SPECIALNI
HISTOLOGICKE
TECHNIKY



SPECIALNI TECHNIKY SVETELNE
MIKROSKOPIE



KONVENCNI HISTOCHEMIE

Histochemicka reakce:
hledane struktury se prozradi vytvorenim
barevného reakcniho produktu
In situ
S puvodné nebarevnou reagencii

Detekce - prvku (iontt)
- nukleovych kyselin
- lipidu
- sacharidu
- pigmentu
- proteinu (aminokyselin) — dnes neobvyklé,
nahrazeno imunohistochemickymi metodami



PRIKLADY HISTOCHEMICKYCH REAKCI |

prvky (ionty)

- Kossova reakce = Ca?* (kalcifikace)
(substituce AgNO,)
- Perlsova reakce = Fe3* (hemosiderin)

(vznik Berlinské modfri)

nukleoveé kyseliny
- Feulgenova reakce = DNA
(HCI + Schiffovo reagens)

lipidy
- PFAS reakce = prukaz dvojnych vazeb
(PerFormic Acid + Schiffovo reagens) (fosfolipidy, lipofuscin, také

keratin)



Perlsova reakce

hemosiderin - siderofagy



PRIKLADY HISTOCHEMICKYCH REAKCI Il

sacharidy
- PAS reakce = polysacharidy s vicinalnimi glykoly
(neutralni polysacharidy)
- diastaza nebo a-amylaza + PAS = odliSeni glykogenu
- HID (high iron diamine) = sulfatované glykokonjugaty
- Hale-Muller (koloidni Fe) = kyselé mukopolysacharidy

pigmenty
- Gmelinova reakce = bilirubin, hematoidin
(oxidace)

proteiny (aminokyseliny)
- Millionova reakce = tyrosin
- Sakaguchiho reakce = arginin
- tetrazotova benzidinova reakce = tryptofan



PAS reakce (periodic acid — Schiff)

neuplné specificka oxidativni metoda pro prikaz slozenych cukri v bunikach a tkanich

oxidace sousednich (vicinalnich) prukaz pritomnosti nové vzniklych aldehydovych
volnych glykolovych skupin skupin Schiffovym €inidlem
kyselinou jodistou — leukoforma bazického fuchsinu
( ) (bezbarva)

oxidation .
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ENZYMOVA HISTOCHEMIE
(katalyticka)

hledame lokalizaci a/nebo aktivitu urCitého enzymu

- nejprve vznikne reakcni produkt po zpracovani
hledanym enzymem,

- pak je reakcni produkt zviditelnen (vizualizovan)
vytvorenim barevné slouceniny in situ

Co musi byt zachovano:

- aktivita enzymu (,nativni® vzorek, vhodné pH a teplota)
- stabilita reakcniho produktu i finalni barevneé slouCeniny
- struktura tkane



enzymu tedy nejprve nabidneme vhodny substrat, vznikne
reakcni produkt

- fosfatazy  ruzné fosfaty - glycerolfosfat (zastaralé)
- NP (a-naftylfosfat)
- BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat)
- dehydrogenazy  oxidovatelny substrat odstepujici vodik

- oxidazy oxidovatelny substrat
- peroxidazy peroxid vodiku
- esterazy hydrolyzovatelny ester
(specifické a nespecificke)
- glykosidazy glykosidicka vazba
(cukry, glykoproteiny i glykolipidy)
- sulfatazy sulfoestery
- nukleotidazy nukleotidovy retézec
- reduktazy redukovatelny substrat

- proteazy protein nebo peptid



pak se reakcCni produkt zviditelni chromogenni reakci

- precipitacni reakci (barevné nerozpustné soli kovu
Pb, Co, Sr, Ce — napf. sulfaty)

- simultanni azokopulaci (naftol odstépeny ze substratu se
prevede diazoniovou soli na
nerozpustné azobarvivo)

- indigogenni reakci (indoxyl odStepeny ze substratu je
vzdusnym O, oxidovan na indigo)

- tetrazoliovou metodou (bezbarva tetrazoliova sul se
redukuje na formazan)

- diaminobenzidinovou reakci (oxidace DAB na hnédou
srazeninu)






