IMUNOHISTOCHIMIE

Cursul 11



Complexul antigen-anticorp

Punerea Tn contact a unui antigen cu anticorpul specific
determina formarea unui complex antigen-anticorp, intre cele doua
molecule existand o analogie structurala la nivelul determinantilor
antigenici de tip “lacat-cheie”.

Acest complex este mentinut prin:
- formarea unor punti de hidrogen,
- aparitia unor forte electrostatice
- formarea de legaturi VVan der Waals.

Combinarea unui anticorp cu antigenul sau este 0 reactie imuna
prin care se urmareste (fiziologic) neutralizarea toxicitatii sau
patogenitatii antigenului.

Complexele antigen-anticorp pot fi vizualizate numal prin
marcarea anticorpului specific cu fluorocromi sau cu enzyme cuplate cu
un cromogen.



1. Marcarea fluorescenta

1.1. Metoda directa consta Tn punerea In contact a
antigenului cu anticorpul specific, marcat fluorescent.

Cel mal frecventi reactivi utilizati pentru marcarea
anticorpilor sunt izotiocianatul de fluoresceina (FITC) si
Izotiocianatul tetrametilrodamina (TRITC). Aceste substante,
in solutie alcalina (pH 9-10) se combina covalent cu proteinele,
reactionand Tn principal cu grupul amino al lizinei. Materialul
marcat cu fluorocromul este anticorpul primar.

Anticorpul primar marcat cu fluorocrom se va conjuga cu
toate tipurile de proteine prezente Tn ser, nu numai cu antigenul
de interes. Materialul fluorescent nelegat va fi de asemenea
prezent din cauza unor hidrolize ale agentilor de marcaj care
survin in mediu alcalin necesar dezvoltarii reactiei cu aminele.



Materialul fluorescent neconjugat trebuie sa fie eliminat din
cauza ca ar colora nespecific tesuturile. Serul marcat este dializat pentru
a indeparta moleculele mici (gm < 5000 daltoni) si pentru a inlocui
solventul alcalin cu o solutie salina cu un pH fiziologic. Apoi serul imun
este trecut printr-o coloana filtru de gel, care retine moleculele mici sau
poate fi tratat cu carbune activat. Rezultatul final duce la obtinerea unui
ser ce contine Tn cea mai mare parte anticorpul specific marcat cu un
fluorocrom.

Acest ser este pus n contact cu tesutul care contine antigenul
intr-o atmosfera umeda, timp de aproximativ o ora. Apoi se inlatura
excesul cu o solutie salina si se monteaza intre lama si lamela utilizand
un amestec de glicerol si tampon alcalin.



Aceste tenhici prezinta mal multe dezavantaje:

- prezenta unul microscop cu lampa de ultraviolete, filtre
speciale si obiective microscopice speciale;

- preparatul histologic trebuie examinat si fotografiat cat mai
repede deoarece emisia de lumina se reduce progresiv cu trecerea
timpului;

- montare nu se poate face Tn balsam de Canada si de aici
Imposibilitatea de a fi pastrat mult timp (nu poate fi pastrat ca
preparat permanent).



Procedura de imunocolorare.

Materialul biologic care contine antigene pe care vrem sa le
studiem sunt sectionate la microtom si montate pe lame histologice
(poli-L-lisina). Sectiunile sunt clatite cu solutie de ser fiziologic dupa
care se adauga 0 picatura de anticorp primar marcat cu fluorocrom, pe
fiecare lama, acoperind toata sectiunea. Pentru o reactie buna se vor
efectua mai multe dilutii ale anticorpulul, in solutie salina. (Dilutii mai
slabe de 1:8 ale anticorprului primar nu sunt utilizate pentru metodele
directe cu anticorpi fluorescenti). Serul este lasat in contact cu
sectiunile, Tn atmosfera umeda, aproximativ o ora. Apol este indepartat
surplusul de ser primar cu solutie salina dupa care se aplica 0 lamela (se
realizeaza montarea  preparatului histologic). Preparatele
Imunofluorescente sunt de obicei montate Tn amestec de glicerol diluat
in tampon alcalin. Sectiunile astfel colorate si montate sunt examinate
la microscopul cu fluorescenta, cu excitatie si filtrare adecvate pentru
marcaj.



Deficientele metodel directe.

