Priprava vzorku pro
histologicka vysetreni

> Biologicky material
o odber, zpracovani
> Priprava vzorku
» fixace, zalévani, krajeni
> Barveni
« histologicka, IHC, ISH Josef Jaros, Ph.D.

Ustav histologie a embryologie
LF MU Brno



Druhy biologickeho materialu

- K laboratornim vysetrenim se odebiraji telni tekutiny, telesne
sekrety, exkrety a tkane

Telesné tekutiny Krev, mozkomisni mok, zaludecCni a
duodenalni

Télesné sekrety Z chorobnych lozisek, punktat, posevni
sekret

Télesné exkrety Mog, stolice, pot, zvratky, sputum

Tkané organu Jater, ledvin, sliznice moCoveho méchyre,
zaludku, tkané patologickych utvart —
nadory;




Tkan

> Soubor morfologicky podobnych bunék, ktereé plni urCitou funkci

> Bunky tvorici tkan mohou byt stejneho typu, nebo jsou tkané tvorene bunkami
tvaroveé i funkéné rozdilnymi

Typy tkani
Epitelova (kryci)
Pojivova .
N * Nervova
=halie - Neurony
Kost » Neuroglie
Chrupavka « Tekuta (troficka)
Svalova . I*fﬂr,ev
. « Miza
Hladka «  Krvomiza

Pricne pruhovana




Druhy vysetreni
biologickeho materialu

- Histologicka vysSetreni
VySetruji se Casti tkani, e.g. kuze, svaly, pojivo, mizni uzliny etc.

- Cytologicka vySetreni
VySetruji se bunky ziskane ze sputa, kostni drene, apod.



Druhy vysetreni
biologickeho materialu

- Biochemicka vysetreni
UrcCuji obsah organickych a anorganickych DUODENUM~_

latek materialu — bilkoviny, tuky, glukoza,
mineraly, hormony, enzymy, vitaminy, leky AK y CUKRY

XYLOZA

TUKY
N N . o T ZLUGOVE KYSELINY
Ukazuji, jake metabolicke a biochemicke — T B ure
Zmeny se v organismu deji E—

Stanovuji obsah a mnozstvi cizorodych latek
Vv organismu




Druhy vysetreni
biologickeho materialu

- Mikrobiologicka vysetreni
Bakteriologicke, virologické, mykologicke,
parazitologicke

Urcuji pfitomnost patogenniho puvodce —
bakterie v krvi, v moci, ve sputu, v
mozkomisnim moku

UrcCuji pfitomnost parazita ve stolici a v krvi
(nejCastéji roupy, Skrkavky, tasemnice)



Odbery materialu

Excize
Punkce
Kyretaz / Mikroabraze

Stér, natér

Endoskopicky odber, laparoskopie
Cytologickeé odbeéry




NEKROPSIE

(fec. Necros — mrtvy, opsis — zrak)

Nekropsie = AUTOPSIE = PITVA

Zkoumani chorobnych zmén v mrtvém téle a mikroskopické vySetreni vzorku
tkani odebranych pri pitve.

Nicolas Tulp 1632 PocCatek 21. stoleti
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BIOPTICKE VYSETRENI

(fec. bios — Zivy, opsis — zrak)

Diagnosticka metoda odbéru zivé tkan€, nebo bunék.

Navazuje na metody prebioptické (ultrazvukova diagnostika, endoskopie, aj.) a
zpravidla je provadéna za kontroly vizualni (napf. excize tkané pfi operaci)

Biopsie ~
peroperacni
endoskopicka
cytologicka

Kozni excize

Lymfatické uzliny

Trepanobiopsie, Endoskopické biopsie, ...




Odber embryonalni tkane

Embryonalni tkan lze odebirat z riznych vyvojovych stadii riznymi metodami.
Volba metody zavisi na typu tkané a vyvojovém stadiu embrya.

