Vorlesung Mikroskopische Bildgebung
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Tell 1 — Praparationsmethoden

Tell 2 — Farbemethoden
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Farbungen - Ubersicht

. Konventionelle Farbungen

Il. Enzymhistochemie

lHl.Immunhistochemie,
Immunmarkierung

IvV. In situ Hypridisierung

V. Reporter



I. Konventionelle Farbungen
Chromophor (Farbtrager)
Chromophore Gruppen

C=C Ethylen O
C=0 Carbonyl

C=S  Sulfin

C=N  Carbimin

N=N Azo

N=0O Nitroso

Phenolphthalein
Zahl & Anordnung der DB & pH bestimmen Farbe
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Phaomelanin

Eumelanin

Schwarz-braun
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Ladung von Farbstoffen

Auxochrome Gruppen

« Basenbildend (+)
 NH2 Amino
« NH(CH3) Dimethylamino

‘ Fixierung am Substrat

« Saurebildend (-)

« COOH Carboxyl
« NO2 Nitro
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Oder keine Ladung...

[

[WEINZ
WORCESTER

SAUC

Sudan |
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Beispiel Hamatoxylin

Campechebaum
Hamatoxylin Hamatein
blauen
S HaO —/A;\— OH, /\
IR -sauer -
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Saure azidophile
Basische Farbstoffe ===y Dbasophile  Strukturen

Neutrale neutrophile
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Farbetheorie

Farbungen wurden empirisch ermittelt

I.  Chemische Farbungen

Ii. Physikalische Farbungen
- Loslichkett
- Gewebedichte
- Dispersitat (Zeit)
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Farbezubehor
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Farbezubehor
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Farbezubehor

Beispiele...
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Beispiel 1. Masson-Goldner-Farbung (Trichrom)

Eisenhh@amatoxylin 2min
Leitungswasser 10min
Azophloxin 5min

1% Essigsaure spilen

Phosphorwolframsaure-
Orange 15s-30s Diff

1% Essigsaure:
Unterbrechnung Diff

Jelsiadsiq

Lichtgridn1-3min

Augenlied 8. 1% Essigsaure
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Beispiel 2: Resorcinufchsin-Farbung nach

1. Basisches Fuchsin +
Resorcin + Eisen-ll-chlorid =
Resorcinfuchsinlosung (+)
30min

Leitungswasser

Differenzierung in 96%
Ethanol

A. carotis communis
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Bielschowsky Versilberung

Ispiel 3:
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Beispiel 4: PAS Farbung — Nachweis von Glycoproteinen

NH3"

HaN O CH3

o

HO;,,‘FIII‘M‘\OH $

HO” | YOH
OH

HoN

Periodsaure Fuchsinschweflige Saure

S |
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T T O
© bz R._.O )]\,,GH:J,
T T ¢ |
“ X

uonxeay-Iyos

OH
HO

T T
H,N = Z S NH,
Glycolgruppen Aldehydruppen ,
Fuchsin
Glcyoprotein als = &
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Beispiel 4: PAS Farbung — Nachweis von Glycoproteinen

NH

CH3
|
(J .,

HoN

Fuchsin
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Beispiel 5: Berliner Blau Reaktion

Kaliumhexacyanidoferrat(ll) (Ge/bes Blutlaugensalz)

Berliner Blau
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Beispiel 6: Lektinfarbung

Lektine (legere - auswahlen)
Proteine die spezifisch binden

S

Schalter, der das

M:I-csr:r__l['_'. Grift Werdil akmiviert

N\

\ A

,

§ Y f |
.l'III l"l,L Gasiang e, verbindat | ]
% Eusloser mek dem vent || L

Wendil, das die Rizin-Eugal

Fylinder mit e
Fedar um das kornprimba e Luft durch den "Lauf” des
Reganschirms schiekt

Gestdnge zu bewegen

Regenschinmgnff

Ricinussamen
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Beispiel 7: Ziehl-Neeslen Farbung

Fuchsin

Vorsicht!
Saure

N\

Saurefest
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Beispiel 7: Ziehl-Neeslen Farbung

Saurefest

\

© Fraunhofer % FraunhOfer

1Z1



Polarisationsfarbung: Kongorot

MNH; HzM
QOO

HO5S S0;H

Topo-optische Reaktion =
Orientierte Anlagerung des Farbstoffes und

Erhohung der Brechung
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Histology's ‘Placental villi’
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Artefakte

20um ‘/l/ Al
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Farbeverfahren ohne Bindung - Injektionen in hohlrdume
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Neuronales Tracing

Cell body

Anterograde

Retrograde
Myelin sheath

MNucleus Axon terminals

Dendrites

A Tracing using transsynaptic viral tracer
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Enzymhistochemie

