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Direkt immunhisztokémia gyakorlat

Gyakorlat menete:

1. Egér lép izolaldsa, szovet metszése targylemezre, fixaldsa acetonban. (megtortént)

2. Endogén peroxidaz enzim gatlasa PBS-ben oldott fenilhidrazinnal (MERGEZ0) 10
percig.

3. Mosas PBS-sel 2x2 percig. (PBS: Phosphate buffered saline, izotdnias séoldat)

4. Nem-specifikus protein-kotohelyek blokkolasa 5% BSA-PBS oldattal 10 percig.
(BSA: bovine serum albumin = marha albumin)

5. Az antigén (egér Thy-1, T-sejt marker) jelolése HRP-konjugalt anti-egér Thy-1
monoklonalis antitesttel 30 percig.

6. Mosas PBS-sel 3x2 percig.

El6hivas kromogén oldattal (AEC: amino-etilkarbazol, MERGEZO) és hidrogén-
peroxiddal (szubsztrat), 0,1 M Na-acetat pufferben. (pH 5.2)

8. Kész metszetek megtekintése a mikroszkdpban.

HUZZATOK KESZTYUT!




Immunhisztokémia 1.

1. Mitél ,hiszto”? = hisztologia = szovettan (ilyet mar sokat lattatok)

3. Szovet
festése

1. Szovettani 2. Szovet
mintavétel metszése

Glomerulusok (Gomori- 4. Vizsgalat fénymikroszkdppal
féle ezlistozés)



Immunhisztokémia 2.

2. Mitél , hisztokémia”?

A szovet kémiai Osszetételét probaljuk jellemezni.ll]
Pl. H&E festésnél:

* hematoxylin - savas kémhatasu anyagok (,basophil” pl. DNS a
sejtmagban)

* eosin — ldgos kémhatasu anyagok (,,eosinophil” pl. fehérjék a
cytoplasmaban, kollagén az extracelluldris matrixban, stb.)

3. Mitél ,,immunhisztokémia” (IHC)?

Antitest-antigén reakcion alapul.

Cél: Valamilyen antigén kimutatasa specifikus antitest segitségével a
szovetben. (a sejtfelszinen, a sejt belsejében, vagy az extracellularis térben)

Az antigén-antitest reakcio szintelen, |athatova a hasznalt antitesthez kotott
jelolé molekulakkal tehetd. (lasd el6z6 gyakorlaton)

Enzim immunhisztokémia esetében a jelol6 molekula egy enzim, ami a
hozzaadott szubsztrat és kromogén hatasara utobbibdl valamilyen oldhatatlan
szines végterméket hoz |étre, ami fénymikroszkopban lathaté.

Fluoreszcens IHC esetén a jel6l6molekula egy fluorokrém. (l1asd kés6bb)



Enzim immunhisztokémia

Alkalikus foszfataz
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Szovetminta Antigén + Antitest Immunhisztokémia
Leggyakrabban hasznalt enzimek: Fontosabb kromogénjeik:
- »K 1. HRP (Horseradish peroxidase):
. Torma peroxidaz * DAB (diaminobenzidin)
» AEC (amino-etilkarbazol)
2. ALP (alkaline phosphatase):

* NBT (nitro blue tetrazolium)




oldhato |}~

ELISA

= p-nitrofenil-foszfat (pNPP) » =
Alkalikus hisztokémia
: : Idhatatlan j Z
foszfataz Nitro blue tetrazolium (NBT) P i munoblot
E Fast Red bldhatatlan . hisztokémia,
immunoblot
— ABTS - - oldhaté ELISA
- o-feniléndiamin (OPD) — | oldhaté ELISA
— tetrametilbenzidin (TMB) = oldhato ELISA
— o-dianizidin ~ —| oldhaté ELISA
Peroxidaz ||
- 5-aminoszalicilsav (5-ASA) oldhaté ELISA

diaminobenzidin (DAB)

oIdhatatIanJ

hisztokémia,
immunoblot

3-amino-9-etilkarbazol (AEC)

oldhatatlan

hisztokémia,
immunoblot

4-kloro-1-naftol (4C1N)

oldhatatlan

hisztokémia,
immunoblot

A kromogéneknél fontos szempont,
hogy oldhato-e a végtermékiik:

Enzim IHC esetében
kovetelmény, hogy a végtermeék
oldhatatlan legyen, hiszen igy

nem diffunddl el a reakcid
helyétél, és ott latjuk a

mikroszkopban a jelet, ahova az
enzim-jelolt antitest kotodott.

ELISA esetén (lasd kés6bb) épp
forditva, oldhatdo végterméket
add kromogének hasznalatosak.



