Vizualizacni systémy pro lektinovou histochemii a
imunohistochemii

Vizualizace - jelikoz vazba antigenu s protiladtkou (v pripadé imunohistochemie) nebo oligosacharidového zbytku s
lektinem (v pripadé lektinové histochemie) neni viditelnd, je nutné ji v dalSim kroku vizualizovat. Metody vizualizace
jsou pro oba typy vazeb podobné.

Metody vizualizace

1. Vytvoreni barevné slouceniny in situ pomoci enzymové histochemie
2. fluorochromem

3. avidin-biotin

4. kov

5. digoxigen

Vytvoreni barevné slouceniny in situ pomoci enzymové histochemie

Protilatka je znacena enzymem. Enzym rozstépi substrat, ktery jsme dodali. Produkt pak reaguje s chromogenem
za vzniku barevné slouceniny.

Nejcastéji pouzivané enzymy, jejich substraty a chromogeny:
Alkalicka fosfataza (ALP)

Musime dodrzet alkalické prostredi (pH 9).
Substrat :

m glycerfosfat (zastaralé)

= a-naftylfosfat (NP)

= bromo- chloro- indolilfosfat (BCIP)

Chromogen :

= nitrotetrazoliovd modr (NBT) - modrd reakce
= fast red - ¢ervena reakce - rozpustna alkoholem a xylenem

Krenova peroxidaza (HRP)

Substrat :
= Peroxid vodiku
Chromogen :

= Diaminobenzidin (DAB) - ¢ernohnéda reakce - nerozpustnd, osmiofilni
= Aminoethylkarbazol (AEC) - Cervend reakce - vysledny produkt je rozpustny alkoholem a xylenem, a proto
musime pouzit media rozpustna ve vodé, jako je napf. zelatina.

Fluorochrom

Jde o fluorescencni barvivo. Tyto latky maji schopnost prijmout energii ve formé excitacniho svétla. Excitacni svétlo
musi mit krdtkou vinovou délku a tudiz maji vysokou energii. Elektrony fluorochromu diky prijaté energii preskoci
na energeticky vyssi hladinu, kde ovéem nemohou setrvat, a tak se vraci zpét na svou plvodni energetickou
hladinu. Pri preskoku zpét vyzari energii ve formé fluorescencniho zareni, které ma nizsi energii, a tedy delsi
vinovou délku. Fluorescencni svétlo jsme schopni pozorovat fluorescenénim mikroskopem.

Nejcastéjsi typy fluorochroma :

1. FITC (fluoresceinisothiokyanat) zeleny
2. TRITC (rhodamin) cerveny
3. Dapi (diamidinofenylindol) modry

Avidin - biotin
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https://www.wikiskripta.eu/w/Fluorescence

Avidin je vaje¢ny glykoprotein. Biotin je vitamin H patfici do skupiny vitaminG B (nékterd literatura uvadi vitamin
B7). 1 molekula avidinu dokaze navazat az 4 molekuly biotinu. Jde o velmi silnou neimunogenni vazbu.Toho se da
vyuzit pro amplifikaci signalu. Pouziva se to napr. pokud struktura kterou hleddme je zastoupena v malé mire.
Molekula avidinu nenf plné obsazena biotinem, na ktery je navdzéna peroxidaza (popfr. alkalickd fosfatdza). Volné
misto je urc¢eno pro biotinylovanou protilatku.

Kov

Znaceni protilatek kovem se pouzivd pro metody elektronové mikroskopie. Pro znaceni se pouzivaji tezké kovy.
Museji byt elektronové denzni.

Nejcastéji pouzivany kov: ¢astice koloidniho zlata
Digoxigenin

Digoxigenin se ziskdvéa z ndprstniku. Pouzivéa se v lektinové histochemii. Lektin je oznacen digoxigeninem a pak je
nasledné pouzivana protildtka proti digoxigeninu. Protilatka je znacena fluorochromem ¢&i enzymem.

Prima metoda

Je to nejjednodussi zplsob lokalizace antigenu (popr. oligosacharidového zbytku) ve tkani. Pouzivdme jen primarni
protildtku, ktera je jiz pfimo znacena fluorochromem, enzymem ¢i kovem. Tato metoda se jiz prilis nepouziva,
jelikoz prokazovana struktura musi byt ve tkani dostatecné zastoupena a musi byt dobre pristupna protilatce. Na
parafinovych rfezech neni tolik citliva.

Neprima dvoustupnova metoda

U této metody pouzivdme primarni protildtku namifenou proti hledanému antigenu (v pripadé lektinové
histochemie je primarni protildtka namirena proti lektinu), kterd neni znacena. Na primarni protildtku navdzeme
protildtku sekundarni, kterd se vaze na Fc fragment imunoglobulinu zvifete, ze kterého byla ziskdna primarni
protildtka. Sekundarni protildtka je jiz znacena fluorochromem, enzymem ¢&i kovem.

Neprima trojstupnova metoda

Jde o metodu amplifikacni, kterd se pouziva k zesileni signdlu. Signal je potreba zesilit napr.: v pripadé, ze je ve
tkani nizké mnozstvi molekul antigenu.

1. stupen - Pouzijeme primarni protildtku proti hledanému antigenu. Neni znacena.

2. stupen - pridava se protilatka, kterd je namifena proti imunoglobulindim zvirete od kterého je protilatka
primarni a protildtka pouzita ve 3. stupni. Tato protilatka také neni znacena. Je oznacovana jako protilatka
spojovaci.

3. stupen - nandsi se znaceny komplex pr.:

PAP - peroxiddza-anti-peroxidazovy komplex APAAP - alkalicka fosfatdza-anti-alkalicka fosfatdza (u preparatt, kde
je vysokd aktivita endogenni peroxidazy a nem{zeme si tak byti jisti jeji plnou inaktivaci)

Trojstupnova metoda vyuzivajici ABC popr. SABC
ABC- avidin- biotin komplex
SABC- streptavidin- biotin komplex
1. stupen - navazani primarni protilatky (neznacené) na hledany antigen.
2. stupen - navazani biotinylované sekundarni protilatky na protildtku primarni. Ta vytvori mUstek.
3. stupen - navazani ABC popf. SABC na mustek (biotinylovana protiladtka). Biotin v komplexu je znacden

peroxidazou ci alkalickou fosfatazou a jejich aktivita ndm pak znaci mista, kde se nachdzi hledana struktura a
také v jaké mire. Zviditelnéni se provadi pomoci enzymové histochemie.
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