





unoistochimica
ende tecniche che utilizzano anticorpi per identificare
ellulari e tissutali come antigeni in situ.
lomunoistochimica possono essere
jpologie di campione cellule isolate su

ecifiche di quelle utilizzate nelle
00 piu difficili da attuarsi.




tigene e una molecola proteica, glicoproteica o
ica capace di evocare una risposta immune da
istema immunitario.
anticorpo specifico qualunque antigene
lato mediante reazioni di

na o piu porzioni chiamatsi

differenti tra di loro.
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L anticorpi sono molecole specifiche sintetizzate dalle
acellule. Detti immunoglobuline se ne distinguono 5

ati in l[aboratorio sono generalmente le

i un anticorpo € a forma a 'Y,
g basale comune che poi si

| al legame

gina) si possono
gecifici due




g ni anticorpo e formato da 4 catene polipeptidiche 2
2 |[eggere e due catene pesanti uguali tra loro. Queste
0 unite tra di loro da legami covalenti e non
| disolfuro) e sono tutte coinvolte nel legame
gtigenica.
esanti sono costituite da segmentsi
domini funzionali. Ogni catena

310 variabile e da un dominio
hSONO costituite da un
il costanti. | domini
Inale e sono
IRl costanti




braccia delle molecole anticorpali sono molto variabili
arte estrema e possiedono regioni specifiche dette
arvariabill che sono quelle elettivamente deputate
anto della molecola antigenica da legare.
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| anticorpi necessari per le tecniche di immunoistochimica
grodotti negli animali. Si producono anticorpi in
iniettando in un animale (topo, coniglio, pecora,
igene detto “antigene A”. Iniezioni ripetute
jnale una stimolazione dei linfociti B
jene a produrre quantita sempre
A”. Poiché ogni antigene “A” ha

ociti B e quindi nel sangue
iscuno dei quali leghera
n antisiero




tata quindi sviluppata una tecnica che consente di
gare un unico clone di cellule da un singolo linfocita B
3 ottenere una grande quantita di anticorpi
ati anticorpi monoclonalili.
anno una vita limitata e quindi per
ema singoli linfociti B presi
engono fusi con cellule derivate

le sono




A fusione tra i linfociti B (provenienti dalla milza di un
c immunizzato) e il mieloma di topo, viene
or |'intervento di un promotore di fusione di
e il polietilenglicole.
a0 allevati gli ibridi e di tipo selettivo
poxantine-Aminopterin-
ger la sua composizione

omi che delle cellule
qon dell’ibridoma
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omplesso tra I'antigene e I'anticorpo che si forma nella
g immune non e di per se visibile. E’ necessario
isi di marcatori che direttamente o indirettamente
larne la formazione.
mettono di visualizzare tale reazione




Permettono
I’osservazione del
prodotto finale perche
risulta colorato in modo
fluorescente
(fluorocromi)

| preparafi vanno
ervatfi con un
OSCOPIO O




i per le tecniche immunoenzimatiche che per quelle
gofluorescenti si possono distinguere metodi diretti
I. Nei metodi diretti c’e un minor numero di
ettuare e si ottengono risultati con minor
nel metodi indiretti si effettuano un
3saggi, ottenendo segnali piu forti, ma
b di false positivita.




netodi diretti sono metodi piu semplici e prevedono |l
o diretto dell’anticorpo marcato all’antigene. Quindi si
Qrre di un anticorpo specifico per I'antigene che
re ottenendo un complesso antigene-

R marcato con un enzima oppure con
Il fluorocromo).
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caso di metodi indiretti oltre all’anticorpo primario, che in
@ Caso Non e coniugato, esiste un altro anticorpo, detto
secondario, che e costruito per riconoscere |l

anticorpo secondario a essere marcato
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UNOENZIMATICA
)iche di immunoenzimatica prevedono la presenza di
egato direttamente o indirettamente all’anticorpo

grmazione di un precipitato colorato
opio nel sito dove e avvenuta la

idasi, la fosfatasi alcalina,




perossidasi € un enzima ottenuto dal rafano ma e
e anche nei tessuti umani.
e |legami covalenti con le immunoglobuline
un enzima riducente che ha come
ldo di idrogeno.
la diamminobenzidina (DAB) che
3cqua ossigenata si ossida.