Cu metoda directa cu anticorpi fluorescenti nu este posibil
totdeauna sa localizam antigenele prezente in tesutului, unele
antigene fiind 1n cantitate foarte mica, deci sensibilitatea metodel este
foarte redusa, cel putin pentru unele antigene. Daca concentratia
antigenului este scazuta, densitatea moleculel de fluorocrom legata nu
poate fi suficient de mare pentru a permite detectarea lor la microscop.
In plus, procesul de marcare al anticorpului primar poate fi deficil,
reducand capacitatea acestuia de a pune in evidenta complexul antigen-
anticorp. Un ser ideal marcat are aproximativ 10 molecule
fluorocromice atasate la fiecare molecula de IgG.

Alte deficiente al acestel tehnici este faptul ca antiserurile primare sunt
greu de preparat sau scumpe si adesea sunt disponibile n cantitati mici.



1.2. Metoda indirecta consta n cuplarea antigenului cu un
anticorp primar, cuplat la randul sau cu un anticorp secundar marcat
fluorescent. Cu aceasta tehnica (indirectd) este posibil sa se identifice
orice antigen sau anticorp in tesut. Anticorpul secundar reprezinta un
anti-anticorp.

Procedeele de obtinere al anticorpului secundar sunt extrem de
variate. In principiu, un antigen este injectat unei specii de animale (ex.
lepure). Prezenta unei structuri imunogene va duce la producerea de catre
plasmocitele de iepure a unui anticorp specific numit anticorp primar
=gama globulina (ser primar). Dupa recoltare si purificare o parte din
acest anticorp este injectat la alta specie de animale (capra). Aceasta va
reactiona si plasmocitele sale vor produce imunoglobuline Tmpotriva
anticorpului primar. Aceste imunoglobuline noi poarta numele de
anticorp secundar sau ser anti-iumunoglobulinic. Anticorpul secundar va
fi marcat cu un fluorocrom.



Procedura de imunocolorare. O sectiune continand antigenul
este mal intal incubata pentru 30-60 minute cu 0 concentratic adecvata
(de obicei 1:20 sau 1:50) anticorpul primar. Moleculele de anticorpi care
se ataseaza la situsurile antigenice (se leaga de epitropi) din tesut, sunt
imunoglobuline. Ele se cupleaza cu antigenele prin intermediul
fragmentelor Fab. Segmentele Fc ale moleculelor de imunoglobuline din
anticorpul primar pot nsele servi ca antigene. In stadiul urmitor al
metodei de colorare, sectiunea este tratata cu antiserul secundar marcat
fluorescent. Moleculele anti-1gG (anticorpul secundar) se vor lega de
fregmentele Fc ale moleculelor de imunoglobuline deja atasate derivate
din antiserul primar. Aceasta metoda este 0 metoda de amplificare a
cantitatii de fluorocrom si deci, de amplificare a semnalului luminos
emis de fluorocrom.



Aceasta metoda este superioara metodel directe pentru 2 motive:

- nNu este necesara marcarea anticorpului primar. Obtinerca
antiserurilor secundare si marcarea lor este mai ieftina;

- mal mult de o molecula de anticorp fluorescent din antiserul
secundar va putea sa se ataseze de fiecare molecula a anticorpului
primar. Fiecare molecula de antigen a legat de doua ori mai multe
molecule fluorescente decat ar fi legat daca s-ar fi folosit metoda
directi de imunofluorescenti. In realitate factorul de amplificare
poate fi mult mai mare (nu numai de 2 ori), deci tehnicile
Imunohistochimice indirecte sunt intotdeauna mai sensibile decat cele
directe.

Metoda imunofluorescentei indirecte este foarte sensibila,
mai rapida si mai eficienta.



Folosind antiserurile primare dezvoltate la specii diferite, este
posibila localizarea a cel putin trei antigene diferite Tn aceeasi
sectiune, prin conjugarea antiserurilor secundare cu fluorocromi
diferiti. Procedurile de marcaj multiplu sunt constituite din mai
multe etape si sunt folosite in principal Tn cercetare. Microscopia
confocala asigura 0 rezolutie inalta si posibilitatea colectarii si
manipularii electronice a imaginilor obtinute de la specimene care

contin fluorocromi diferiti.
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I1. Marcarea enzimatica

Enzimele sunt cel mai folositi markeri Tn imunocitochimie.
Prin aceste tehnici anticorpii sunt marcati prin conjugare cu
enzime. Incubatia complexulul antigen-anticorp-enzima cu un
cromogen folosind 0 metoda histochimica standard, genereaza un
produs final de reactie, colorat, stabil, usor de examinat la
microscopul optic obisnuit. Tn plus, varietatea enzimelor si
cromogenilor disponibili, permit utilizatorului alegerea culorii

produsului final de reactie.



