CINCVIC

Immunologie: Histochemie

Fluorochromierte Antikdrper und- (Strept-)avidin-Konjugate

Abbildung 1: Falschfarben-Darstellung der Dreifach-Fluoreszenz von Gefalien, Astroglia und Nervenzellen
im Cortex der Ratte durch konfokales Laserscanning (Zeiss LSM 510). Darstellung der Gefalie mit einem
biotinylierten Lektin und Cy2-Streptavidin (grin) kombiniert mit der Markierung von GFAP-
Immunreaktivitdt in Astroglia (Cy3, rot) und PGP9.5-Immunreaktivitdit in Neuronen (Cy5, blau).
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Histochemische Verfahren, bei denen Antigene durch Immunfluoreszenz,
d.h. durch fluorochromierte Antikorper, dargestellt werden, gewinnen stetig
an Bedeutung. Dies hat vor allem folgende Grinde: Neuartige
Fluorochrome ermdoglichen stabile Markierungen mit hoher Sensitivitat.

Immunfluoreszenz-Techniken sind meist weniger arbeitsaufwendig als
enzymimmunhistochemische  Verfahren (mit den  Markerenzymen
Meerrettich-Peroxidase und  Alkalische  Phosphatase). Gleichzeitige
Darstellungen von zwei und mehr Antigenen im gleichen Gewebe sind mit
Fluoreszenzmarkierungen oft erheblich einfacher und deutlicher als mit den
auf Markerenzymen beruhenden Prozeduren. Fluoreszenz-
Mehrfachmarkierungen sind das Mittel der Wahl, um die Co-Expression von
Antigenen z.B.in Zellen oder Zellkompartimenten.

Die Etablierung einfacher und effizienter Verfahren zur Unterdriickung der
Eigenfluoreszenz in Geweben (Schnell et al. 1999) erlaubt die umfangreiche
Anwendung von Immunfluoreszenz-Techniken auch bei der Analyse
autoptischer Gewebeproben in der Pathologie.

Fluorochromierte Zweitantikorper werden vor allem fur die histochemische Darstellung von
Antigenen durch indirekte Immunfluoreszenz benétigt. Diese Verfahren basieren auf dem
Einsatz unmodifizierter Priméarantikorper, die in einem zweiten Inkubationsschritt von
Fluoreszenz-markierten Immunglobulinen G (IgG) visualisiert werden, wobei diese
fluorochromierten Antikdrper gegen die Wirtsspezies des PrimarantikOrpers gerichtet sind.
Jackson ImmunoResearch Inc. offeriert die breiteste Palette solcher Immunreagenzien, wobei
alle Produkte hochspezifisch sind und ein optimiertes Fluorophor/Protein-Verhaltnis aufweisen.

Methoden der indirekten Immunfluoreszenz sind weniger stéranfallig und kostengunstiger als
Verstarker-Techniken einschlieBlich des sogenannten Tyramid-Systems. Eine Erh6hung der
Empfindlichkeit kann erzielt werden, indem in folgender Weise auf fluorochromierte ,dritte
Antikorper” zurtickgegriffen wird: Erstantikdrper (z.B. aus der Maus) ~ Zweitantikorper (z.B. Cy3-
Ziege-anti-Maus) ~ ,dritter Antikérper”, gerichtet gegen 1gG aus der Spezies desZweitantikorpers
(z.B. Cy3-Esel-anti-Ziege) [siehe auch Svensson 1991]. Weitere sensitive Techniken schlieBen
biotinylierte Sekundarantikdrper ein, die in breiter Palette von uns angeboten werden und durch
fluorochromierte (Strept-)Avidin oder anti-Biotin-Konjugate visualisiert werden kdnnen.