ZYMOGRAFIE In situ
(1SZ)

stanovujeme lokalizaci a/nebo aktivitu proteazy

metaloproteinazy (MMP-Zn)

serinove proteazy (chymotrypsin, trypsin, karboxypeptidaza,
trombin, chymaza, tryptaza, kalikrein)

cysteinové proteazy (katepsiny, kalpainy, kaspazy, papainy,
bromelain)

aspartatové proteazy (pepsin, chymosin, renin, retropepsin)

nezarazene proteazy (kedarcidin, chromoprotein, apoprotein)

ta se prozradi
stravenim (rozstépenim) substratu in situ
a je vizualizovana bud , hebo



ISZ zalozena na

fotografické emulzi

Place sections on glass
slides

Cut lissue sections

o

!

Immerse slides ina
substrate-containing
photographic emulsion

Incubate 24-48 h

%

MICroscopy

Dry and develop
Observe by light

Fotograficka emulze obsahuje
substrat, ktery je straven. Po
vyvolani vidime prazdna mista.

ISZ zalozena na fluorescen¢né znaceném,
ale ,,zhasnutém“ (quenched) substratu

Prepare tissue sections

ISZ zalozena na fluorescencné
znacéeném substratu

&X

Immerse slide in fluorescemt
substrate-agar mixture

Place sections on glass
shdes

Dry

%
(.—.

Check uniformity of
coating

&
!

Cut tissue section Immerse slides in a highly
quenched fluorescent

Place section on glass substrate sofution

slide
T, / "
Incubate 24-48 h
Observe by fluorescence
Observe by flucrescence microscopy
miCroscopy

ﬂm%

7‘ Rez se inkubuje se substratem
Sklo je potazeno konjugovanym s fluorochromem a
substratem konjugovanym  jeho zhase&em (quencher). Po
s fluorochromem. Po straveni dojde k rozsviceni dosud
straveni vidime prazdna blokovaného fluorochromu.
(nesvitici) mista.
Vandooren et al.: Nature Methods 10, 2013, 211-220



~ No Inhibitor

Dav 14 control

TIMP-1

Day 14 TIMP-1

ISZ zaloZzena na ISZ zaloZzena na

fotografické emulzi. Bilé fluorescencné znaCeném

oblasti znaci aktivitu substratu. Tmavé oblasti ISZ zaloZena na

metaloproteinazy ve sténé  znaci aktivitu fluorescenéné znaéeném,

zily (A). V pokusu B byl metaloproteinazy v burnikach ale ,zhasnutém*“ (quenched)

pouzit inhibitor lidského karcinomu prsu, substratu. Zelené

metaloproteinazy TIMP-1. tato aktivita byla inhibovana fluoreskujici oblasti znagi
TIMP-1. aktivitu metaloproteinazy ve

sténé mysi aorty, ktera byla
Aguilera et al.: Cardiovasc. Res. 58, 2003, 679-688 éasteéné inhibovana na

Remacle et al.: J. Biol. Chem. 286, 2011, 21002-21012 ,
Basu et al.: Arch. Physiol. Biochem. 117, 2011, 270-282 obrazku B.



AFINITNI HISTOCHEMIE



IMUNOHISTOCHEMIE

hledame lokalizaci urcité latky v burice nebo v mezibunécné
hmoté

soucasti molekuly hledané latky musi byt nejméne jedna
antigenni determinanta (epitop), hledana latka se pak nazyva

epitopem je specificky fetézec aminokyselin nebo monosacharidd,
hledanou latkou tedy muZze byt protein, glykoprotein,
polysacharid, lipoprotein nebo glykolipid

na epitop se specificky vaze umele pripravena
(imunoglobulin)



Protilatka je oznacena znackou

* fluorochrom

* enzym

* hapten — mala neimunogenni molekula, ktera se
stane imunogenni po vazbé na bilkovinu (biotin,
digoxigenin)