N

Peroxidaza din hrean este cea mai folosita enzima, si In

combinatiec cu un cromogen favorabil diaminobenzidina (3,3’-
diaminobenyidin-tetraclorid)(DAB), conduce la formarea unui produs de
reactic maro nchis, stabil, insolubil si permanent. Cu toate ca DAB a
fost considerat potential carcinogenic, s-a demonstrat ca riscul este
relativ mic. In afari de DAB, peroxidaza poate fi combinati si cu ali
cromogeni: 4 clor-1-naftol (rezultand o coloratie albastra), alfa naftol
pironina (rezultand o coloratie rosie purpurie), etc.

Amplificarea semnalului consta in faptul ca la o singura molecula
de imunoglobulind (anticorp) pot fi atasate mal multe molecule de
enzima marcate cu un cromogen.



Procedura de imunocolorare. Pot fi folositi anticorpii primari
marcati CUu enzima Intr-o reactie directa. Aceasta metoda nu se mali
foloseste curent, ci se folosesc metode indirecte, in care antiserurile
secundare sunt marcate enzimatic.

La ora actuala sunt foarte multi producatori de reactivi de
Imunohistochimie si fiecare producator recomanda metodologia de
utilizare, inclusiv dilutia anticorpulul primar.

Solutia ce contine un anticorp marcat peroxidaza din hrean
(HRP) este folosita la fel ca antiserul secundar marcat fluorocromic.
Locurile de atasament al HRP la tesut sunt detectate histochimic, de
obicei cu ajutorul reactier DAB-peroxid de hidrogen. Legarea HRP e
capabila sa catalizeze oxidarea multor molecule de DAB prin peroxid
de hidrogen cu acumulare consecutiva de cantitati substantiale ale unui
produs maro insolubil. De aceea marimea aparenta a fiecarui loc
antigenic Tn tesut este maritd pana cand enzima este inhibata de
acumularea produsilor activitatii sale. “Factorul de amplificare” este
mai mare decat poate fi obtinut n tehnicile cu anticorpi fluorescenti.



In forma sa ea mai simpli metoda urmétorii timpi:

- clatirea sectiunilor in solutie salina (PBS);

- demascarea antigenului prin fierbere in solutie de citrat de sodiu
(pH=06), 21 de min.

- blocarea peroxidazei endogene cu apa oxigenata 1-3%o, 30 min;

- aplicarea anticorpului primar diluat dupa indicatiile
producatorului; se folosesc dilutii seriate de la 1:20 la 1:320. Se lasa in
contact cu sectiunile 30-60 min la temperatura camerei si atmosfera
umeda; (sau peste nopate la 4C);

- se clatesc sectiunile de trei ori Tn solutie salina;

- se aplica anticorpul secundar marcat enzimatic la
recomandarile producatorului; (se utilizeaza dilutii 1:20 si 1:80), 30-60
min

- se clatesc sectiunile de trei ori Tn solutie salina;

- deshidratarea cu solutii de alcool etilic Tnh concentratii
crescande; clarificare n xilen (benzen); montare in balsam de Canada.

Complexele antigen anticorp sunt puse 1n evidenta printr-o
coloratie maronie.



Marcaje enzimatice, altele decat HRP

Peroxidaza din hrean este cea mai utilizata marcare enzimatica
pentru anticorpi, dar nu este unica folosita. Alte enzime utilizate: fosfataza
alcalina, y-galactozidaza si glucoxidaza. Aceste enzime pot fi de asemenea
folosite ca metodele enzimatice cu anticorpi nemarcati si cu metoda
avidin-biotin, folosindu-se marcaje duble sau triple, care pun in evidenta
mai multi antigeni in acelasi timp, in culori diferite.

Cand situsurile antigenice sunt putine si departate intre ele, o tehnica
indirecta cu anticorpi fluorescenti este preferata, pentru ca este mai usor
de observat pete fluorescente izolate pe un fundal intunecat decat sa
gasesti acumulari mici ocazionale de produsi de reactie enzimatica pe un
fundal luminos.