Liegen an Haptene wie Biotin oder Digoxigenin gekoppelte Priméarantikorper (oder Lektine fur die
Detektion von Glycokonjugaten) vor, konnen auch sie mit Hapten-erkennenden
fluorochromierten Reagenzien in groRer Vielfalt (gekoppelt an AMCA, FITC, Cy2, Cy3 und Cy5)
visualisiert werden. In Betracht kommen dabei Streptavidin-, Avidin- und anti-Biotin-Konjugate
fir die Darstellung biotinylierter Marker, wahrend anti-Digoxin-Konjugate stark mit dem Aglycon
Digoxigenin kreuzreagieren und somit geeignet fir die Detektion digoxigenylierter Proteine sind
(siehe Hartig et al. 1996).

Hapten-anti-Hapten-Techniken sind unter anderem dann von Vorteil, wenn in Mausgeweben
(z.B. von transgenen Tieren) der Einsatz von sekundaren, gegen Maus gerichteten Antikérpern
unerwiinscht zur Detektion endogener Immunglobuline fihren wirde.
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Bei der Wahl des Fluorophors sind die Mdglichkeiten zur Analytik gefarbter Praparate zu
beriicksichtigen. Besonders wesentlich ist dabei besonders die Art der verfugbaren Lichtquellen
und Filtersets. Zur Grundausrustung von Fluoreszenzmikroskopen gehdrt ein sogenannter
»Fluorescein“-Filter, der nach ,Blau-Anregung“ griin fluoreszierende Strukturen visualisiert.
Fluorescein, das in der Vergangenheit ausschlieBlich mittels Fluorescein-lsothiocyanat (FITC) an
Proteine gekoppelt wurde (womit der gebrauchliche, aber nicht korrekte Name ,FITC-Konjugate
erklarbar ist) wird weiterhin h&ufig verwendet. Die ebenfalls seit langem etablierten
Tetramethylrhodamin (TRITC)-gekoppelten Antikdrper erlauben in Kombination mit griner
Immunfluoreszenz grundsétzlich die Doppelmarkierung von Antigenen. Durch die Einfiihrung von
ebenfalls rot fluoreszierenden, aber bei hoherer Wellenlange emittierenden Texas Red-
Konjugaten ist seit fast zwei Jahrzehnten eine verbesserte Separation von gruner und roter
Fluoreszenz maéglich. Ahnlich giinstige Spektraleigenschaften besitzen die noch leuchtstarkeren
und stabilen Rhodamin-Red-X-Konjugate.

Indodicarbocyanin-konjugierte  Immunreagenzien weisen sowohl eine herausragende
Fluoreszenzintensitat als auch eine &uflerst geringe Neigung zu unspezifischen Bindungenauf.
Carbocyanine gelten heute als ein Mittel der Wahl fur die Immunfluoreszenz. Das
stark rot fluoreszierende Carbocyanin 3 (Cy3) zeigt eine geringe Tendenz zum Ausbleichen (siehe
Wessendorf & Brelje 1992) und ist bei geeigneter Lagerung langzeitstabil. In &hnlicher Weise
zeigt sich Cy2 als ein stark griin fluoreszierendes Fluorochrom, das besonders in organischen
EinschluBmitteln stabil ist. Eine Schwierigkeit bei Doppelmarkierungen besteht jedoch in der
teilweisen Uberlappung der Spektren von Cy3 und Cy2 (und FITC). Dieses Problem wird geldst
durch die Ausrustung der zur Analyse der Farbungen eingesetzten Mikroskope mit geeigneten
Lang- bzw. KurzpalRfiltern. Fur die meisten Doppelmarkierungen, bei denen die Darstellung
zweier Antigene mit Primarantikbrpern aus unterschiedlichen Wirtsspezies (oft z.B. Kaninchen
und Maus) durchgefuihrt wird, ist der Einsatz der - simultan einsetzbaren und nicht
kreuzreagierenden - Cy2- und Cy3-markierten Zweitantikdrper (z.B. Cy2-Ziege-anti-Kaninchen
und Cy3-Ziege-anti-Maus) zu bevorzugen.