M'ma un precipitato
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fosfatasi alcalina che in presenza di determinati substrati
e fosfato inorganico e porta la formazione di un

) il suo substrato e il naftol fosfato,
psali di diazonio (cromogeno) forma un
il colore rosso.
Q rivela la posizione dell'anticorpo
a posizione del complesso




fosfatasi alcalina che in presenza di determinati substrati
e fosfato inorganico e porta la formazione di un

) il suo substrato e il naftol fosfato,
psali di diazonio (cromogeno) forma un
il colore rosso.
Q rivela la posizione dell'anticorpo
a posizione del complesso




Il sistema basato sulla fosfatasi alcalina 'enzima puo
ere un gruppo fosfato da un gruppo cromogeno:
R prodotto puo avere un proprio colore (formazione
R0 colorato) oppure altre proprieta come la
aza o fluorescenza.
gie possono essere rivelate in




antaggio di questa reazione consiste nel fatto che si
a meno colorazione di fondo. Questo metodo trova
3 migliore applicazione in tessuti ricchi di
me Il midollo osseo o ricchi di pigmenti, come
ic possono interferire sia con la
| lettura da parte del patologo.













e a questi metodi si usano I'enzima B-galattosidasi che
n precipitato di colore turchese e I'enzima vegetale
)ssidasio che genera un precipitato blu scuro.
giodi non vengono piu utilizzati.
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‘ Spettrofotometria
‘ Chemiluminescenza
‘ Spettrofotometria
Fluorimetria
Chemiluminescenza
.
‘

Spettrofotometria

Fluorimetria

amiluminescenza




oria dell’immunoistochimica

oons: Anticorpi marcati con fluoresceina per
are antigeni in sezioni di tessuto

L Anticorpi marcati con enzimi
. Perossidasi-Anti Perossidasi (PAP)
i Complex (ABC)
phatase Anti Alkaline

Deposition (CARD CSA-
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METODO PER LA DETERMINAZIONE DI ANTICORPI
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metodo usato e la tecnica perossidasi-antiperossidasi
IN questo caso esiste un anticorpo primario specifico
ene in esame, a cui si lega un anticorpo

gdario e legato un complesso
idasi (PAP) formato da due anticorpi
ole di perossidasi; I'anticorpo
pgarsi all’anticorpo secondario
ica si legheranno molte
dalla perossidasi che
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g'altra tecnica di grande applicazione € il metodo ABC o
a Biotina Complex che si basa sul complesso
itina.
bl legame tra l'avidina e la biotina e largamente
ache di immunoenzimatica.
oteina estratta dall’'aloume dell’'uovo e

lta estremamente forte.

hgrande e costituita da 4
30 a 4 molecole di biotina.




sa un anticorpo primario specifico per 'antigene ed un
00 secondario coniugato con la biotina. Si aggiunge
2SS0 avidina-biotina dove l'avidina e legata a 3
iQtina a loro volta coniugate con un enzima
0 un fluoroforo.
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) ulteriore tecnica per visualizzare piccole unita
eniche si basa basa sul fatto che molecole complesse
O) possono legare contemporaneamente
orpali e molecole enzimatiche.
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esta tecnica porta ad una forte amplificazione del
e poiche ogni molecola antigenica viene identificata
IQr numero di molecole di fluorocromo o di enzima.
oroblematica € che puo generare un ingombro
gcessario fare una valutazione su quale
ile e accurato per I'analisi del




a metodica di immunoenzimatica e l'utilizzo di due
loni contemporaneamente che permette di
e due antigeni diversi nella stessa cellula
L ovviamente con due substrati cromogeni
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fficolta delle tecniche in immunochimica:
analitica del campione in esame;
atura di conservazione dell’ab (-20°C/4°C);
lJugatura delle sezioni;
gtigenicita (Antigen Retrival);
| endogena,;

dell’anticorpo
dell’'anticorpo

esterno;
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pascheramento al calore:




oqgia interni ed esterni.

are la qualita e 'avvenuta reazione in un
pqualita e la variabilita interlaboratorio.

