Diagnostische Techniken

@ Makroskopie
@ (Licht)Mikroskopie
= Ubersichts-, Spezialfarbungen

= Enzymhistochemie
= |mmunhistochemie

@ Elektronenmikroskopie
@ Durchflul3zytometrie

@ Molekularbiologie
= Proteinnachweis: Western Blot
= DNA-, RNA Quantifizierung
= Mutationsanalyse



Makroskopie

@ Veranderungen der
= Form
= Begrenzung
= Grofie
= Gewicht
= Oberflache, Struktur
= Farbe
= Konsistenz



Asservierung von Gewebe und Zellen |

@ Fixierung

= 4%iges Formalin (gesattigte Lsg. von Formaldehyd
In H,O ca. 40%iq), pH 7.5, Phosphatpuffer,
Eindringtiefe 1Imm/h

geeignet far:

= Konventionelle gefarbte Schnitte

= Immunhistochemie, ISH

= Gewinnung niedrigmolekularer DNA, RNA

= Alkohol

» Zytologische Praparate, ISH
= Gewinnung niedrigmolekularer DNA, RNA

= 2%iges Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer
» Elektronenmikroskopie



Asservierung von Gewebe und Zellen Il

@ Keine Fixierung — Einfrieren
= Eis: Enzymnachweis
= -20°C:
= Gefrierschnitte, Enzymnachweis

= -70°C/Flussigstickstoff:
= hochmolekulare DNA, RNA

= Flussigstickstoff-gekuhltes 2-methylbutan
= Immunhistochemie, hochmolekulare DNA, RNA

@ Speziallosungen:
= Guanidiniumthiocyanid (GTC)
= RNAlater etc.






Einbettungs- und Schneideverfahren

@ Konventionell:
= Wasserentzug durch ,aufsteigende Alkoholreihe
= Xylol/Toluol
= Paraffinwachs
= Mikrotomschnitte: 4-6um
= Warmes Wasserbad: , Strecken®

@ Entkalkung: Saure, EDTA
@ Polyacrylamid-Einbettung






Gewebearray




Acrylatblock




3.11.14



Immunhistochemie

@ Lokalisation von Epitopen
= Zellbestandtelle
= Zytoskelett
= Zelladhasionsmolekile
= Hormone
= Rezeptoren
= Erreger

@ Phanotypisierung von Tumoren



Epitope

@ Antigene Determinanten
@ Oftmals art- bzw. individualspezifisch
@ Zelltypspezifische Epitope

Sehr selten

@ CD3: Ausnahme
T-Zell Rezeptor assoziierter Proteinkomplex (4
Peptidketten) — spezifisch flr T-Lymphozyten
@ EXpressionsunterschiede zur Identifizierung von
Zelltypen






CD71

Transferrin
Rezeptor

Zahlreich an der
Zellmembran
eisenverwendender
Zellen

MRNA Expression - Verteilungsmuster

Mormalized intensity

Genefote - expression arrays 1 probeset matched by Genednnot; 1 unigque pattern

10000

| | | | | | | | | | | |
BrA SFL TMS BRMW SFC HRT M3L LWR FMWC FST KDN LMG







CD34

@ Marker fur hamatopoetische Vorstufen

| a0 Genelote - expression arrays 2 probesets matched by Genednnot; 1 unigue patterr]

100+
10—+
1
00—

Mormalized intensity

I | | I | | | | | | I |
BwMA SFL TM3 BRM SFC HRT M3L LWR FMNC FPST KDN LMNG




GeneMote - expression arrays 2 probesets matched by Gehednnot; 1 unigue patter

I | I | | | | I 1 I | I
BMFR SFL TMS BRM SFC HAT MSL LVWR FNC F3T KDM LNG




Welcher AntikOrper?

@ Gute Quellen?
= Kataloge
= |nternet
= Firmenvertreter
= Mundpropaganda
@ Aussagen Uber Verwendbarkeit zu unterschiedlichen
Zwecken
= Immunoblot, Gefriermaterial, Paraffinmaterial etc.

@ Oft nur sehr bedingt zu verwenden
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Polyklonale vs. monoklonale AntikGrper

@ Vortelle
= Erkennen mehrere Epitope
= Weniger anfallig auf Fixierungsunterschiede, pH
= Meist billiger

@ Nachteile
= Haufiger unspezifische Reaktionen
= Begrenzte Reproduzierbarkeit
= Begrenzte Liefermoglichkeit
= Oft nicht aufgereinigt (Gelfiltration), haufiger Hintergrund
= Ascitesfllssigkeit: hoher Anteil an unspezifischen Proteinen



IHC — Durchfuhrung,
Interpretation

@ Gewebeasservierung
@ Gewebeaufarbeitung

Tissue arrays

@ IHC Durchftuhrung, Detektionsmethoc
Pitfalls, Qualitatskontrollen

Gerate, Automatisation
@ Reaktionsmuster

@ Spezielle Anwendungen



Formalin...