« tezky kov v EM

Znacka je nasledné vizualizovana



OVLIVNENI VAZBY PROTILATKY NA ANTIGEN

- inkubacni teplota

- inkubacni pH

- inkubacni doba

- vihkost prostredi pri udrzovani fezu
- koncentrace protilatky

- osvetleni

- typ a prubéh fixace



PROTILATKY POUZIVANE PRI
IMUNOHISTOCHEMI|

1/ rozdeéleni podle pouziti

a/ primarni protilatka — protilatka reagujici /) L\

primo s hledanym antigenem

b/ sekundarni protilatka - protilatka proti \\

|g zivoCisneho druhu, z nejz pochazi F
/) L\

primarni protilatka



2/ rozdéleni podle specificity

a/ polyklonalni protilatka —
protilatka pripravena imunizaci
zvirete vybranym antigenem,
reaguje s ruznymi epitopy
prislusneho antigenu

b/ monoklonalni protilatka —
protilatka pripravena hybridomovou
technikou, reaguje jen s jednim
epitopem




POLYKLONALNI PROTILATKY

Imunizace vybraného laboratornino zvirete
(mys, kralik, koza, potkan, prase, osel, pes, kun)
vybranym antigenem

frakce krevniho séra (antisérum)

vyhoda
rychlost a jednoduchost

problém
nespecifické krfizoveé reakce se stejnymi nebo podobnymi
epitopy na ruznych antigenech



imunizace antigenem

slezinné bunky

kultivace
v HAT meédiu

Q0OQO0O
(selekce hybridomil) O0000O
Q0000

00000
selekce a expanze O O O O O
Q0O

(klont)

pozitivniho klonu 9I®) l

myelomové bunky

(HGPRT-)

moooog

MONOKLONALNI PROTILATKY

J

fuze
(indukovana

polyetylen glykolem)

testovani
supernatantu
kazdého kionu
na produkci
protilatek

Problém byl vyiesen teprve s objevem
hybridomové technologie v roce 1975
(G. Kohler a C, Milstein za 1ento objev
ziskal v roce 1984 Nobelovu cenu)

a pfipravou prvnich pfisné speciickych
monoklondlnich protilatek, Monoklonal-
ni protildtka je unikatni tim, Ze je produ-
kovana klony jediné burky (hybridomu).
Proto se nazyva monoklonalnl, Z prak-
tického hlediska 1o znamena, Ze viech-
ny molekuly monoklonaini protilatky

z jednoho hybridomu jsou zcela identic-
ké a reaguil s jedinym epitopem (nemu-
sl byt znamy) definovaného antigenu.

Princip pripravy hybridomovych bunék, které produkuji monoklonaini
protilatky s definovanou specificitou, vychazi z kombinace viastnosti dvou
odlisnych rodicovskych bunék v buiice jediné. Jednou z rodicovskych
bunék je B-lymfocyt produkujici rozpustné protilatky, ktery se prakticky
ziskava ze sleziny imunizovaného zvirete (laboratorni kmeny mysi Ci
potkanii), druhou je laboratorné ustanovena nadorova linie (nazyvana
myelom).

Myelom Ize nekonecné dlouho kultivovat (takze daruje hybridomové bunce
,nesmrtelnost”) a navic neprodukuje nespecifické lehké Ci tézke retézce
imunoglobulinti.

Vlastni fiize slezinnych B-lymfocytii a myelomovych bunék je nejcastéji
indukovana vysokou koncentraci polyethylen glykolu. Hybridomy
produkujici specifické protilatky jsou nasledné selektovany ve specialnim
rustovém médiu nazyvaném HAT médium podie jeho slozek (Hypoxantin,
Aminopterin, Thymidin).

Déleni myelomovych bunék je v HAT médiu zablokovano, nebot hlavni
biosynteticka draha pro guanosin je inhibovana aminopterinem a myelom
neexprimuje enzym hypoxantin-guanin fosforibosyl transferazu (HGPRT),
ktery je nutny pro alternativni metabolickou drahu syntézy guanosinu

z hypoxantinu. Nezfizované myelomové bunky tedy pri kultivaci v HAT
médiu rychle umiraji.

v bunééné kulture nékolik dni. Vysledkem selekéniho tlaku HAT média jsou
tedy pouze hybridomové bunky, které se dale klonuji a testuji na specificitu
produkovanych monoklonalnich protilatek.