00 presenti dei controlli interni in
ggata a marcatori o a
\a valutazione di




orpretazione dei risultati
glle maggiori difficolta dellimmunoistochimica sta
gtazione dei risultati. La presenza di deposizione
ogeno in corrispondenza di una cellula o di
dovrebbe significare che in quella sede
2 tra I'anticorpo e I'antigene

ie dei casi, tuttavia altri
e responsabili della




cause piu comuni di colorazioni dovute

a di perossidasi o fosfatasi (gia presenti nel
adeguatamente inibite.
dell’anticorpo |°con un antigene

qticorpo alla cellula o tessuto
per carica elettrica)
Scarsa fissazione
0 di fissazione




lvello cellulare troviamo le tre principali sedi di




ircinoma della mammella

a9 della mammella, viene caratterizzato con lo

glogici: grandezza del tumore, istotipo,
di differenziazione, presenza o0 meno

amente morfologici): attivita
nonale (ER,PR), prodotti




analisi immunoistochimica di Ki-67, recettore estrogeni,
terone e HERZ2 viene fatta su tutti i tumori della
3 perche sono importanti sia per dare un
2 istopatologica ma e importantissimo anche
lcazioni terapeutiche.




acettore degli estrogeni
ogeni, stimolando la crescita delle cellule
e ormono-dipendenti presenti nel tumore,
olo determinante soprattutto nella crescita
ormono-sensibili”.
Qri per gli estrogeni”, molecole
ale e che legano gli estrogeni, fa

Mo dagli estrogeni circolanti.
compete con gli
gre. |l farmaco inibisce
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N PO nucleare che va a valutare l'attivita proliferattiva
e normali e neoplastiche.
ticorpo monoclonale che riconosce un
oresente nelle fasi attive del ciclo




acu/c-erbB-2 appartiene alla famiglia dei recettori per |

ate della via di trasduzione del segnale
ita cellulare.
a-cellulare lo rende

ati mediante ICH
ler-2 (ICH 3+) sono

ltro metodo,







anatomia patologica vista la grande quantita di lavoro in
2 non e possibile fare tutto il lavoro a mano per questo
30 In commercio delle strumentazioni automatiche
quasi tutte le tecniche immunenzimatiche.




NOFLUORESCENZA
acniche di immunochimica gli anticorpi possono
ilgati con fluorocromi, cioe sostanze in grado di
enza. Questi ultimi presentano il vantaggio
o chiare e brillanti, ma si mantengono

iIcroscopio a fluorescenza in

o state colpite da
onda, emettono
jndi con una
e detta




) sostanze fluorescenti piu utilizzate sono:

iocianato di fluorescina (FITC) che viene eccitato
e blu ed emette una fluorescenza verde.
| rodamina che emette una fluorescenza nel

missione di fluorescenza arancione

uorescenza nel rosso scuro







)

e per 'immunoenzimatica anche
unofluorescenza oltre alla tecnica diretta e alla
diretta troviamo anche la colorazione doppia.

FLUOROCROMO

ANTICORPO
PRIMARIO

ANTICORPO
PRIMARIO

ANTIGENE A



niti dell’ immunofluorescenza

A possibilita di diluizione degli anticorpi
di informazioni topografiche
lone della fluorescenza
qzione In microscopia particolare




a | campi di applicazione dellimmunofluorescenza
)Mo trovare:

ica nefropatologica

aatologica (Pemfigoide bolloso)




plla diagnosi delle patologie renali 'immunofluorescenza
Dermette di identificare antigeni e altri fattori presenti

e di depositi di immunocomplessi, di
pento, di fibrinogeno e la loro
erulare € un fondamentale
enziale tra le varie







questo tipo di analisi la biopsia renale viene inclusa in
tagliata al criostato poiche il congelamento stabilizza
g cellulari, mantiene inalterate le caratteristiche di
8| tessuto e infine non interferisce nella
3-anticorpo.
Rerso per alcuni secondi in azoto
g temperatura di -196°C consente

g2 provocare danni alla
a morfologica.