Zygota

Preimplantacni embryo
Postimplantacni embryo
Tkan plodu

Placenta

Embryonalni kmenove buriky
Plodova voda

YV V V V VYV V V

Disekce, mikrodisekce, vyplach, punkce



Odber embryonalni tkane

dulezité etické otazky pouziti tkani, u nichz nebyl dan souhlas a u nichz neni
znamo, kdo je darcem (napfiklad nevyzvednuta téla, archeologické tkané a
mumie).

Mnoho sbirek lidskych embryi a plodu. Stafi, shromazdény pred
zavedenim soucasnych standardd informovaného souhlasu.

O jedincich existuje jen mala nebo zadna dokumentace, vcetné
toho, zda byly ziskany legalné nebo eticky.

Potfebna péce (vyména konzervacnich prostfedkul, aktualizované -
oznaceni). |
Podrobny historicky vyzkum, napf. vyzkum sbirky embryi na

univerzité v Goéttingenu / Némecko, ktera vznikla béhem druhé

svétove valky.

Otazky: Prozkoumat ptvod? UloZeni? Zpopelnéni? Centralizovany
program?



FIXACE

Princip fixace:

Rychla a Setrna denaturace/sitovani proteinl, ktera zabrani autolyze.

Pozadavky na fixaci:

Rychla penetrace
Zachovani struktury tkani
Zachovani barvitelnosti tkani



Podminky

Vzorky musi byt primérene velké — max. 1cm3

Objem fixativa ku vzorku min 20x

Nesmi se vzorek lepit ke dnu ani plavat - pristup
Vhodna nadoba

Spravné oznacit vzorek, zadanka na histologické vysetreni




DRURY FIXACE

CHEMICKA - pro b&zné ucely - jemna a Setrna denaturace enzymt

1.  Aldehydy (formaldehyd, glutaraldehyd)

2. Jiné organicke latky (kyseliny, etylalkohol, metylalkohol, aceton)

3.  Slouceniny téZkych kovu (oxid osmicely — EM)

4, Smési — e.g. Davidsonova, Bouinova tekutina

FYZIKALNI

Ovliviuje transportni funkci vody a tim narusSi enzymaticky katalyzované reakce v bunkach

1. Plusobeni nizké teploty — rychlé zmrazeni

2. Lyofilizace a mrazova substituce (histochemie a imunohistochemie) — aceton+OsO4+GA

3. Fixace suchym teplem, fixace varem, mikrovinka (rychlé zhotoveni preparatu z biopsii)



Ne - koaqulacni Koaqulacni

Alkohol
Kyseliny
Formaldehyd — reverzibilni Zvysena teplota
Glutaraldehyd — ireverzibilni
Jen i

Aldahyde
fixative

Sitovani proteinu

Denaturace -> Vysrazeni



Koagulace bilku

ACETONE

HISTOLOGIC

:::::::::::::::::::::::::::::::



Koagulace bilku

BOUIN'S

ZINC
FORMALIN

HISTOLOGIC %
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Koagulace bilku

10% NBF

ALCOHOLIC
FORMALIN

HISTOLOGIC 3¢

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Fixacni prostredky — Formol

Formalin (formol) - formaldehyd - paraformaldehyd (1859)
nasyceny roztok: 100% formol = 40% formaldehyd

Pracovni koncentrace nejéastéji
10% formol = 4% formaldehyd

Nejpouzivanéjsi, dostupny, relativné levny
Rychle prostupuje tkani a uchovava strukturu
Sitovani epitopa dvojna vazba (GA — trojna)
Nesmi “zmrznout” <8°C - polymerizace

Tmava lahev, oxidace — vede k produkci kys. mravenci, proto stabilizace MeOH nebo
pufr.