Labeled
antibody } “

Antigen

Prima metoda
znaCena primarni protilatka reaguje pfimo s tkanovym
(bunécnym) antigenem



Q

Labeled —
secondary

Unlabeled — antibody

primary

antibody O

Antigen —\ | |

P~

Tissue section —um NGRS SO |

- Glass slide

Dvoustupnova neprima metoda
znacena sekundarni protilatka reaguje s primarni protilatkou
vazanou na tkanovy (bunecny) antigen



ABC METHOD LAB METHOD

Trojstupnové metody s avidinem-biotinem (hapten)
pripraveny komplex avidinu a biotinu (ABC) nebo avidin znaceny
enzymem (LAB) reaguje s biotinylovanou sekundarni protilatkou



Provedeni dvoustupnoveé neprimé metody

1. kryostatovy nebo parafinovy (odparafinovany a
rehydratovany) rez na podloznim sklicku

2. revitalizace antigenu (antigen retrieval)

(3. blokovani endogennich enzymu — pfi pouziti vizualizace
pomoci enzymu)

. blokovani pozadi

. Inkubace s primarni protilatkou

. Inkubace se znacCenou sekundarni protilatkou

. Vizualizace

. dobarveni

. montovani

© o0 ~NO O~



REVITALIZACE ANTIGENU
(ANTIGEN RETRIEVAL)

Pfi zpracovani tkané muze dojit k poSkozeni epitopu
pusobenim fixace, projashovani, vysychani, prehfati nebo
opakovanéeho tani a mrznuti.

K obnoveni antigennich vlastnosti biologického materialu muze
dojit:

- natravenim proteazami (trypsin, pepsin, pronaza, ficin,
bromelain)
nebo
- pusobenim vysoké teploty a specialniho pufru (citratovy,
TRIS, EDTA)

- vodni lazen (95-98°C)

- mikrovinna trouba

- tlakovy hrnec



BLOKOVANI POZADI

vice pfriCin nespecifické nezadouci reakce pozadi
- kontaminace fezu nebo reagencii
- nespecificka vazba - nekovalentni hydrofobni interakce
- elektrostaticke interakce
- nespecificka vazba s Fc tkanovych Ig

reseni
jina fixace
jiny pufr
vysyceni nespecifickym sérem (BSA, FCS)
nebo miékem



BLOKOVANI ENDOGENNI AKTIVITY ENZYMU

dulezité pri vizualizaci enzymovou histochemii, kdy se jako
znacka pouziva kfenova peroxidaza nebo alkalicka fosfataza

| ve tkanich a bunkach jsou jejich vlastni peroxidazy a
fosfatazy

falesna pozitivita

reseni: nabidneme enzymu jeho substrat (peroxid vodiku)
nebo enzym zablokujeme (azid sodny, levamisol)



VIZUALIZACE

Specificka vazba protilatky a antigenu na kryostatovych,
parafinovych nebo pryskyficovych rezech je pak zviditelnena
(vizualizovana) vytvorenim

barevné slouceniny in situ pomoci enzymoveé histochemie
nebo
fluorochromem



Priklady vizualizace fluorescencni

excitacni svetlo (UV, zelené nebo modré) vybudi elektrony v
molekule barviva na vyssi energetickou hladinu,

pri navratu se energie uvolni v podobe fluorescencniho svétla o
delSi vinove délce, které pozorujeme fluorescencnim
mikroskopem

nejCastejsi znacky:
fluoresceinizothiokyanat (FITC)
Alexa Fluor® 488
rhodamin (TRITC)
Alexa Fluor® 405 modry
cyaninova barviva
Cy2
Cy3
Cy5 tmaveé Cerveny



Priklady vizualizace enzymovou histochemii
nejCastejsi znacky

alkalicka fosfataza (Alkaline phosphatase - AP)
substraty a chromogeny:
bromo-chloro-indolylfosfat (B CIP)/nitrotetrazoliova modr (NBT)
modrocCerna reakce (nerozpustna)
a-naftylfosfat (NP)/Fast Red
cervena reakce (rozpustna alkoholem a xylenem)

kfenova peroxidaza (Horseradish peroxidase — HRP)
substraty a chromogeny:
peroxid vodiku/diaminobenzidin (DAB)
cernohneda reakce (nerozpustna, osmiofilni)
peroxid vodiku/aminoetylkarbazol (AEC)
cervena reakce (rozpustna alkoholem a xylenem)



