, coz mize zmeénit distribuci nékterych typu
molekul ve tkani (natlacit je na biomembrany).

*+ Difunzibilni malé rozpustné molekuly behem klasickeho
zpusobu fixace nejsou imobilizovany a jejich puvodni
distribuce je setrena.



malé rozpustné molekuly — fixace

v" rychlé zmrazeni tkané

v rychlé zmrazeni tkané s naslednou mrazovou sublimaci
(mrazové vysouseni ve vakuu — |yofilizace)

termosenzibilni enzymy

nelze prokazovat v parafinovych rezech
(56°C teply parafin)

Inaktivace

Cilem ziskat preparat, kde prukaz cilové latky by byl
v Case stabilni.



Eliminace endogenni aktivity enzymu

“ Pro prokazani vazby Ag-Ab se pouzivaji znacky
(peroxidasa, alkalicka fosfatasa)

** Tyto enzymy se mohou vyskytovat prirozene
ve zkoumané tkani
(falesné pozitivni reakce)

Blokace endogenni aktivity enzymu:
v peroxidasa: substrat 1-3% peroxid vodiku v methanolu
nebo ve vode (20-30 min)
v alkalicka fosfatasa lavamizol
v avidin a biotin
(muze se vyskytovat v jatrech a ledvinach)
blokace:
0,1-0,01% avidin v PBS (20 min)
0,01 - 0,001% biotin v PBS (20 min)




Nespecificka reakce muze zpusobit faleSnou pozitivitu:

d aktivita endogennich tkanovych enzymu

 endogenni avidin-biotin

d kontaminace fezul nebo reagencii cizorodymi latkami

 krizové reakce (protilatky s podobnymi epitopy)

 nespecificka vazba primarni protilatky v dusledku
nekovalentnich hydrofobnich interakci

d nespecifické vazby v dusledku elektrostatickych
interakci (uzit pufry s vyssi iontovou silou)

] poskozeni rezu (napr. vyschnuti)

d difuze tkanovych antigennich struktur do okolni tkane

 nespecificka reakce sekundarnich, tercialnich protilatek
s Fc receptory Ig pritomnych v tkani

 pohlceni antigenu fagocyty

] nekroza tkane spojena s vylitim cytoplazmatickeho
obsahu do intercelularnich prostor



Nespecifickému vychytavani specifické protilatky

Lze Castecné predejit vysycenim tkané bilkovinami:
v mléko
v nespecifické sérum

Tkan se saturuje neskodnymi proteiny a nespecificke
pribarvovani je potom mensi.
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Vazba protilatek a dete

v antigen v tkani se vaze s primarni Ab

v na primarni Ab vazba sekundarni, popr. tercialni Ab

v posledni Ab je znacena chromogenem

v vysledkem je pritomnost chromogenu v misté, kde
doslo ke specifické vazbe, tj v miste, kde se vyskytoval
hledany Ag

Pro uspésnou detekci je treba dodrzovat podminky
pribalového letaku protilatky (pH, typ fixace, redéni, doba
iInkubace atd.).



Vizualizace lokalizace antigenu.

fluorochromy — imunofluorescence

FITC (fluorescein-izothiokyanat)

TRITC (tetramethyl-rhodamin-izothiokyanat)
DANSYL(1-dimethyl-aminonaftalen-5-sulfonylchlorid)
derivaty rhodaminu B

texaska Cerven

enzymy — imunoenzymove lokalizace
kfenova peroxidasa

alkalicka fosfatasa

acetylcholinesterasa

kovy castice zlata 5-20 nm



Enzymova znacka a jeji substrat:

produktem cinnosti enzymu je nerozpustny pigment.
peroxidasa

3,3 -diaminobenzidin (DAB) peroxidasa reaguje

se svym substratem peroxidem vodiku. Oxidaci rozpustného
DAB je stabilni hnedy produkt, nerozpustny v alkoholu,

a proto se béhem dehydratace pred montovanim rezu
nevyplavi.