Anticorpii marcati enzimatic sunt utilizati si pentru imunohistochimia
ultrastructurala, pentru ca produsii finali ai multor reactii histochimice,
Inclusiv. metoda DAB-H,O, pentru peroxidaza, pot fi detectate de
microscopia electronica.
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Metoda peroxidaza - antiperoxidaza

Principiul metodei. Peroxidaza din hrean poate servi drept
antigen cand este injectata la un animal (de exemplu la iepure). Se obtin
Imunoglobuline (anticorpi) antiperoxidaza. Prin amestecarea atenta a
acestor anticorpi cu peroxidaza din hrean se obtine un complex antigen-
anticorp solubil cunoscut sub numele de peroxidaza-antiperoxidaza
(PAP). Doua molecule de 1gG specifice sunt asociate cu 3 de peroxidaza.
Acest complex este disponibil comercial.

Flecare molecula complexa de PAP are 2 segmente Fc, care sunt
apte pentru atasamentul la moleculele anti-lgG adecvate. De exemplu,
segmentele Fc de PAP la iepure se vor lega de segmentele Fab ale 1gG
specifice la anti-(y-globulina de iepure) la capra. Complexul PAP este de
aceea un reactiv imunohistochimic valoros pentru detectarea locurilor de
legare ale anti-anticorpilor.



Procedura de imunocolorare:

- se aplicarea anticorpul primar de lepure (antiserul primar) pe
sectiuni, 1 ora la temperatura camerei. Daca acesta nu a mai fost folosit,
se incearca cateva dilutii (in solutie salina tamponata cu fosfat) de la 1:50
la 1:20000. O expunere mai mare (12-24 ore la 4°C) este avantajoasa
cand este necesar un antiser primar foarte diluat sau daca investigatia
necesita folosirea unor sectiuni groase (50-150um);

- se clateste de 3 ori in solutie salina fosfat tamponata (PBS);

- se aplica anticorpul secundar, anti-(imunoglobulina de iepure)
de la capra, 30 minute la temperatura camerel. Se foloseste 0 dilutie a
serului de 1:10 s1 1:40. Concentratia nu este critica, dar ea trebuie sa fie
mult mai mare decat cea a antiserului primar sau PAP;

- se clateste de 3 sau 4 ori in solutie salina tamponata cu fosfat;



- se aplica complexul peroxidaza-antiperoxidaza de la iepure (PAP de
la tepure) 30 min. la temperatura camerei. Acest reactiv este pus la dispozitie
ca o solutie ce contine 1 mg proteine/ml. Este diluata 1:50 cu solutie salina
tamponata cu fosfat;

- se clateste de 3 sau 4 ori in solutie salina tamponata cu fosfat;

- se incubeaza pentru demonstrarea activitatii peroxidazei. Metoda
DAB-H,0O, este de obicei folosita cu mediul de incubare tamponat la pH 7,6.

- se spala in apa.
- se deshidrateaza,
- se clarifica si se monteaza folosind un mediu rasinos.

Intensitatea colorarii produsului final este influentata de dilutia
antiserului primar.



Aprecierea metodel

Principalul avantaj al metodei PAP este marea ei sensibilitate.
Rezultate pozitive pot adesea fi obtinute cu sectiuni de tesut fixat si
prelucrat prin metode ce denaturecaza majoritatea antigenelor prezente.
Este posibil chiar sa se folosecasca lame vechi colorate HE de la care
lamelele, mediul de montare si colorantii au fost indepartati. Marea
sensibilitate de datoreaza atasarii celor 3 molecule de DAB la fiecare loc
de legare al complexului PAP.

Desi procedurile de control sunt necesare pentru a exclude
colorarea nespecifica, aceasta este 0 metoda mai ,curata” decat altele,
probabil pentru ca reactivul PAP este un complex antigen-anticorp pur,
Incapabil sa se asocieze cu alte proteine decat anticorpii sai specifici.

Folosirea metodel PAP ne permite sa apreciem destul de bine
cantitatea de antigen dintr-un tesut, celula, etc si sa facem comparatii
Importante ntre regiunile colorate mai puternic si mai slab in cadrul unei
singure sectmuni.



Metoda avidina-biotina

Biotina, un metabolit al multor tipuri de microorganisme, este 0 vitamina ce
formeaza coenzima sau grup prostetic al catorva enzime, ce transfera grupul carboxil.

Avidina este o0 glicoproteina din ou. Fiecare molecula este formata din 4
subunitati identice, fiecare capabild sa lege 0 molecula de biotina. Afinitatea Tntre
biotina si avidina este foarte mare, desi nu sunt formate legaturi covalente, astfel incat
legarea apare repede si este reversibila numal in conditii extreme, precum aciditate
puternica.