DOBARVENI POZADI
(COUNTERSTAINING)

Dobarveni jader: hematoxylin, jadrova Cerven, metylzelen,
toluidinova modr
diamidinofenylindol (DAPI) modra fluorescence
propidiumjodid (P1) cervena fluorescence
Dobarveni cytoplasmy: napr. svetla zelen



primarni protilatka proti nestinu
sekundarni protilatka znacena fluorochromem Cy3
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Soucasna detekce vice antigenu

- v idealnim pripade by bylo mozneé porovnavat seriové rezy s
prukazem jednotlivych antigenu — realné je to téZzko proveditelné

proto pouzijeme radeji na jednom rezu
- primarni protilatky ziskané od ruznych zivoc€isSnych druhu
(napr. Rb, Go, Sw)
- prislusné sekundarni protilatky (napr. SWARb, RbAGo, GoASw)
pak musime mit znaCene
- ruznymi fluorochromy
- ruzné velkymi €asticemi koloidniho zlata
- ruznymi enzymy
- nebo stejnym enzymem, ale pouzijeme odlisne
substraty a chromogeny



prim. protilatka mysi monoklonalni proti acetylovanému tubulinu

prim. protilatka kozi polyklonalni proti SPAG1 sek. protilatka kraliCi proti mySimu 1gG znacena FITC
sek. protilatka krali¢i proti kozimu IgG znacena Cy3
SPAG1 acTuU
o




LEKTINOVA HISTOCHEMIE

Lektiny - proteiny nebo glykoproteiny schopné specificky
rozpoznat a navazat urcCité mono- nebo oligosacharidy. Prirozene
se vyskytuji v télech rostlin, zivo€ichu nebo mikroorganismu —
oznacuji se latinskym nazvem druhu.

Pouziti: 1/ hledame lokalizaci daného cukru (obvykle soucast
komplexni molekuly)
2/ chceme analyzovat sacharidovy retézec in situ

specificka vazba cukru a lektinu je pak zviditelnena
(vizualizovana) vytvorenim barevné slouceniny in situ pomoci
enzymove histochemie nebo fluorochromem



label (eg. FITC or peroxidase)

- lectin

carbohydrate

1 - Prima metoda

lektin je primo oznacen fluorochromem nebo enzymem



- lactin

-L carbohydrate

2 - Neprima protilatkova metoda

* label (eg. FITC or peroxidase)
il rabbit anti-lectin antibody

- lektin neni oznacen
nicim

- primarni protilatka
proti lektinu znacena
fluorochromem

nebo enzymem



Dva zpusoby pouziti lektinu
. hledame konkrétni cukr v oligosacharidovem retezci

=> pouzivame specificky lektin

. hevime presne, které cukry oligosacharidovy retézec
obsahuje

=> pouzivame panel lektinu



zkratka

AAA

AAL

ABA

ACA
AMA

Achatinin H
(ATNH)

AOL

ASA |, ASA Il
BanLec

BDA

BPL

CCL

concanavalin A
ConA

DBA

DSA

Ukazka panelu lektinu (zkraceno)

latinsky nazev

Allium ascalonicum

Aleuria aurantia

Agaricus bisporus
Amaranthus caudatus
Arum maculatum

Achatina fulica

Aspergillus oryzae

Allium sativum

Musa sapientum
Bryonia dioica

Bauhinia purpurea, alba
Ciborinia camelliae

Canavalia ensiformis

Dolichos biflorus

Datura stramonium

¢esky nazev
Cibule Salotka

Misenka oranzova
(houba)

Pecarka
dvojvytrusa

Laskavec ocasaty
Aron plamaty

Oblovka drava (plz)

Kropidlak ryzovy

Cesnek kuchyrisky
Bananovnik

Posed dvoudomy
Bauhinie

Kanavalie mecovita

Mina dvoukvéta

Durman obecny

sacharidova specificita
koncovy trisacharid a—D-Man-(1-6)[a-D-Man(1-3)]-
Man

L-Fuc

Gal a 3-D-Gal-(1-3)-GalNAc, Gal a B-D-Gal-(1-3)-
GIcNAc, GIcNAc na degalaktosylovanych N-
glykanech