Enzyme = katalytische Proteine
Nachweis Enzymaktivitat durch Umsatz

Loslich -> Unloslich

Vorsicht: Fixierung

\

~ Fraunhofer

1Z1



Myosin ATPase

ATP + H20 —— ADP + Phosphat

Skeletal Muscle Fiber

Mitochondria
Myofibrils

Sarcolemma

Nucleus
T tubule

Terminal cisterna
Triad

Sarcoplasmic Reticulum

5-10 ATP-Molekule pro Sekunde

Thick filament

Thin
filaments

7 St il
N, filament

Thin filament moves Actin
toward center of sarcomere.
33

Myosin
binding sites

5

Myosin head (high-
energy configuration)

Caop)
2

----- Myosm head (Iow—
energy configuration)

CADP)) +(B;
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ATP + H20 —— ADP + Phosphat

Bleisalz (Bleinitrat)
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Immunhistochemie - Immunlokalisierung

Konventionelle Farbungen  Immunhistochemie

+ schnell - nicht schnell
+ billig - teuer
- unspezifisch + sehr spezifisch
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MHC
molecule
*Antige
receptor

*Accessory
: protein

*Activated

Epitope

— Antigen

*Helper T cell helper T cell TammEcells’  secrated
G , & antibodies
==
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Immunhistochemie - AK

Antigens
v wwe i
' gL, gk, 19
&7 - "!-.:_"T_IF _-'::_".j" Dirner
N\ o Ty e
-l.ll
O Pentamer
) = lgM
Antibody {j} 15.1-.&%
"
V(D)J-Rekombination
1,92 Millionen Kombinationsmoglichkeiten
—
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Immunhistochemie
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Herstellung von AntikGrpern: polyclonal

— Antigen

Antigen

Injektion 3\
des Antigens " v
ri
I

yA N AT

Testen der
produzierten Antikirper
Gewinnung von "

\Serum mit Antikorpern
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WESTERNBLOT

oo ’ fmol range

lg¥Y (AFc)

Clnical dagnoss

Anti H. pylor 1gY

B

Anti H. pyler 1gY

RV At

Antigen- Antibo dy
Reaction

Agglutination
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Herstellung von AntikGrpern

=@ b — |- Anigen

5 |njektion
des Antigens

Myeloma-
zellen

82

Milzzellen el a%s
N 1A
. \ /
::: Zellfusion

| Isolation der
Hybridzellen

[‘\[. @ | a
=]
Antiksrper  }~ z( ~ /(

®
—
®

\ Testen der produzierten Antikérper

*-OM

Klonen der Antikorper-
produzierenden Hybridzellen

: monoclonal

bt ot

1
® Til. H. T = !] Vereinzelung der Zellen

l \ Testen der produzierten Antikdrper

\.

Vermehrung der Antikérper-
produzierenden Klone

/N

)
A4\

Antikérperproduktion

Zellkultur

Tumorbildung

|
A AN

Antikérperproduktion
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Monoclonal versus polyclonal

- weniger Bindung + mehr Bindung
- Weniger tolerant + toleranter
+ hoch spezifisch - Kreuzreaktion

+ reproduzierbar

Monoclonal Antibody Binding Polyclonal Antibody Binding
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Nachweismethoden

direkie
Immunmarkierung

+ schneller
all® Marker

+ spezifischer
- schwacher

- teuer
Antigen

Primarantikorper

indirekte
Immunmarkierung

+ Signalverstarkung

+ Flexibilitat
L
= / e - Komplexer
markierter ik nspezifischer
Sekundar- antikdrper . p
antikérper
b Antigen
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Immunhistochemie — Mehfachfarbungen
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Immunhistochemie — Signalverstarkung

Using the ABC System:

v Add Primary Antibody 1 - Add Biotinylated
T , Secondary Antibody
. e

N

Add Avidin/Biotinylated 3 s Add Enzyme Substrate 4
Enzyme Complex (ABC)
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In-situ-Hybridisierung
Nachweis von DNA oder RNA

* * *

Chromosom auf einem
Objekttrager TACATCCT
/ Denaturierung ATGTAGGA
TACATCCT K I t5
DNA-Doppelk omplementére
= helix ATGTAGGA Probe, markiert mit
Fluoreszenzfarbstoff
* o
S 1 S .
TACATCCT K‘;& < B '
ATGTAGGA A unauffallig Trisomie 21
Hybridisierung der
Benatint J/ Probe mit der
enaimanng denaturierten DNA
TACATCCT TACATCCT

ATGTAGGA —> ATGTAGGA —> ATGTAGGA
0 B [ |
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pGreenZeo
lenti-reporter

Reporterproteine ..

SV40 Poly-A'
Regulatory sequence to Reporter gene IATR oy gf(')'::t‘:cr'f'c
be studied (e.g. encoding GFP or
(e.g. a gene's promoter) luciferase) ZeoR 1,, copGFP
DNA
. m mMRNA

A reporter protein
. Amount is easily measured
(e.g. GFP by fluorescence)
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“Mr. Osborne, may | be excused?
My brain is full.”
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