Proteiny a vazby Methylenové mustky
N -

(0 U
AL /r:/jr,
=

>

2 5 + = ¢
RD\) g ,3 o R/Q

R-NH, HCHO o




t

INovy pigmen

y 4

Formal

pH tkani 7.6 - 7.8

Neutralizace - pfidanim soli

Formol pH 3-4 vs



Ledviny

Bl S

Spravna fixace Kratka fixace Dlouha fixace
- Pigment na RBC
(formalinovy hematin)
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A\

Etanol, aceton

Rychly prostup

Nepouziva u krvetvornych tkani — degradace
Ne pro lipidy — rozpousti

Smrsteéni

Dehydratace, extrahuji se tuky — zvyraznéni komplext granularniho
endoplazmatického retikula

Zejména v neurohistologii Nisslova substance — ¢ast nerv. tkané

Aceton (0-4°C) — enzymova histochemie, (e.g. amputace)



Fyzikalni — nativni tkane

> Zmrazeni — tekuty vzduch, dusik-isopentan
o rychlé, pomalé, proménné — pokles 0,3-10 °C/min)

> Vitrifikace (1 500 -30 000°C/min)

« \Vysokeé koncentrace kryoprotektiv, zejména v IVF

> Kryoprotekce —
o sacharoza (OCT, tissue-tek), DMSO, ethylenglykol



Zmrazeni zivych tkani

Pozitiva
> Nejrychlejsi ze vSech technik.

> Vynikajici pro IHC, IF, ISH. Neni tfeba odkryvani antigenu, jelikoz nedochazi
ke ,kros-linkovani®.

> Casto snadno krajitelné — zavisi na typu tkané. (e.g.tuky, neuro)

Negativa
» Nachylné k spatnému zachovani morfologie.
> Mrazove artefakty — nezbytné okamzité a hluboké promrazeni

> ISH integrita — nutné pracovat v extremné Cistych podminkach — degradace
RNA.



Jugular Vein (40x)

Zfejma
<« krystalizace
ledu

Poruseni

struktury Vitrifikace



Pri fixaci jde o Kompromis

« v zachovani morfologie,

» stanoveni proteinu,

* histologickému barveni tkani,

* ¢i moznosti extrahovat RNA/DNA,

tudiz volba fixativa a zpusobu se vztahuje k

pozadovanemu vysledku.



Zalevani tkani do medii
Pro vznik velmi tenkych a kvalitnich fezu je nutné tkan zalit do média, které ji

Zpevni.

Cilem je ziskat homogenni blok, ktery Ize krajet na tenke rezy.

Pro svételné mikroskopické pozorovani fezy 5-10 ym
Pro elektronmikroskopickou analyzu 50-100 nm.




ZALEVANI TKANI
1. DO MEDIi NEROZPUSTNYCH VE VODE
> PARAFIN - zakladni - nejrozsifengjsi pouziti

> PARAPLAST - zkvalitnény parafin
pfi teploté 58 °C

> Pryskyrice — elektron mikroskopie

2. DO MEDIi ROZPUSTNYCH VE VODE

Zelatina, agaroza,...
Zalévani ridkych struktur — placenta, sliznice streva, ad.
Zalévani bunécnych suspenzi, hydrogell, obtizné uchopitelnych vzorku




Parafin - vyhody, nevyhody, zaliti
Tenké fezy, které Ize barvit vSemi metodami
Uchovani na neomezenou dobu
Moznost kdykoliv nakrajet dalSi rezy
Alkohol fada i zaliti do parafinu ni¢i enzymy a zpusobuje vyluhovani tuku

Odvodnovanim muze dojit ke smrsténi tkané a vzniku artefaktu

Po prosyceni — zaliti parafinem do bloku




MIKROTOMY

Sankovy mikrotom Reichert Rotacni mikrotom Leitz

Svételna mikroskopie 4-8 um



MIKROTOMY

KRYOKAT Ultramikrotom

Svételna mikroskopie — fezy 5 um Elektron mikroskopie fezy 50 nm



HISTOLOGICKE BARVENI
PROC:

Zobrazit bunécné struktury a/nebo chemickou povahu tkani



HISTOLOGICKE BARVENI
PRINCIP:

Diferenciace jednotlivych bunék a tkani, jejich afinity k rGznym barvivim a
zretelné rozliseni ve svetelném mikroskopu.