B-D-Gal-(1-3)-GalNAca-Ser/Thr
B-D-Gal-(1,4)-GIcNAc, desializovany fetuin

uzka specifita pro 9-O-acetylované sialové kyseliny

a-L-Fuc-(1-6) vazana na jadro N-vazaného
oligosacharidu, méné pak a-L-Fuc-(1-2,3,4)
N-glykany s vysokym obsahem mandzy
vnitini a-D-Glc-(1,3)-Man

GIcNAc

B-D-Gal-(1-3)-GalNAc

GalNAc

a-manosylove vétve (pokud neni mezi nimi
GIcNAc), glukosylované struktury, hybridni typy a
biantenarni komplexni typy N-glykan(
a-D-GalNAc-Ser/Thr a a-D-GalNAc(1-3)-GalNAc
(Forssmanuv disacharid) > a-D-GalNAc-(1-3)[a-L-
Fuc-(1-2)-Gal (A-trisacharid)

poly-LacNAc a vétvené LacNAc
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sialova kyselina Neu5Ac a(2-6) terminalné na Gal nebo GalNAc

lektin z bezu ¢erného (Sambucus nigra, SNA) znaceny digoxigeninem

protilatka proti digoxigeninu zna¢ena alkalickou fosfatazou (AP)

vizualizace: 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat +nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT)



g:.w; aSTEYIy 2 R TN
fukéza a(1-2) terminalné nebo privéetvena
lektin z hlodase evropského (Ulex europaeus, ULE |) znaceny biotinem

streptavidin znaceny kfenovou peroxidazou (HRP)
vizualizace: peroxid vodiku + diaminobenzidin (DAB)



In situ hybridizace (ISH)

hledame lokalizaci nukleotidove sekvence
(DNA — geny, RNA — transkripty mRNA, virova DNA a RNA)

specificka vazba komplementarnich nukleotidu
(A-T, A-U, C-G)



PROBA (SONDA)

testovaci sekvence, ziskana synteticky, komplementarni
k sekvenci hledané

proba je pro vizualizaci znaCena napr digoxigeninem,
biotinem, fluorochromem nebo radioizotopem (napf. 32P)

vizualizace pak probehne vytvorenim barevneé slouceniny
In situ pomoci enzymoveé histochemie, nebo fluorescencné
(FISH), pripadné autoradiograficky



Priklad ISH detekce specifické mRNA pomoci sondy cDNA znacdené

¢DNA complementary
/to specific mRNA

Holes in the cell
made by detergent

e

Cell
/\ membrane
Digoxigenin
label on uridine
) Wash
—

=
LT

1] mRNA
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3. Add chemical that becomes a dark
purple dye when phosphate is removed;
dye colors the cell.
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ISH s pouzitim 663 bp DNA-sondy komplementarni k mRNA pro
surfaktant-protein A znaCené digoxigeninem. Detekce v lidskych
plicich pomoci protilatky proti digoxigeninu konjugovaneé s AP.

» "..~

Goldmann et al., Diagn Pathol. 2009; 4: 8.
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DownUv syndrom (trisomie 21)

pripravena proba pro Down-specific region znacena Spectrum Orange

dobarveni veskeré DNA pomoci DAPI
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SPECIALNI TECHNIKY
ELEKTRONOVE MIKROSKOPIE



Zpusoby fixace v TEM

e FYZIKALNI

» rychlé a hluboké ZMRAZENI (kryofixace)
* mikroviny

» CHEMICKE
« ROZTOKY chemickych latek



Kryofixace

vzorky mohou byt pozorovany v mikroskopu v
jejich prirozeném extra a intracelularnim prostredi

nedochazi pfi ni k denaturaci enzymu a antigenu

bunky jsou pri kryofixaci imobilizovany ve zlomku
vteriny, coz umoznuje sledovat casove zavisle,
dynamicke degje

riziko poskozeni bunék tvorbou krystalu ledu a
zvetsovanim objemu pri mrazeni

Ize predejit rychlym zmrazenim, pri kterem dojde k
ztuhnuti vody rychleji nez ke vzniku krystalu
(pripadné za zvyseneho tlaku)