Sind Dreifach-Fluoreszenzmarkierungen beabsichtigt, deren Analyse mit konventionellen
Fluoreszenz-mikroskopen erfolgen soll, sind blau fluoreszierende AMCA- (7-Amino-4-
methylcoumarin-3-acetyl-) Konjugate in Kombination mit griner und roter Immunfluoreszenz
empfehlenswert. AMCA wird durch UV-Licht angeregt, wobei die entsprechenden Filter so zu
konfigurieren sind, dal? unerwunschtes ,,Durchscheinen“ von Cy2-Markierungen vermieden wird.
Bei Mehrfachmarkierungen erweist es sich als gunstig, das am starksten exprimierte Antigen mit
dem vom menschlichen Auge vergleichsweise schwacher wahrgenommenen AMCA zu
detektieren. Bei der photographischen Dokumentation empfiehlt sich dann die Verwendung
Blaulicht-empfindlicher Filme.

Fir eine Analyse mit der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie (CLSM) sind Cy5-Markierungen
hervorzuheben. Sie weisen eine hohe Fluoreszenzintensitdit und Photostabilitat auf. Das
Emissionsmaximum von Cy5 liegt bei 667 nm und damit in einem langwelligen Spektralbereich,
in dem Gewebe vergleichsweise wenig Eigenfluoreszenz (z.B. durch Lipofuscin) zeigen. Die
histochemische Analyse von Geweben mit starker Pigmentierung und z.B. auch von autoptischem
Material seniler Falle kann daher mit Cy5-Immunkonjugaten und CLSM erfolgen, wogegen Cy5
wegen seiner spektralen Eigenschaften fur die konventionelle Fluoreszenzmikroskopie ungeeignet
ist. Flur die simultane Darstellung verschiedener Antigene mittels Laser-Scanning und
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Falschfarben-Darstellung (siehe Abb. 1 und 3) konnen Cy5-Reagenzien z.B. mit rot
fluoreszierenden Rhodamin Red X- und (geréteabhangig) mit Cy3-Konjugaten sowie mit
praktisch allen grin und blau fluoreszierenden Konjugaten kombiniert werden. MalRgeschneidert
fir Mehrfachmarkierungen (Multiple Labeling) sind besonders hochgereinigte Reagenzien, die
mit ML gekennzeichnet sind.

Sollen immunhistochemische Fluoreszenzmarkierungen mit Kernfarbungen kombiniert werden,
bietet sich neben verschiedenen grin fluoreszierenden Farbstoffen (siehe Suzuki et al. 1997) das
stark blau fluoreszierende Bisbenzimid (Hoechst-Farbstoff 33258) (Schnell & Wessendorf 1995)
an.

Zur Verminderung von Fehlerquellen sollte bei Mehrfachmarkierungen mit in der
gleichenTierspezies generierten Zweitantikdrpern gearbeitet werden (siehe auch Protokoll zu
Abb. 2). Eine adaquate Blockierlosung fur die Verdinnung des Erstantikrpers und zur
Verhinderung seiner unspezifischen Bindung an das Gewebe enthélt oftmals ca. 5% Normal-
Serum aus der Wirtsspezies der Zweitantikorper. Tendieren die eingesetzten Primarantikorper
stark zu unspezifischer Gewebebindung, kann auch mit 10-20% Normalserum geblockt werden.
Um einen moglichen unerwinschten ,Background“ durch die unspezifische Reaktion von
Geweben mit fluorochromierten Antikorpern und (Strept-)Avidin-Konjugaten herabzusetzen,
verdiinnt man diese Reagenzien Ublicherweise in Puffer, der auch 2% Rinder-Serumalbumin
enthalt. Noch kostengunstiger als mit Rinder-Serumalbumin kann die Blockierung durch Zusatz
von entfettetem Trockenmilchpulver erfolgen. Sowohl Rinder-Serumalbumin als auch
Trockenmilchpulver missen jedoch frei von Serumproteinen sein, weil letztere unerwiinscht, vor
allem mit anti-Ziege-Konjugaten (und stark kreuzreaktiven anti-Schaf-Konjugaten) reagieren
wiurden.