Direkt vagy indirekt?
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Direkt IHC Indirekt IHC

Enzim IHC esetében az indirekt mddszer terjedt el, mert bar idGigényesebb, mint a direkt, de
vannak elényei:[2]

* Er6sebb a jel. (Ez kiilondsen akkor fontos, ha a vizsgalt antigén csak kis mennyiségben van
jelen a szbvetben.)

* Hosszu tavon olcsdbb. (Ugyanaz a masodlagos antitest tobb els6dleges antitesthez is
hasznalhato, igy egyetlen jelolt ellenanyag elég a kilonb6z6 antigének kimutatasahoz. A
jelolt antitestek rendszerint dragabbak.)



Komplex el6hivo rendszerek

Avidin-biotin komplexek (ABC) PAP (peroxidaz anti-peroxidaz komplex)

l

Peroxidaz Avidin-biotin
enzim \xq‘>¥<~e/rmzimkomplex (ABC) Peroxidiz
X<0>X<° Egér enzim
Biotinalt —— anti-peroxidaz antites
masodlagos antitest Anti-egér
Elsédleges i

/ \ anti—, A” a?\titest Ege;ni:g;t"A" /)L\ antitest
/\ /\ — »A" antigén »A” antigén
A biotin-avidin kot6dés a legerGsebb ismert Peroxidazzal immunizalt allat szérumabol
nem-kovalens kolcsénhatas fehérje és ligandja nyert anti-peroxidaz antitesthez
kozott. A biotinalt masodlagos antitesthez peroxidazt adnak. Az antitestek ezzel
biotinhoz kotott enzimet és avidint vagy komplexet képeznek (PAP), az enzim
streptavidint adnak. Az avidin hidként azonban megtartja enzimatikus

szolgalva nagy enzimkomplexeket hoz létre.[3] aktivitasat.l4!

Ertelme: Tovabbi jelerdsités Ertelme: Tovabbi jelerdsités



Endogén peroxidaz gatlasa

e Miért kell?
— Peroxidaz sokféle sejtben talalhaté. Emlékeztek? - pl. oxidativ burst a mieloid
fehérvérsejtekben (pl. neutrophil, monocyta/macrophag - 2. gyakorlat)

— Az enzimjeik ugyanugy atalakitjak a
. Phagolysosoma
szubsztratot. > nem csak a vizsgalt s Q
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Telités (blokkolas)

e Miért kell?

— Ugyan az antigén és az antitest kozott specifikus reakcid jon létre, azonban
|étrejohetnek nem-specifikus fehérje-fehérje kolcsonhatasok a szovetben
talalhatd fehérjék és az antitestek kozott (lasd kovetkezd dia) - nem-specifikus
hattérjel

A nem-specifikus kot6helyeket blokkolni kell, mielétt hozzaadjuk az antitestet. Erre a

vizsgalt szovett6l és a hasznalt antitesttdl fluggben kilénbdz6 feherje oldatokat
hasznalnak, pl.:[7

— BSA, szérum, tejpor <% Y, Ne,m ko,tc,J,dc?tt an:“t.eSt
Telité (pl. BSA) o=~ s telité kimosadik
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Blokkol4s nélkiil Blokkolassal Csak specifikusan
l l kotédott antitest marad

Nem-specifikus kotédés  Verseny a nem-specifikus
kotbhelyekért



Nem antigen-specifikus antitest-feheérje
kdlcsonhatasok

Néhany lehetséges fehérje-fehérje kdlcsonhatas: Specidlisan az antitesteket
A" peptid érint6 probléma:
(CH,),
Fab .
Hidrogén- H, |H4+ Antitest
kotés D|szulf|d lonos kotés
G = ®
| Fc receptor
CH H|drofob CH,
/L\gw\‘\
peptid

Az Fc receptorokat jeldletlen
immunglobulinnal lehet blokkolni.

humdn  manduldban telités
nélkil (bal) és telitéssel. (jobb)




Kettds jelolés

Hagyomanyos enzim IHC esetében egyetlen metszetben csak egy antigén mutathato
ki, tobb antigén vizsgalatahoz ugyanabbdl a sz6vetbdl tobb metszetet kell késziteni és
kilon-kilon jeldlni az egyes markerekre. Pl.:

hr‘ SaeS Mﬁ' 2 L )
1. metszet. anti-inzulin 2. metszet: anti-glu kagon

Egyik lehet6ség a kettds jelolés. - Két kiulonb6z6 enzimmel jelolt antitestet
hasznalunk, melyek eltérd szinreakciot adnak, igy megkllonboztethet6 a szovetben a
két antigén.