Prehledna barveni — vSeobecné informace o celém preparatu
(HE, Van Gieson, Masson Trichromy)

Specifické (selektivni) barveni — pro jednu urcitou tkanovou
slozku (Orcein, Alcian blue, Olejova Cerven)



TECHNOLOGIE BARVENI




PRINCIP BARVENI

Chromogen

Auxochrom

Barvivo je barevna slozka, ktera se vaze na substrat.



BARVIVA PODLE NABOJE

Bazicka — kladny naboj — barevny kationt se vaze

na aniont substrat, barvi jaderny chromatin — napfr
hematoxylin, jadrova Cerven

Kysela — zaporny naboj - plazmaticka — aniont na

kationt substrat, barvi cytoplazmu bunék — napf.
eosin

Neutralni — pH 7, vaze na bazo- i acidofilni
struktury

Amfotericka — v molekule kladné i zaporné —
reakce zavisi na pH

8

Jadro
‘/ Protein

+ Protein ‘ )

Nukleova
kyselina v jadfe




BARVIVA PODLE NABOJE

Bazicka — kladny naboj — barevny kationt se vaze G
- y 4 r v r - A4 +
na aniont substrat, barvi jaderny chromatin — napfr

hematoxylin, jadrova Cerven

Aniontova barva, Kationtova barva,
kysela zasadita
Kysela — zaporny naboj - plazmaticka — aniont na Q .
kationt substrat, barvi cytoplazmu buné&k — napfr. + Jadro
eosin Q Protein

Neutralni — pH 7, vaze na bazo- i acidofilni
struktury Q

Protein B -
Amfotericka — v molekule kladné i zaporné — M .
Kolagen

reakce zavisi na pH Nukleova

o kyselina v jadfe
Elektrostaticka vazba



BARVIVA PODLE PUVODU &

PRIRODNI — extrakty rostlinného nebo Zivogéisného plivodu
(hematoxylin, orcein, Safran, karmin)

SYNTETICKA — umé&la ( anilinova modf a véechna ostatni)




Interakce mezi tkani a barvivem

FYZIKALNI

barvivo se rozpousti ve slozce, absorbuje na povrch tkan struktury, nebo
dochazi k precipitaci.
(e.g. Tuky — Olejova Cerven)




PREHLEDNE BARVENI

ZAKLADNI METODA
HEMATOXYLIN-EOSIN

PRINCIP:

zasaditym hematoxylinem vazba mezi DNA a
RNA "
kyselym eosinem Y vazba k cytoplasme
_ Jadro
Protein
Barveni H&E se pouziva k vizualizaci a analyze - +
architektury a morfologie tkane. @Proen @

T+ Kolagen

) kyselinav jadre
Elektrostaticka vazba



nazev oxidacni Einidlo mofidlo

Mayeriv hematoxylin yadid sodny saran hlinstodraselny
HarrisOv hematoxylin oxid rtutnaty nebo jodid sodny (pfip. draselny) siran hlinitoamonmy
Ehrlichlv hematoxylin phirozend oxidace (2 mésice) siran hlinitodraselny

Weigertv hematoxylin chlorid telezity
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EOSIN — syntetizovany z fluoresceinu — synteticky produkt.
Uzivano v kosmetice

F

g
Fluorescein, BFenjah-bmm27,
Wikimedia Commons

I [ 'l 1l



EOSIN — syntetizovany z fluoresceinu — synteticky produkt.