Abbildung 2: Falschfarben-Darstellung der Dreifach-Immunfluoreszenz Kalzium-bindender Proteine in
Nervenzellen im Cortex der Ratte durch konfokales Laserscanning (Zeiss LSM 510). Darstellung von
Calbindin mit Cy2 (grun) kombiniert mit der Detektion von Parvalbumin (Cy3, rot) und Calretinin (AMCA,
tarkis).
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Protokoll zur Carbocyanin-Dreifachmarkierung der Kalzium-bindenden Proteine
Calbindin, Parvalbumin und Calretinin mit Cy2, Cy3 und AMCA

Die Zytochemie Kalzium-bindender Proteine ist oft eine Methode der Wahl
zur Darstellung morphologischer Details immunpositiver Nervenzellen.
Mehrfachmarkierungen dieser Marker tragen zur Aufklarung von
komplizierten Struktur-Funktions-Beziehungen im Zentralnervensystem bei.

- alle Schritte bei Raumtemperatur -

8 30 um-dicke, frei bewegliche Gefrierschnitte von Paraformaldehyd-fixiertem
Rattenhirn;

8 3 x 10 min Waschen des Gewebes mit 0,1 M Tris-gepufferter Kochsalzlésung, pH
7,4 (TBS)

§ Blocken unspezifischer Bindungsstellen des Gewebes mit 5% Esel-Normalserum
(Katalog-Nummer 017-000-001) in TBS + 0,3% Triton X-100 (=ENS-TBS-T); 1 h

§ Inkubation mit einem Cocktail primérer Antikérper in ENS-TBS-T; 16 h bei
Raumtemperatur:

Maus-anti-Calbindin [1:200; Sigma]
Kaninchen-anti-Parvalbumin [1:500; Swant]
Ziege-anti-Calretinin [1:100; Swant]

8 3 x 10 min Waschen der Schnitte mit TBS;

8 Inkubation mit einem Cocktail sekundarer fluorochromierter Antikdrper [
Dianova,verdinnt mit TBS (+ 2% Rinderserumalbumin, z.B. Fraktion V)]; 1 h:

Cy2-Esel-anti-Maus 1gG (Katalog-Nummer: 715-225-151; 20 pg/ml)
Cy3-Esel-anti-Kaninchen 1gG (711-165-152; 20 pg/ml)
AMCA-Esel-anti-Ziege 1gG (705-155-147; 30 pg/ml)
8 3 x 10 min Waschen der Schnitte mit TBS und mit destilliertem Wasser (1 min)
8 Aufziehen auf fluoreszenzfreie Objekttrager; Lufttrocknung

8 Eindecken z.B. mit Entellan (in Toluen; Merck) oder mit einem walrigen
Eindeckmedium.

Alternativ kann die Inkubation der Primarantikdrper generell bei 4°C fir zwei bis drei Tage statt
Uber Nacht bei Raumtemperatur erfolgen.

Im Anschlul an den Einsatz geeigneter Primdarantikorper lassen sich die Methoden der
Immunfluoreszenz auch mit Paraffin- und Kryostatschnitten sowie mit Wholemounts
durchfiihren. Zur empfindlichen Darstellung bestimmter, oft Membran-assoziierter Antigene
behandelt man die Gewebe wahrend der histochemischen Verfahren mit Detergenzien (haufig
verwendet: 0,1-1% Triton X-100, das oft der Blockierlosung fir die Primarantikorper zugefigt
wird). Weil Triton irreversibel wirkt, reicht sein einmaliger Einsatz wahrend der Versuche und es
kann auf seinen Zusatz zu Sekundarantikérpern verzichtet werden. Durch héhere Tritonanteile in
Inkubationsldosungen, die fur verschiedenene immunhistochemische Verfahren eingesetzt
werden, kdnnen Artefakte wie z.B. Myelinfarbungen auftreten (siehe Weruaga et al. 1998).
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Abbildung 3: Carbocyanin-Dreifachmarkierung: Detektion von Chondroitinsulfat-Proteoglykanen (CSPG) in
perineuronalen Netzen der extrazellularen Matrix der Ratte (tlrkis) kombiniert mit der Immunmarkierung
von Parvalbumin (griin) und Calretinin (rot) im Cortex der Ratte: Falschfarbendarstellung mit Hilfe des LSM
510 (Zeiss)