Pozor na azid sodny — konzervacni cinidlo protilatek, ktery
je inhibitorern peroxidasy

3-amino-9-ethylkarbazol (AEC)

(karminoveé Cervené zbarveni)




Alkalicka fosfatasa

naftol-AS-MX fosfat

Fast Blue BB

Fast red

Vysledkem je Cervené nebo modreé zbarveni, kterée

je vSak rozpustné v alkoholu, proto musime montovat
rezy do hydrofilniho meédia.



Fluorescencni znacka a fluorescencni mikroskop

v Fluorochromy jsou barviva, ktera vykazuji fluorescenci.

v Fluorescenci detekujeme pomoci fluorescencniho
mikroskopu.

Fluorescence: sveétlo kratsi vinové délky absorbovano

a je emitovano svetlo o delsi vinove déice

** behem excitace fluorochromu UV sveéetilem intenzita
emitovaného svetla slabne (vysviceni).

*» fluorescencni mikroskop ma jako svetelny zdroj rtut'ovou
nebo xenonovou vybojku nebo laser

“* mezi zdroj a vzorek a pred okular jsou vrazeny filtry
k selekci vhodné budici vinové délky ci odliseni
excitovaneho svétla od budiciho
(a aby UV nesmeérovalo do okularu).



Chromogeny pri imunofluorescencnich technikach:

% fluorescein-izothiokyanat (FITC, zelena barva)
< tetramethyl-rhodamin-izothiokyanat (TRITC, cervena)
% texaska cerven (Cervena barva)

Média pro montovani nesmi vykazovat vilastni fluorescenci.
Na jednom histologickém rezu lze prokazovat i vice
antigenu za sou¢asného pouziti riznych chromogendt.

PtK2 buriky ledvin obrazek: www.under-microscope.com



Artefakty a jejich reseni

v’ srazeniny fixaéniho cinidla

v zuby po mikrotomovém nozi

v’ zraseni a sklady (nedostatecné natazeni tkané)

v" bila mista a stérbiny z nerovhomérné kontrakce (smrsténi)
v bubliny vzduchu

v §pina a prach

v’ srazeniny barviva

RESENI

zarazeni negativni a pozitivni kontroly



Negativni kontrola

] preparat, ktery neobsahuje prokazovanou latku (antigen)
] obsahuje antigen, ale behem procesu jsme vynechali
reakci s primarni Ab

Pozitivni kontrola
Preparat, o kterem vime, ze obsahuje prokazovany Ag,
reakce v pripade IHC je pozitivni.



Imunohistochemie v praxi



Zaliti tkane




krajeni fezu

BlocCek je upnut do rotacniho mikrotomu a krajen na
histologicke rezy (5-10 um), ktere pri vhodne teplote
parafinu a mistnosti se slepuji do pasky.



REZANI OBJEKTU

volna ruka] ruéni (svorkovy) mikrotom vibratom

strojni mikrotom - rotacni zm_i'(azct)vaci
sankoveé INIKroLorr
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Napinani fezu

Rezy jsou preneseny (Stéteékem nebo jehlou) na teplou
vodni hladinu, kde se rozepnou. Pak se prenesou

na podlozni sklicko potazené APES a nechaji se rozpinat
na temperované podlozce, poté rezy zasychaji v
termostatu (pres noc). Misto APES lze pouzit
poly-L-lysin

glycerin-bilek

kamencova zelatina



Rozpusténi paraplastu

Rezy je tfeba odparafinovat (odstranit zalévaci médium)
jeho rozpusténim v xylolu (smés izomeru xylenu).



Zavodnéni tkané a obnoveni pristupnosti antigenu
c¢astec¢nou proteolyzou.