« Kysele (zaporné nabite) “protibarvivo™ k hematoxylinu
* Vaze se na amino kyseliny a vetsinu bunecnych komponent

(cytoplasma, ECM)
e Barvi ruzove

Bromeosiny — zluty, Cerveny, nejCastéji 0,1-

0,5% vodny roztok
Jodeosiny — stejné pouziti
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PREHLEDNE BARVENI

HEMATOXYLINY

Kamencoveé — rozpustné ve vodé — Mayeruv HE, Heidenhein
Zelezité — rozpustné v alkoholu — Weigert, Harris

EOSINY

Bromeosiny — zluty, Cerveny, nejCastéji 0,1-0,5% vodny roztok

Jodeosiny — stejné pouziti SR ——
VYSLEDEK BARVENI: . 3 ‘5,‘ N
Jadra — modrofialova, cytoplazma — rizova o aies S
A TP D s
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POJIVOVA TKAN

VAZIVO - tkan mezenchymoveého puvodu, tvoreno bunkami a mezibunécnou
hmotou. Jejim zakladem jsou vazivova vlakna a kyselé mukopolysacharidy.

Vazivova vlakna rozlisujeme na:
KOLAGENNI - jsou nejobjemnégjSi slozkou pojivovych tkani. Jsou pevna, ohebna,

ELASTICKA - se vyskytuji spolecne s vlakny kolagennimi, ale je jich mnohem mene.

schopna protazeni az na dvojnasobek své plvodni délky.

RETIKULARNI — sit, sloZzena z kolagenu typu llI, v kostni dfeni a lymfatickych
organech.

om




PREHLEDNA - VAZIVOVA VLAKNA KOLAGENNI

Massonovy trichromy — kolagen modry, zeleny a zluty
+ Hematoxylin

Van Gieson — kolagen cerveny




[ BARVICI JADRO | CYTO

METODA PLAZ.

H-E

ZLUTY
TRICHOM

MODRY
TRICHOM

ZELENY
TRICHOM

AZAN
(HEIDENHAIN)

WEIGERT VAN
GIESON

VAZ.

SVALY

ERYT
ROC
YTY

BARVIVA

safran

hematoxylin, anilinova
modfF, kysely fuchsin

hematoxylin, kysely
fuchsin, svétla zelen, oranz
G

anilinova modr

Zelezity hematoxylin,




Masson Trichrome - zeler

Kolagen = barvivo s velkymi
rmolekularni

Svalstvo - fuchsin

ery = varvivo s malymi molsikulzrm]

Jadra = WH
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Kolagen

ery

Cytoplasma
jadra



Masson Trichrome - zluty
Kaze

Roelageni=sisaiian

Cytoplasma, ery
jadra




Van Gieson B s i L RNAET e
Zaludek ' e 2 0 o \ ‘

Kolagen
Svzlly,
srytrocyiy
jadra




SELEKTIVNI BARVENI

V preparatu se znacCi pouze nekteré struktury.

Prehled o pritomnosti retikularnich Ci elastickych vlaken, urcit pritomnost
kyselych mukopolysacharidu nebo glykogenu.



VAZIVOVA VLAKNA ELASTICKA

Elastin Zajistuji pruznost. Pro vyvoj nékolika organl napfr. plice, cévy a kize.

Orcein - hnédocerveny

Aldehydfuchsin fialovy aorta

Resorcinfuchsin - modrozemy

Slide #36, aorta, aldehyde fuchsin Slide 88, aorta. H& E

. Resorcin-Fuchsin
%, = Weigertuv HE
=21 1 Van Gieson

aorta

S ‘ ’x'” duodenum
RS A T I



VAZIVOVA VLAKNA RETIKULARNI

jemné spletité sit&, ve VSECH organech. RETICULIN NUCLEI - RED

. I e . . s FIBERS - BLACK
obklopuje bb, hladkou i pficné pruh. svalovinu, tvofi
sit pod epitelem, je souCast bazalnich membran.,
je to tramcina lymfatickych a krvetvornych tkani

BACKGROUND-
GREY



VAZIVOVA VLAKNA RETIKULARNI

Gomori

o . O . - o RETICULIN NUCLEI - RED
Prukaz: impregnacnimi metodami (Gomaori, Jones) FIBERS - BLACK