gcedura per 'immunofluorescenza diretta
Ssuto fresco
)Qnamento

are al buio
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ltometro a flusso € uno strumento che permette I'analisi
metri morfologici, molecolari, biofisici e funzionali di
le vitali in sospensione.

arie applicazioni diagnostiche:
Rnotipizzazione cellulare,
0), ematologia (analisi formula
, oncologia (analisi DNA




ema fluidico (idro-pneumatico) che provvede al
Nto del campione nella camera di conta e alla
gione delle cellule

ostituito da una sorgente luminosa (laser
asente di “intercettare” le particelle e la
essi

ito da fotodiodi e
QN0 | segnali elettrici di tipo
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azione frontale “forward scatter”
0 il raggio monocromatico, prodotto dal laser,
)2 particella, una parte dei suoi raggi viene
y fotodiodo € possibile osservare la quantita
modifica tra la luce incidente e la luce
proporzionale alla dimensione

».da un cristallo
orrente che o




Fotodiodo

488nm ‘ 5 , ; ’

Amperometro




azione latelare “side scatter”
Iperficie della particella e regolare (sferica come un
uce viene rifratta uniformemente in una
a alla sorgente luminosa. Se invece la
nerficie irregolare (granulocita) la luce
a2 anche riflessa in tutte le direzioni
on opportuni sistemi ottici

nossibile osservare la luce

wnale alla
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orescenza
uorocromi possono essere coniugati a proteine in
ter dimostrare la presenza di alcuni antigeni con
orescenza.
arimetro le sostanze fluorescenti presents
3 un raggio laser di opportuna
). in tutte le direzione dello spazio

giore che puo essere
formata in un segnale







gtomoltiplicatore e preceduto in questo caso da un
8 ottico caratterizzato da filtri in grado di selezionare
ga d’'onda caratteristica del fluorocromo in esame.
icella trasporta fluorocromi caratterizzati da
d’onda di luce emessa, sara necessario
gbinazioni di filtri per evitare




i dicroici: Filtro in grado di dividere una miscela di raggi
| di differente lunghezza d'onda (A) riflettendo quelli
ilore ad una A specifica del filtro e lasciando
di A superiore.
lividere su due cammini ottici differenti
ghezze d'onda.

N0 passare una ristretta

)di specificita di




PMT3
605-615

PMTI PMT2
520-530 570-580

525nm 575nm 610nm

TT

500nm 625nm 675nm
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inestra elettronica, permette di isolare una
lone da tutte le altre cellule, e di
essivi solo all'interno della

dola cosi’ in ulteriori
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L applicazioni della citofluorimetria
alisi (e sorting) delle diverse

SSC-H: 55C-Height

linfociti

100 150 200 250
FSC-H: FSC-Height




& in alcuni casi si sfruttano i profili immunologici di queste
andando a identificare meglio le sottopopolazioni

MHC Class | MHC Class I




Rori (soprattutto solidi) e’ spesso
sone nel contenuto di DNA,
mutamenti genetici cromosomici
plo fondamentale per lo

orimetria e’ stata




al metodo piu’ semplice, il contenuto di DNA e’ rilevato
B UN colorante fluorescente in grado di legare il DNA

ita’.

ide: e’ il colorante piu’ comunemente

DNA, aumenta notevolmente la
de la permeabilizzazione delle
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gonitoraggio della proliferazione cellulare per mezzo della
zione del DNA quale singolo parametro pone diverse

di distinguere cellule in GO da quelle in G1

yuere cellule in G2 da quelle in M,

Al circa la cinetica cellulare.