“ protazeni preparatu sestupnou alkoholovou radou
(96, 80 a 70%) — zajisti se plynula hydratace tkane
(z hydrofobni na hydrofilni)

% enzymové traveni tkanée 30 minut s predehratym 2 %
pepsinem pri 37°C, zajisti lepsi pristupnost tkanovych
antigennich determinant
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Blokace endogenni peroxidasy a nespecifické vysyceni
tkané bilkovinami.

Preparat oplachnout dest. vodou (3x5 min)

blokace peroxidasy 20 min v kyveté (1,8 ml peroxidu v 100 ml methanolt
oplach dest. vodou

inkubace s neimunnim sérem nebo 5% susené mléko v PBS

(odstranéni nespecifickych interakci protilatky s pozadim)



Reakce s primarni a sekundarni protilatkou.

* Inkubace s primarni protilatkou, redénou v PBS
(na preparat nakapneme 100-150 pl protilatky, inkubace
pres noc v lednici).

% Oplach pufrem (3x5min).

“* Reakce se spojovaci (sekundarni) biotinylovanou protilatkou
(4 ml PBS + 1 kapka séra + 5 pl biotinylované protilatky).

% Inkubace 45 min pfi 37°C. Oplach 3x5 min PBS.



Vizualizace chromogenu

** Po oplachu na preparat ABC-komplex (45 min pri 37°C)
(4 ml PBS + 10 pl A+ 10 pl B). Oplach v PBS.

% 10 mg 3,3 -diaminobenzidin v nékolika kapkach
N,N-formamidu + 30 ml PBS + 15 ul peroxidu vodiku a
zfiltrujeme. Filtrat 10 min na preparat.



Nespecifické dobarveni tkariového pozadi

* Sklicka do kyvet s dest. vodou (2x vymeénit).

% Provedeme kontrastovani v 5% CuSO, (10 min)

“ Opet oplach v kyvetach (2x dest. voda)

“+ Dobarveni bunécnych jader Gillovym hematoxylinem (30 s)



Odvodnéni a montovani preparatu

* vyprani nadbyte€ného barviva
/

% odvodnéni vzestupnou alkoholovou radou (70-80-96%)
aceton, xylen

/

+ uzavrit do solakrylu nebo kanadsky balzam, kryci sklicko
zaschnout v termostatu



Zakladni mikroskopické techniky
SVETELNY

MIKROSKOP TRANSMISNI
ELEKTRONOVA
MIKROSKOPIE

oko

elektronové [
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Gocka objektivu projektoru
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prohlizeci
obrazovka nebo
fotograficky
film




The First
Compound
Microscope
(circa 1595)

Specimen
Holder

HISTORIE SVETELNE MIKROSKOPIE

Guiseppe Campani

Sli?'lli'r:lgpllgod Turned Ivory Monocular English Tripod
Microscope Microscope Microcope

(circa 1662) by John Yarwell

(circa 1680s)

(circa 1640s)

Leeuwenhoek
Microscope
(circa late 1600s)

The Olympus
Provis AX-70
Designed for medical students This state-of-the- (circa 1998)

in the late 19th Century, this art microscope
Wenham-style binocular micro- P g
scope, designed and built by ::;né?&nsﬂﬁg?::ggzlgg

Henry Crouch ifies advance- - A
ryments oftt‘{f; period. polarized light, phase
contrast, and

photomicrography
using several film
formats and digital

image capture.

Hooke Microscope
(circa 1670)
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useCka - 10 um, zvétSeni - 1000 x |



Vysvétleni fotografii:
Vpravo vzdy kontrola — vynechani primarni protilatky
Vievo : proti Ag navazana primarni Ab (kralici)
sekundarni Ab (kozi proti kralici)
znacena 10 nm casticemi Au
nasleduje zviditelnéni castic Au
stribrem (technika podobna fotografickeé)
nahore: bunécna stena
dole: floem
aminoaldehyddehydrogenasa



ledvina

Vyskyt Na*/K* ATPasy v bazolateralnim labyrintu
proximalniho a distalniho tubulu