Princip:
Impregnace solemi tézkych kovu (AgNO3)
Polysacharidy na ret viaknech redukuji soli stfibra

Vysledek: retikulin ¢erny
(retikulin = kolagen llI)

BACKGROUND-
GREY



HISTOCHEMIE

Alcianova modfr
- mukopolysacharidy. ZnacCeni chrupavky a vyvoje
kosti

PAS
- karbohydraty a glykoproteiny. Znaceni jater a

pankreatu v embryologii

Olejova Cerven
Tuky. ZnacCeni tukove tkané

Prukazy anorganickych iontd a sloucenin

Katalyticka histochemie — enzymaticka aktivita

Alcianova modf, Alizarin red
Mys E14.5, 16.5




IMUNOHISTOCHEMIE

Princip:
detekce specifickych antigennich molekul (nebo jejich €asti) s vyuzitim imunologické
vazby ANTIGEN-

any ol e



IMUNOHISTOCHEMIE

Protilatky se vazi k antigenu vysoce specificky
Poskytuje informaci o lokalizaci v ,,prostoru” tkané
Lze vyuzit k lokalizaci konkrétnich bunék ¢i proteinu

Lze pouzit k detekci nékterych bunécnych procesu — e.g. déleni, apoptéza



Které bunecneé casti lze

Jadro 2 “
Cytoplasma

Bunécéna membrana

Extracelularni matrix

e —— —

Proteiny , ’*’:’3;‘.;‘ 413 .

Sacharidy




Bunecné udalosti - detekce

1 |23 snowen

Bunécné déleni

Signalizujici buriky

TF
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Apoptéza

Struktura cytoskeletu

Annexin V/Cytocrﬁomec y -~ 7 Vim-aTub

MERGED



- Sveételna

ENZYMY
AVIDIN-BIOTINOVY KOMPLEX
- Fluorescencni e
FLUOROCHROMY —— - § g e
- Autoradiografie = - Human lymph node
e Dual AP/HRP
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http://www.augusta.edu/mcg/pathology/research/
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Moznosti u protilatek — ktere ovlivnuji
VYSIedek 2. Plasma vs. serum

;_Pla_zma iﬁ ;he Serum is the liquid

. . ” ” iquia, cell-free art of blood AFTER

= Monoklonalni vs polyklonalni part of blood, that Eeauiiion, itierfore
has been treated devoid of clotting
with anti- factors as fibrinogen.
coagulants.

= Tvorena proti celé molekule, N-konec, C- Anticoagulated Clotted
konec, specifické aminokyseliny )

= Ascites, supernatant, serum

CELM

Smoll
intestine

Fluid in the
ritoneal cavi

jueleuladnsg

© Can Stock Photo - csp31772123

pe ty
(ASCITES)
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Monoklonalni vs. polyklonalni

Monoklonalni Polyklonalni
MysS nebo kralik hybridom - Vice rozdilnych druhu
Jsou ,Cistéjsi® - Nespecificka reaktivita
Velmi konzistetni batch-to-batch » Rozdilna afinita batch-to-batch
Spise vychazi falesné negativni - Uspesnéjsi pri neoverenych aplikaci

Ujistéte se, ze mate protilatky specifické pro danou aplikaci
IF = imunofluorescence

|CC = imunocytochemie

IHC-Fr = imunohistochemie ze zmrazené tkané (cryocut)
IHC-P = imunohistochemie z parafinového bloku

WB, IP apod.



Znacky — fluorochromy

Excitace fluorochromu svétlem o
vysSi energii, nez kterou
fluorochrom emituje.

- Fluorescencni mikroskopie




Znacky — fluorochromy .

