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Nazev barveni

Prehled vybranych metod barveni v histologii

Princip

Obarvené struktury

Hematoxylin a eosin

Elektrostaticka interakce
mezi barvivem a tkani:
Bazické - hematoxylin
Kyselé - eosin

® Modrj, fialova (hematoxylin) §

Jadro
Ribozémy

® RGzova (eosin)
Cytoplasma
Mitochondrie
Kolagenni vlakna

Priklad

Zeleny trichrom

Elektrostaticka interakce
mezi barvivem a tkani

e Cervend

Svalovina
® Zelend

Kolagenni vldkna
e Cernd

Elasticka vlakna

Barveni podle
Malloryho
(modry trichrom)

Elektrostaticka interakce
mezi barvivem a tkani:
kysely fuchsin, anilinova
modf

® Modra (anilin)
Kolagenni vlakna
e Cervena (kysely fuchsin)
Svaly (proteiny)
® Hnéda
Jadra

Barveni podle
Gomoriho
(stFibfeni)

Redukce iont( stfibra za
vzniku ¢erného
elementarni stiribra

o Cernd
Retikularni vldkna

Pikrosiriova Cerven

Kolagenni vladkna lze po
obarveni sledovat v
polarizovaném svétle

e Cervend

Kolagen typu |
® Zelend

Kolagen typu llI

PAS (Periodic Acid
Schiff)

Makromolekuly s
cetnymi cukernymi
zbytky reaguji po oxidaci
kyselinou jodistou s
Schiffovym reagenciem
za vzniku purpurového
zbarveni

e Cervenofialova (purpurova)
Mucin, glykoproteiny

0@




Imunohistochemie

Imunohistochemie je metoda, ktera je zaloZena na reakci protilatek (imunoglobulin() se specifickymi antigeny bilkovinné
povahy. Antigeny miZeme nachazet na povrchu bunék, v jejich cytoplazmé, ale také ve slozkach extracelularni hmoty —
na rlznych typech vlaken, ¢ijako soucast zakladni hmoty.

Protilatky se na antigeny vazou s vysokou specifitou a vytvari komplex antigen-protilatka. Vizualizace komplexu je zajisténa
Upravou protilatek — navazanim fluorescencnich barviv, elektrodenznich ¢astic zlata ¢i enzym reagujicich se substratem za
vzniku viditelné barvy.

V soucasnosti je imunohistochemie velmi rozsifenou metodou, kterd ma své misto nejen ve vyzkumu, ale také v rutinni
histopatologické praxi. Prikaz specifickych antigen( je vyuzivan jak pro zpresnéni diagnostiky, tak pro moZznou predikci l[éCby
alécebné odpovédifady onemocnéni, véetné nadorovych.

Imunohistochemické barveni - priikaz znaku CD34, ktery
se vyskytuje na endotelovych burikdch. Komplex antigen
protildtka oznacen enzymem peroxidazou, ktera
reagovala po pridani substratu za vzniku hnédého
zbarveni. Jadra bunék dobarvena hematoxylinem
(modfre).

Preparat: jaterni metastaza kolorektdlniho karcinomu,
clovék

Protein S100A9, vyskytujici se v burikdch imunitniho
systému, na obrazku makrofagy.
Preparat: tenké stfevo, prase

Hladkosvalovy aktin, SMA, ktery je ptitome v cytoplasmé
svaloviny. Na preparatu viditelnd svalovina v cévach a v
lamina muscularis mucosae.
Preparat: tenké stfevo, prase




Zakladni typy imunohistochemickych metod

Principem imunohistochemickych metod je detekce makromolekul (napf. proteind, glykoprotein() s vyuzitim specifické
imunologické vazby protilatky na hledany antigen. Parafinové nebo zmrazené fezy jsou inkubovany s protilatkami, které se
vazou na hledané antigeny za vzniku komplexu antigen-protilatka, tzv. imunokomplexu. Pro vizualizaci imunokomplexu je
nezbytna Uprava protilatek jejich oznacenim fluorescenénim barvivem, kovem nebo enzymem.

Antigen mUZe byt ve tkani detekovan bud pfimou, nebo nepfimou metodou.

Pfima metoda

Pfimd metoda vyuziva pouze jeden typ protilatek pfimo

oznacenych vizualizacnim systémem. Po inkubaci tkané

s primarni protilatkou, kterd se vaze na hledany antigen, Ize

bez dalSich mezikrok( pfistoupit k vizualizaci vzniklych

imunokomplex(.

Vyhody: jednodussi protokoly barveni, nizsi nespecifické

obarvenipozadipreparatu.

Nevyhody: omezena citlivost metody pfi malém mnoZstvi

antigenu ve vySetfované tkani—faleSna negativita. 3 Vizualiza&ni

systém —@

@ 1 Antigen — makromolekula (napf. protein, glykoprotein,
apod.), kterou chceme v tkani detekovat 2 Primarni
2 Primarni protilatka — protilatka specificky reaguijicis protilatka
hledanym antigen, spole¢né vytvarejiimunokomplex

® 3 Vizualiza¢ni systém — navazan pfimo na primarni
protildtku, umoziuje zobrazeni komplexu antigen- 1 Antigen

protilatka

Nepfima metoda

PFi pouziti nepfimé metody se nijak neznacend primarni

protilatka vaze na antigen podobné jako v pfipadé metody

pfimé. Po vymyti nenavazanych primarnich protilatek se

tkdn inkubuje s tzv. sekunddarnimi protilatkami. Sekundarni

protilatky se vdZzou na Fc-fragment primarni protilatek a

jsouznacené vizualiza¢nim systémem.