Detektionsprinzip:

(Cocktail primarer Antikérper)

Kaninchen-anti-CSPG Maus-anti-Parvalbumin Ziege-anti-Calretinin

~

o o o
(Cocktail sekundarer Antikérper)
Cy5-Esel-anti-Kaninchen 1gG Cy2-Esel-anti-Maus 1gG Cy3-Esel-anti-Ziege IgG
Alternative Farbevarianten mit fluorochromierten Antikérpern :

Steht kein fur die Detektion von Cy5 geeignetes Laserscanningmikroskop zu
Verflgung, ist die Visualisierung von Kaninchen-anti-CSPG auch mit blau
fluoreszierendem AMCA-Esel-anti-Kaninchen I1gG mdglich. Fur die
Darstellung von Parvalbumin-Immunreaktivitat mittels griner
Immunfluoreszenz stehen auch FITC- Konjugate von Esel-anti-Maus 1gG zur
Verfugung. Rot fluoreszierende Konjugate von TRITC oder Texas Red und
Esel-anti-Kaninchen 1gG bieten sich ebenfalls fir die Darstellung von
Calretinin-Immunreaktivitat an.

dianova GmbH 6
Warburgstr. 45 I 20354 Hamburg
I www.dianova.de 0 Tel: 040 - 45067 0 I Fax: 040 - 450 45067 490


http://www.dianova.de

Markierungen mit Cy5 und anderen Indocarbocyaninen (Cy2, Cy3) sind langzeitstabil, wenn sie
mit (luftblasenfreiem) Entellan (in Toluen; Merck) eingedeckt werden. Die Lagerung mit in
Entellan eingeschlossener Praparate in der Dunkelheit bei 4°C gewéhrleistet eine in der Regel
monatelange, meist mehrere Jahre dauernde Stabilitat der Farbungen.

Stabilitat der Praparate

Walrige Eindeckmedien wie z.B. Histosafe sind zu bevorzugen, wenn Gewebedeformationen
beim Eindecken weitgehend vermieden werden sollen. Um das Ausbleichen (Fading) wéahrend
der Lagerung und vor allem bei der mikroskopischen Analyse zu reduzieren, sollten kommerziell
erhaltliche Eindeckmittel genutzt werden, die Anti-Fading-Substanzen enthalten. Alternativ
kénnen kostenglnstige walrige EinschlulBmittel wie Glycerol/Gelatine kurz vor ihrer Nutzung mit
derartigen Substanzen (wie z.B. n-Propyl-Gallat oder para-Phenylendiamin) versetzt werden.
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Die von der dianova GmbH angebotenen Sekundarantikbrper stammen ausschlie8lich vom
Hersteller Jackson ImmunoResearch Inc. (West Grove, PA, USA).

Die Abbildungen 1-4 wurden von Dr. Wolfgang Hartig (Paul-Flechsig-Institut
fur Hirnforschung, Universitat Leipzig) und Dr. Jens Grosche (1ZKF, PFlI,
Universitat Leipzig) zur Verfligung gestelit.

Diese komplette Ausarbeitung stammt aus der Feder von Herrn Dr. W.
Hartig. Hierfir méchten wir uns an dieser Stelle nochmals bedanken

Abbildung 4: Carbocyanin-Doppelmarkierung von Parvalbumin (Cy2, grin) und Chondroitinsulfat-
Proteoglykanen (Cy3, rot) in einem subcorticalen Kerngebiet der Maus. Konfokales Laserscanning mit Zeiss
LSM 510.
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