Fluorophore

Fast Blue

Alexa Fluor” 350
AMCA

Bishenzamide
Aequorin

Hoechst

ACMA UV

Hoechst 33342

Cy2

GFP Wild type Non UV ex
GFP Wild type UV ex.
Alexa Fluor

Calcein

Fluorescein (FITC/DTAF
Fluoro-Jade® B

Lucifer yellow

JC-1

Fluoro-Gold (Hydroxystilbamidine!
Alexa Fluor® 430

Eosin

6-JOF

Alexa Fluor

Cy3

Alexa Fluor® 5

Alexa Fluor

TRITC

B-phycoerythrin
R-phycoerythrin
Rhodamine

Alexa Fluor* 568

Texas Red'

Alexa Fluor* 594
Propidium lodide (Pl)
Ethidium Bromide
Feulgen (Pararosanoline)
Acid Fuchsin

Alexa Fluor* 633

Alexa Fluor* 647

PE-Cy5 conjugates
Alexa Fluor® 660
Alexa Fluor* 680
PE-Cy7 conjugates
Cy

Absorption (nm)
360
346

350

480, 565, 650
668
684

743

Zdroj: Alexa Fluor
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Znacky — enzymy

Substrat DiAminoBenzidin

Oznaceni mista, kde je protilatka
vazana se provede pridanim
substratu k enzymu - vznika
reakCni produkt = zmena barvy

. - _ HRP - kfenova peroxidaza
svetelna mikroskopie -

bézné uzivano v IHC



Postup pri ImunoHistoChemickem
znaceni tkane



Postup pri IHC znaceni tkane

Fixace
Zaliti - Parafin - Deparafin
Krajeni

Odkryvani antigenu
Permeabilizace
Blokovani

Permeabilization Blocking




Postup pri

Fixace
Zaliti - Parafin - Deparafin
Krajeni

Odkryvani antigenu
Permeabilizace
Blokovani

Prim protilatka
Oplach
Sekundar
Oplach

Znaceni jader DAPI/Hoechst

| IHC znaceni tkane

" ?‘—‘——- T = URS S [ 2

FlfSt antibody
incubation

Secondary annbody
mcubatmn

e
Nucleus staining




Postup pri

Fixace
Zaliti - Parafin - Deparafin
Krajeni

Odkryvani antigenu
Permeabilizace
Blokovani

Prim protilatka
Oplach
Sekundar
Oplach

Znaceni jader DAPI/Hoechst

| IHC znaceni tkane

Mounting



IMUNOHISTOCHEMIE - metody

. PRIMA — reakce antigen + znaéena primarni protilatka

. NEPRIMA

DVOJSTUPNOVE - reakce antigen + primarni protilatka + znadena sekundarni protilatka —

vySSi citlivost reakce
TROJSTUPNOVE - sekundarni protilatka znaéena biotinem na sebe vaze avidin nebo

avidinbiotinovy komplex (ABC).
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Vicebarevné - Primeé znaceni

Mysi anti-vimentin znaceny

Mysi anti-actin znaceny
AF488 fluorochromem

Nezalezi na plvodu protilatky



metoda znaceni

Vicebarevneé - Nepri

Osli anti-koza znaceny

N

(

/ Mysi anti-actin

/

Kozi anti-vim ‘

Krali¢i anti-mys
znacena AF488

Plvod prim protilatky
velmi dulezité
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Vicebarevneé znaceni

Znacka fluorescencni




IN SITU HYBRIDIZACE

Molekularne cytogeneticka metoda k lokalizaci a identifikaci
specifické sekvence nukleotidu v DNA, popr. RNA

Postup:
Priprava materialu (chromozomy v metafazi, buriky) i S
Denaturace sondy a cilové DNA TTIIT T Rk Ak k"
Hybridizace sondy a cilové DNA
Odstranéni nespecifickych signalu I heating Xk ok k

Fluorescencni barveni jader

cooling
TTIT r I |
RINEL ANHRERARES

hybridisation




~
Genetika

FISH = fluorescence in situ hybridization - Aplikace
\
mn

Diagnostika - HPV, jadra, cytokeratin