Vyhody: vétsi citlivost metody diky moZnosti navazani vice

sekundarnich protilatek na primarni protilatky (antigeny). 4 Sekundarni

Nevyhody: nespecificka vazba sekundarnich protilatek na protilatka 7/ \\
pozadi, sloZitéjsi barvici protokol. 3 Vizualizaéni
systém ' \\ // :

® 1 Antigen S
2 Primarni protilatka 2 Primarni

@ 3Vizualizaéni systém protilatka
® 4 Sekundarni protildtka — vaZe se na primdrni protilatku, 1 Antigen

umoznéna vazba vice sekundarnich protilatek na jednu

primarni protilatku



Protilatky v imunohistochemii

Klicové pro imunohistochemii jsou protilatky a jejich schopnost specificky rozpoznat antigeny ve tkani. Protilatky se nevazou
na cely antigen, ale pouze na jeho c¢ast zvanou epitop. Specificita protilatky je zavisla na jeji schopnosti rozpoznat dany
epitop, a to i v pfitomnosti dalsiho velkého mnoZstvi antigend. Afinita je sila, s jakou se protilatka vaZze na antigen. Protilatky
svysokou afinitou se vazi na antigen rychleji a stabilnéji nez protilatky s afinitou malou. Protilatky pouZivané
vimunohistochemii by mély mit vysokou specificituiafinitu.

V zasadé rozliSujeme 2 druhy protilatek — polyklonalnia monoklondlni.

Polyklonalni protilatky — jsou ziskavany z plazmy
imunizovanych zvifat. Izolovany antigen, ktery chceme ve

- . . . , 3 Polyklonalni
tkani pomoci imunohistochemie detekovat, se vpravi protilatky
doorganismu jiného Zivoc¢isSného druhu (napf. krélika,
kozy), nez z jakého izolovany protein plvodné pochazi
(zC¢lovéka, potkana, apod.). Imunizaci dochazi k aktivaci )
2 Epitop

mnoha klont B-lymfocyt(, které produkuji celé spektrum
protildtek proti mnoha rlznym epitoplim daného
antigenu.

Vyhody: rozezndvaji vétsi mnozstvi epitop(i antigenu
Nevyhody: nizsi afinita, moZnd nespecificka vazba
protilatek najiné, nez hledané antigeny

® 1 Antigen
°e; Epitopy
3 Polyklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky — jsou ziskdvany z jednoho klonu

B-lymfocytd, ktery je izolovan z imunizovaného zvirete.
3 Monoklonalni

Izolovany B-lymfocyt produkuje protildtky jen proti s
protilatky

jednomu epitopu antigenu. Pro ziskdni dostate¢ného
mnozstvi protildtky jsou B-lymfocyty spojenim 2 Epitop
slymfocytarnimi nadorovymi bufikami pfemény
vtzv. hybridomy. Buriky diky fuzi ziskavaji schopnost témér
neomezeného déleni a zdroven si vSechny klony
zachovavaji schopnost produkce protilatky proti jednomu
epitopu.

Vyhody: specifické pro jeden epitop, vyssi afinita.
Nevyhody: zmény v prostorovém usporadani antigenu
(napf. vlivem fixace tkané) mohou vést k ,,zakryti“ epitopu
pro monoklondlni protilatku.

® 1 Antigen
°e Epitopy
3 Monoklondlni protilatky



Vizualizace komplexu antigen—protilatka

Protilatky ani samotny komplex antigen—protildtka nejsou pro oko viditelné. Abychom mohli imunokomplex pozorovat
vmikroskopu, je tfeba pouzit specidlné upravené protilatky. Nejc¢astéjsi Upravou protildtek je navazani fluorescencniho
barviva, enzymu nebo ¢astic zlata.

Fluorescence 1 Fluorochrom 2 Fluorochrom
Sekundarni protilatka mGze byt oznacena flourochromem, emitujici zareni

tedy latkou, kterd je schopna fluorescence. Fluorescence
je fyzikdIni jev, pfi kterém je fluorochrom schopen

uv
absorpce svételného zareni, napf. UV zafeni, a nasledné _>
emituje zareni o jiné vinové délce (v jiné barvé). Kamera
fluorescencniho mikroskopu je schopna zareni zachytit a
imunokomplex ve tkani najit. / \ / \

Enzymaticka reakce

Dalsim zplsobem vizualizace imunokomplexu je oznaceni

sekundarni protilatky enzymem (nejcastéji peroxidazou

nebo alkalickou fosfatdzou). Po navazani sekundarni

protildtky znadené enzymem je pfidan substrat, ktery 3 Nerozpustny barevny
poreakci s enzymem vytvafi nerozpustny barevny O produkt

00O
produkt. 2 Substrat _@OO

. . . .y 0O (]
® 1 Enzym navazany na protilatku — peroxidaza, alkalicka
fosfataza _>
O 2 Substrat — ve vodé rozpustna sloucenina reagujici ’

senzymem, napf. diaminobenzidin (DAB, reaguje / \

1 Enzym
s peroxidazou) / \
® 3 Nerozpustny barevny produkt — reakce substratu

senzymem vede ke vzniku nerozpustného barevného
produktu, ktery umoZiuje lokalizaciimunokomplexu

Castice kovu

Pro Ucely elektronové mikroskopie je mozné protilatku . L

oznacit navdzanim velmi malych ¢astic zlata. Diky své Castice zlata Castice zlata
6 nm 25 nm

vysoké elektronové denzité je mozno castice pozorovat
v elektronovém mikroskopu bez dalsi Upravy vzorkd.
Pouzivaji se ¢astice o velikost 6 — 25 nm, je tedy mozné

detekovat vice antigent v jednom vzorku za poufZiti vice
velikosti zlatych castic.
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