ZU wenig




Resultat:

Dickdarm-
schleimhaut




Gute Fixierung

bk 7T S R ¢ p
7 M TR P




Gewebeaufarbeitung

@ Einer der entscheidensten Schritte der IHC
@ Fixierung — Antigen retrieval

@ Gefrierschnitte
= Schlechtere Qualitat der Morpholo
= HOherer Aufwand
= Teure Aufbewahrung

= FUr einige Epitope trotzdem derzeit die einzige
Methode
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Gewebe-Mikroarray

@ \ortelle:

= Mehrere hundert Gewebeproben in einem
Paraffinblock

= Gute Vergleichbarkelit in technischer Hinsicht

= Geringere Kosten fur IHC

@ Nachtelile:
= Hoher Aufwand in der Herstellung

= Wesentlich kleinerer Gewebsausschnitt zur
Beurteilung












Antigen Demaskierung (antigen retrieval)

@ Hitzeverfahren
= Mikrowelle: 20-30min

= Druckkochtopf

= Citratpuffer pH 6.0
» TRIS-EDTA pH 9.0

@ Proteolytischer Verdau

= Proteinase K, Trypsin,
Chymotrypsin, Pepsin,
Pronase etc.

@ Kombinationsverfahren

@ Hexenzauber



IHC Durchfiihrung

@ Blockieren
@ AK Bindung
@ \WWaschen

@ Visualisierung der Immunreaktion



Visualisierung der AG-AK Reaktion

@ Enzym — Farbstoffumsetzung
= Peroxidase (1966)
= Alkalische Phosphatase (1978)

@ Fluoreszenzfarbstoff
@ Colloidales Gold
@ Radioaktive Markierung
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Detektionsmethoden

a(l=MOId=0

Direkte Methode Indirekte Methode Indirekte Methode mit Signalverstirkung

Markermolekal @ sioin

4!1:“&11: Antikdrper *ﬂﬂmd&r&r Antikérper

Abb, 1-7 Immunologische Verfahren zur spezifischen Darstellung von Proteinen in Gewebe und Zellen (Immunhistologie) oder in Extrakte
mﬁtﬂm'ntﬂt} "

Avidin




Haufige Fehler

@ Fixierung

@ Schnittqualitat
Dicke, Falten etc.

Unzureichende oder zu aggressive Antigendemaskierung
Antrocknen wahrend der Immunreaktion
Zeitdauer der Inkubation

¢ O O ¢

Unzureichende Hemmung endogener Enzyme
Peroxidase, alkalische Phosphatase etc.

@ Substratlésungen zu alt
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Zu Intensive Mikrowellenbehandlung




Unzureichende Enzymhemmung (APAAP)

Knochen-
mark




Substrat zu alt

Knochen-
mark







Automatisierung

@ Vortelle @ Nachteile
= Hoher Durchsatz = Kosten
= Arbeitsersparnis = Keine “individuelle”
= Konstante Qualitat Behandlung von
= Exaktes Einhalten der Schnittpraparaten und

Inkubationszeiten Antikorpern

= Kein manueller Stopp
der Farbreaktion

= Reproduzierbarkeit

= Horizontal vs. vertikal









Reaktionsmuster

@ Nuklear

@ Zytoplasmatisch

@ Membranstandig

@ Golgi

@ Endoplasmatisches Retikulum
@ Kombinationen



Nukleares Reaktionsmuster

Ki-67 (MIB-1)

Proliferation




Endoplasmatisches Retikulum

e

RPS6K

Ribosomal
protein S6
kinase




Membranstandig

Her2

Wachstums
-faktor-
rezeptor




Membran und Golgi

CD30

~ TNFR Familie
~ Induktion von
Apoptose via
CD95/CD95L




Endoplasmatisches Reticulum ?

Cholesterin-
Transporter ?




Vertellungsmuster

Lymphknoten

5 3 0 i
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Verteillungsmuster
Cholesterintransporter?




Co-Lokalisation von Antigenen

@ Hohe Auflosung notwendig

@ Geeignete Farbkombinationen in der
Visualisierung

@ Immunfluoreszenz



CRTH2 (Prostaglandinrezeptor)
braun; EPX (Eosinophile) rot

PG rot EPX braun




IH + CISH

F A 1CD68IH(rot)—
Makrophagen

Y-Chromosom
> 9 FISH (braun)












Elektronenmikroskopie - Technik

@ Glutaraldehyd u/o Paraformaldehyd —
Fixierung

@ Osmiumtetroxid — Nachfixierung

@ Kunststoffeinbettung (Epon, Lowicryl)
@ Schnittdicke 60-80nm (Diamantmesser)
@ Kontrastierung: Uranylacetat, Bleicitrat



Elektronenmikroskopie - Anwendungen

@ Zellorganellen

= Mitochondrien, Peroxisomen, Endoplasmatisches
Retikulum, Golgi, Lysosomen

@ Zellmembranen, -verbindungen
@ Zytoskelett

@ Einschlusskorper

@ Erreger: Viren



Vermehrung von Mitochondrien
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Kristalline Einschlisse in Mitochondrien




Viruseinschluf3korper (Zellkern)