Streptavidina este 0 proteind microbiana care nu contine carbohidrati.
Proprietatile sale sunt similare cu cele ale avidinei. Cele 2 proteine sunt folosite Tn
aceleasi scopuri, dar streptavidina este de aproximativ 5 ori mai scumpa decat avidina.

Este posibil ca si alte molecule mari proteice sa se conjuge cu biotina. Aceasta reactic
este cunoscuta ca biotinilatie. Molecula de biotina este suficient de mica pentru a nu
interfera cu activitatea biologica a macromoleculelor pe care le marcheaza, iar
reactivitatea sa cu avidina este neschimbata. La ora actuala exista Tn comert multe
seruri biotinilate.



Procedura de marcare avidina-biotina:
- sectine deparafinata, hidratata, spalata in apa distilata
- aplicarea antiserului primar,
- spalare Tn 3 bai de PBS;
- aplicarea antiserului secundar biotinizat;

- aplicarea solutiei de avidina ce a fost conjugata
covalent cu fluorocrom sau 0 enzimda demonstrabila
histochimic, precum peroxidaza din hrean. Enzima este apol
localizata histochimic Tn modul obisnuit.



Metoda ABC

Sensibilitatea metodel avidina-biotina a putut fi crescuta prin
folosirea ca agent de imunomarcare a complexului avidina-biotina
(ABC) proaspat preparat, realizat prin amestecarea solutiei de avidina
cu peroxidaza din hrean (HRP) biotinilata. Reactia este asemanatare
cu procedura anterioara, dar difera de acesta prin faptul ca acest
complex peroxidaza din hrean (HRP)-avidina-biotina preformat
este 0 molecula enorma, legata incrucisat, ce contine mai mult de 3
molecule HRP per loc liber pe biotina.

Procedura de detectare a antigenului

Fixarea materialului biologic (tesutului) si procesarea sunt
similare altor metode imunohistochimice. Sectiunile histologice sunt
deparafinate, hidratate si echilibrate cu PBS. (PBS = solutie salina de
tampon fosfat).



Solutiile necesare
1. Un anticorp primar ce se va combina cu antigenul cautat.

2. Un anticorp Dbiotinilat secundar ce se va combina cu
Imunoglobulinele speciilor din antiserul primar.

3. O solutie avidina. Aceasta contine tipic 10ug de avidina/ml Tn PBS.
4. O solutie peroxidaza biotinizata horseradish Tn PBS.

5. ABC realizat prin combinarea solutiilor 3 s1 4. Se amesteca 15-20
min. inainte de intrebuintare.

6. Reactivii pentru demonstrarea activitatii peroxidazei la pH neutru.

7. Orice solutie coloranta (DAB).



Tehnica de lucru

- deparafinare;

- hidratare;

- spalare 5 minute in PBS;

- se inhiba peroxidaza endogena prin tratarea sectiunilor pentru 30 minute cu peroxid
de hldrogenOS/omFQ : genap ¢ P P

- spalarein 2 bai de PBS;

il & 6 400)1- e %nc ggﬁzalhnnaptge% B! rgﬁer dllluat édsel%/'?t %%ergtledﬂuﬁel poate varia mtre 1. OO
ncu mal scurt

al secP ile subtir1 (90-
ca 1 ora) la temperat ra camerer sunt satis acatoare pentru
sec‘;lunlle montate la parafina.

- clatire n 3 bai de PBS;

- se incubeaza Tn antiserul secundar biotinilat 30-60 minute la temperatura camerei in
dilutie de 1:10 Pa 5_1:4(?; ¥

- clatire de 3 oriin PBS;

- Se incubeaza sectiunile in solutie ABC timp de o ora la temperatura camerei;
- se clatesc de 3 ori in PBS;

- Se activeaza peroxidaza;

- Se pune solutia marcatoare (DAB);

- se spala in apa,

- se coloreaza de contrast cu Hematoxilina Mayer cat se doreste

- se deshidrateaza si sSe monteaza.



Aprecierea metodel

Metodele ABC si PAP sunt probabil de intensitate aproximativ
egali. In ambele proceduri sunt folosite molecule mari, complexe,
pentru a introduce enzima detectoare la locurile unde sunt legati
anticorpii. Totusi, tehnica ABC este preferata pentru obtinerea unor
preparate ,.curate”. Unii utilizatori pretind ca rezultatele sunt mai
exacte cu streptavidina decat cu avidina.