Pristroj pro vysokotlakou kryofixaci

\gci KT



Zpracovani zmrazeneho preparatu

» kryokrajeni — krajeni ultramikrotomem vybavenym
kryokomorou (cca -100°C)

— rezy na sitkach je mozné pozorovat v TEM vybaveném
kryodrzakem (drahé a technicky narocne)

— nebo vysusit rizenou sublimaci ledu (vhodnéjsi pro SEM)

— nebo nechat roztat (rychla autolyza)
 autolyze se predejde, pokud se vzorek pfed zmrazenim fixuje
chemicky (Tokuyasu)
« freeze substitution — led ve vzorku se nahradi organickym
rozpoustédlem a nasledne akrylatovou pryskyfici (az pfi -
50°C), dale se se vzorkem pracuje za pokojove teploty



Ultramikrotom s kryonastavcem




Konvencni histochemie v EM

- vSechny metody jsou zalozeny na vytvoreni elektronove
denznich reakénich produktu s obsahem kovovych prvku
napr.

- prukaz polysacharidu (Thieryho reakce) — obdoba PAS,
misto Schiffova Cinidla se pouziva proteinat stribra

- prukaz sulfatovanych polysacharidi pomoci rutheniové
cerveni

- prukaz kyselych polysacharidu pomoci alcianové modfi
(Cu) nebo koloidniho zeleza (modifikovany Hale-Muller)

- prukaz produkce superoxidu pomoci diaminobenzidinu
(DAB) (modifikovana reakce podle Babbse) — oxidovany
DAB vaze osmium (je osmiofilni)
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IMUNOHRISTOCHEMIE V EM

1/ prukaz antigenu pred zalévanim tkané (pre-
embedding)

2/ prukaz antigenu na fezech z pryskyfricnych
bloCku (post-embedding)

3/ prukaz antigenu na zmrazenych rezech —
metoda podle Tokuyasu



protein A-gold

antibody

antigens

Dvoustupnova neprima metoda — nejcastéjsSi moznost v EM
znacena sekundarni protilatka nebo protein A (protein ze
Staphylococcus aureus reagujici s vétsinou Ig) reaguje s primarni
protilatkou vazanou na tkanovy (bunécny) antigen



Prukaz antigenu na pryskyriénych rezech
(post-embedding metoda) v EM

Fixace — nejlépe paraformaldehyd (glutaraldehyd
denaturuje antigen)

Zaliti — akrylatova pryskyrice misitelna s vodou (LR-
White, Lowicryl)

Na ultratenkych rezech: vysyceni pozadi
nespecifickym serem (FCS)

Primarni protilatka

Prani v pufru

Sekundarni znacena protilatka (nebo Protein A)
Prani v pufru a ve vode

Kontrastovani — napr. 2% uranyl acetat



Prukaz antigenu na zmrazenych rezech —
metoda podle Tokuyasu

Fixace — nejlepe paraformaldehyd

Kryoprotekce — prosyceni vzorku koncentrovanou
sacharozou

Zmrazeni vzorku pripevneného na kovovy nosic v
tekutem dusiku

Krajeni zmrazeneho vzorku na ultramikrotomu s
Kryonastavcem

Pfeneseni ultratenkych zmrzlych fezu na sitku pomoci
dratene kliCky ponorené do smesi metylcelulozy a
sacharozy

Dalsi postup stejny jako s pryskyricnymi rezy

Vyhoda — antigeny nejsou naruseny pfi dehydrataci
vzorku a zalévani




VIZUALIZACE

Vazba protilatky na epitop antigenu je vizualizovana
pomoci kovu (vysoka atomova hmotnost — elektronova
densita)

Standardni znacka — ¢astice koloidniho zlata
Velikost ¢astice — 5 — 30 nm — moznost vicenasobného
znaceni nékolika antigenu na jednom preparatu