Kettds jeldlés human prosztatarakban,
a p53 tumor szuppresszor barnaval
(DAB), az AIF (apoptosis-inducing
factor) pedig vorossel (Fast Red)
lathato ugyanabban a metszetben.[®]




Az immunhisztokémia orvosi
jelentbsége

1. Morfoldgiailag nem egyértelmd szOvettani
megjelenés(i eltérések diagnosztizalasanal nagy
segitséget jelent egy-egy betegségre jellemzé marker
vagy molekularis mintazat kimutatasa. (lasd jovére

patologiabdl)

2. Bizonyos markerek jelenléte vagy hianya nagy
prognosztikai jelent6séggel bir és megszabhatja a

beteg tovabbi kezelésének menetét is.

Az anti-apoptotikus Bcl-2 kimutatdasa normalis
folliculusban (bal) és follicularis lymphomaban. (jobb)

HER2 kimutatasa eml6rakban:
HER2/neu

e

A fels6 betegnél a tumorsejtek
expresszaljak a HER2 fehérjét, igy
nala a Herceptin® kezelés hatékony
lehet.[8] Az alsé beteg tumorsejtei
ezzel szemben HER2 negativak.



Immunfluoreszcens jelolés

 Kilonboz6 fluorokromokkal jelolt antitestekkel egyidejlileg tobb antigén is
vizsgalhaté ugyanabban a mintaban.[10] (pl. fluoreszcens mikroszkdpia, aramlasi

citometria, 1asd késébb)
Piros fluorokrom Kék fluorokrom  Z6ld fluorokrom

Gerjesztett allapot B @ e
1A /JL\ /) k\
- FAVAY AN FAVA
1 »A” antigén ,B” antigén ,C” antigén
Abszorpcid
Emisszio
ﬁ
Kék fény Zold feny Z6ld: tubulin
(nagy energiaju) (alacsopxa{bb Piros: aktin
a3 v energiaju) Kék: sejtmag
Alapallapot
A fluoreszcencia lényege Endothel sejtek immunfluoreszcens

mikroszkdpos felvételen



A fluoreszcens mikroszkopia orvosi
jelentbsége

Acridine Orange (narancssarga) fluorokrommal
jelolt parazitak (Trypanosoma) vérkenetben.

-4 et i ;’

Pl |
Linearis 1gG  lerakédas  végig a Intercelluldris (=sejtek kozotti) 1gG lerakddas
glomerularis bazalmembran (GBM) a bor hamrétegében pemphigus vulgarisban.
mentén Goodpasture syndromaban. (lasd (1asd kés6bb)

kés6bb)



Konfokalis mikroszkdpia

Hagyomanyos:

 Hagyomanyos mikroszkdpia: egy nagyobb vastagsag
Osszesitett képét adja (olyan, mint a kozonséges
rontgenvizsgalat)

* Konfokalis mikroszkopia: egy-egy nagyon vékony
szelet képét adjal’l! (olyan, mint a CT)

|, — Detektor ’
Vizsgalt sik — Leképzett

térfogat
Rés - .

. Nem-fokuszalt fény Konfokalis:
Hullamhossz sziir6 =

Hullamhossz
szliré

Lézerforras
|

Fokuszalt fény

Dikromatikus tukor —

Gerjeszto

Objektiv fény 4 Rl s -
Reés P m
Vizsgalt sik — - Leképzett
térfogat
} Vizsgalt sikok Anti-tubulin antitesttel végzett jeldlés

Minta 7~ egy mitotikus sejtben.



Konfokalis mikroszkdpia

Corti-szerv Hela-sejtek



Kolokalizacio vizsgalata

Piros: mitokondrium

Kék: CD4
Pirosas: CD8
Lila: CD4/CD8 kettds pozitiv

l

DP (double positive): Kett6s
pozitiv T-sejt, éretlen T-sejt
el6alak, 1asd késébb




Szuperfelbontasu fluoreszcens
mikroszkopia

20-50 nanométeres nagysagrend — fehérje komplexek!12.13.]

Két egérsejt telofazisban
Narancs: tubulin

Zold: aktin

Kék: kromatin
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A konfokalis (jobb) és a szuperfelbontasu STED mikroszkdpia
(bal) felbontasanak 6sszehasonlitasa mikrotubulusokon.

2014-es Kémiai Nobel-dij:
A szuperfelbontasu fluoreszcens
mikroszkopia kifejlesztéséért.”[14




Amit latnotok kellene a metszetben
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Lymphocytak szoveti megoszlasa

Th sejtek 50-60% 50-60% 35-40%
Tc sejtek 20-25% 15-20% 10-15%
B-sejtek 10-15% 20-25% 40-45%

NK-sejtek =10% lgen kevés =10%
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