Alte metode imunohistochimice

Tehnicile descrise pana acum sunt cele mai larg utilizate pentru
demonstrarea antigenelor in tesuturi. Dar la ora actuala exista si alte
tehnici ingenioase pentru localizarea antigenelor si anticorpilor.

Tehnica sandwich pentru anticorpi in tesut

Anticorpii dintr-un tesut sunt demonstrati prin aplicarea
antigenului purificat, urmat de antiserul marcat fluorescent al
antigenului. Metoda este adesea folosita pentru studiul nodulilor
limfatici. Anticorpii, Tn general, sunt detectati prin combinare lor cu
antigenele specifice. De exemplu 0 imunoglobulind G umana, poate fi
localizata pe sectiunile histologice cu ajutorul antiserului de iepure
impotriva imunoglobulinel G umane, urmata de combinarea acestui
complex cu un anticorp secundar marcat provenind de la o alta specie
de animal (capra) Tmpotriva imunoglobulinei de iepure.



Detectarea anticorpului in ser

In bolile autoimune, sangele contine anticorpi
circulanti Tmpotriva anumitor componente ale tesuturilor
pacientului sau animalului. Existenta si specificitatea unor
asemenea anticorpi poate fi detectata iImunohistochimic prin
aplicarea serului suspect pe sectiunile criostatice nefixate de
tesut cunoscut ce contine auto-antigene adecvate. Locurile de
legare ale anticorpilor la sectuni sunt facute vizibile prin
aplicarea antiserulul fluorescent sau marcat enzimatic
impotriva imunoglobulinelor speciilor de la care a fost
obtinut serul sub testare.



Metode ce folosesc proteina A stafilococica

Peretele celular al Stafilococului aureu, contine 0 componentd numita
proteina A ce este capabila sa se lege de segmentele Fc ale multor tipuri de
molecule 1gG la mamifere. Legarea este nonimuna rezulta dintr-o afinitate
similara celei existente intre antigene si anticorpi. Molecula de proteinda A este
bivalenta si poate servi drept punte intre portiunile Fc ale moleculelor de 1gG de
tipuri diferite. Este de asemenea posibil sa marcheze proteina A cu fluorocromi sau
cu HRP. De aceea proteina A poate fi folosita pentru aceleasi scopuri ca un antiser la
19G.

Un conjugat al proteinei A cu HRP este implicat ntr-o tehnica
asemanatoare unei metode cu anticorpi marcati enzimatic. Antiserul primar specific
este aplicat pe o0 sectiune de tesut, urmat de conjugatul HRP-proteina A. Locurile de
legare HRP sunt demonstrate histochimic in modul obisnuit. Aceasta metoda pune
la dispozitie uneori o colorare ,,mai curata”, cu mai putina culorare de fond non-
imunologica, decat tehnica cu anticorpi marcati enzimatic echivalenta.

Avantajul principal al proteinei A este ca aceasta este capabila sa se
combine cu IgG de la toate mamiferele, asa Tncat ea are un numar mai mare de
potentiale intrebuintari decat un antiser la imunolgobulina unei singure specii.



Marcarea cu aur coloidal

Este usor de realizat deoarece este 0 suspensie coloidala
(numita ,,sol””) de aur, continand particule cu diametrul cunoscut, in
medie de 20-150 nm. Pentru a preveni ca particulele suspendate sa se
grupeze sau sa se scufunde, suspensia confine un agent stabilizator
macromolecular care acopera suprafetele particulelor. Daca acest
agent stabilizator este inclus intr-o proteina sau include o proteina cu
afinitate specifica precum o lecitina sau 0 imunoglobulina, metalul va
servi drept marcator ca si un colorant fluorescent sau 0 enzima
demonstrabild histochimic. Tn mod obisnuit, un ser anti-1gG, fie o
proteind A stafilococica este legata de particulele de aur. In acest fel
aurul este folosit pentru a identifica locurile de atasament ale
anticorpului primar. Avidina poate fi de asemenea folosita pentru a
acoperi particulele de aur coloidale.

Metodele cu aur coloidal au fost introduse pentru a se folosi in
microscopia electronica.
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Helicobacter pylori (1)
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Frotiu vaginal - Human Papiloma Virus (HPV)






Macrofage CD 68, tesut de granulatie
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