Alternativne Ize vyuzit znacCeni protilatky krenovou
peroxidazou a vizualizaci pomoci DAB (osmiofilie)
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Imunohistochemicky prukaz tubulinu a, znaceno koloidnim zlatem 10 nm
apikalni cast rasinkove bunky, trachea, kralik



NEGATIVNI KONTRAST

pozorovani vzorku, jejichz velikost je hluboko pod tloustkou
ultratenkych fezu

— makromolekuly (proteiny, lipoproteiny, polysacharidy,
nukleoproteinové komplexy)

— izolovane bunécné organely (mitochondrie, membranove
systemy)

— bakterie, viry

zachyceni vzorku na podlozni folii natazenou na sitce

zaliti vzorku barvivem, které obsahuje tezky kov

barvivo obklopi vzorek a vytvori temne pozadi, v nemz se
jednotlivé objekty jevi jako svetle, barvivo pritom pronikne do
povrchovych nerovnosti objektu, coz umoznuje jejich
pozorovani.



Nejjednodussi zpusob: kapka suspenze se smicha s barvivem a
smes se nanese na sitku potazenou formvarovou blanou. Po
odsati prebytecné tekutiny a po zaschnuti se vytvori na blane
tenky film s Casticemi obalenymi barvivem.

Sofistikovanéjsi zpusob:
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Specialni metody zpracovani
vzorku pro SEM

» Kryofixace (stejna jako pro TEM)

* Mrazove lamani — dovoluje odhalit vnitrni
povrchy odhalené rozlomenim zmrzleho
vzorku

* Mrazove leptani — zvyrazneni struktury lomne
plochy odparenim ledu za snizeneho tlaku

ve vsech pripadech se musi pozorovany
povrch preparatu nastinovat



Zonula occludens — mrazoveé laman




Mikroskopie skenujici sondou
(Scanning Probe Microscopy — SPM)

metody urCene k pozorovani struktury povrchu

nejsou zalozené na zadném druhu svetla nebo zareni, ale na
postupném skenovani povrchu pomoci sondy

rada variant liSicich se fyzikalnim principem snimani

— mikroskopie atomarnich sil (AFM) — dnes nejvice uzivana,
vynalezena 1986, zalozena na pritazlivych a odpudivych silach mezi
atomy

— skenovaci tunelova mikroskopie (STM) — nejstarsi varianta (1981),
zalozena na pruchodu el. proudu mezi vzorkem a sondou, vyZaduje
vodivy vzorek a vakuum

— mnoho dalSich variant - mikroskopie lateralnich sil (LFM), mikroskopie
modulovanych sil (FMM), mikroskopie magnetickych sil (MFM),
mikroskopie elektrostatickych sil (EFM), mikroskopie balisticky
emitovanych elektront (BEEM) ...............



Zakladni prvky SPM

sensor
vertikalni polohy
hrotu

hrubé polohovani

] systému umistuje
hrot do blizkosti
vzorku

zpétnovazebné
ovladani vertikalni

polohy hrotu zkoumaci hrot (sonda)

(PELRARATAAAY %

vzorek

ﬁ%

piezoelektricky skener
pohybuje v Fadcich
vzorkem pod hrotem
nebo hrotem nad vzorkem

pocitac Fidi skener, zaznamenava
Udaje a pfevadi udaje na obraz

vibraéni izolace
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Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

pruzny nosnik (cantilever) a sonda vyrobena z Si;N,
pyramidovity tvar s polomerem hrotu asi 10-50 nm
délka nosniku 50-500 pym

pruzna konstanta ~0,1 — 0,7 N/m

kontakt mozny ve vzduchu i v kapaliné

ke snimani polohy nosniku se uziva laser a fotodioda



Rezimy topograficke AFM

' vrstva povrchové

e kontaminace podle

Konta ktni reiim vnéjsich poc.jm!'nek
zpétna vazba “odpudivymi” elektrostatickymi silami vzorek (~10 nm silna)
Nekontaktni rezim —————
zpétna vazba “pFitazlivymi” van der Waalsovymi silami vzorek

Poklepovy rezim
sonda kmita mezi nekontaktni a kontaktni oblasti K
nejvhodnéjsi rezim pro biologické vzorky vzore




cervena krvinka

5 microns
———







