Praktikum 1. (Woche 5)

Direkte Immunhistochemie

Heute lernen wir iber Immunhistochemie. Wahrend des Praktikums fiihren Sie eine
immunhistochemische Fiarbung durch. Tragen Sie einen Mantel und Gummihandschuhe, da
Sie mit giftigen Chemikalien arbeiten. Auf dem Objekttriger befindet sich ein Schnitt der
Mausmilz. Isolierung, Gewebsschnitt und Fixierung der Mausmilz wurden bereits von
Kollegen durchgefiihrt.

1.

Die Hemmung der endogene Peroxidase mit Phenylhydrazin: Da Phenylhydrazin
giftig ist, bertihren Sie es nur mit Gummihandschuhen. Ziehen Sie eine Pipettenspitze
auf die Pipette und pipettieren Sie 100 pl der Losung vorsichtig. Die Losungen sollten
tropfenweise zum eingekreisten Schnitt hinzugefiigt werden. Lassen Sie die Losung
mit der Pipette sehr vorsichtig auf den Schnitt fallen. Beriihren Sie den Schnitt nicht
mit der Pipettenspitze, da er leicht beschiddigt werden kann. Verwenden Sie fiir jeden
Schritt eine neue Pipettenspitze. Werfen Sie gebrauchte Pipettenspitzen in das Glas.
Die Inkubationszeit betrigt 10 Minuten.

Entfernung der Phenylhydrazinlosung: GieBen Sie die Phenylhydrazinldsung vom
Objekttrager. Drehen Sie es zur Seite und lassen Sie es in die Petrischale flieBen.

Waschschritt: Legen Sie den Objekttrager mit dem Schnitt in den PBS-Behalter. Eine
Inkubationszeit von 2 Minuten folgt. Nehmen Sie den Objekttrager aus der PBS-
Losung. Giellen Sie das PBS wie zuvor aus dem Schnitt. Wiederholen Sie die PBS-
Wiische wie zuvor. Weitere 2 Minuten Inkubation folgt.

Blockierung: In diesem Schritt werden unspezifische Proteinbindungsstellen mit 5%
BSA-PBS-Losung blockiert. Gielen Sie die PBS-Losung aus dem Schnitt und
pipettieren Sie 100 pl BSA-PBS-Losung vorsichtig darauf. Es folgt eine 10-miniitige
Inkubation.

Markierung der T-Zellen: T-Zellen werden mit monoklonalem Anti-Thy-1-
Antikorper markiert. Thy-1 ist ein T-Zell-Marker. Der Thy-1-spezifische Antikorper
ist mit HRP konjugiert. Pipettieren Sie 100 pl Antikorperlésung auf den Schnitt. Eine
Inkubationszeit von 30 Minuten folgt.

Waschschritt: Der Schnitt wird auf bekannte Weise zweimal 2 Minuten lang mit PBS
gewaschen.

Zugabe von Chromogen und Substrat: GieBen Sie PBS aus dem Schnitt.
Chromogen (AEC: Amino-Ethylcarbazol, GIFTIG) in Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid (Substrat), gelost in 0,1 M (molare) Na-Acetat-Puffer, hinzufiigen.
In Anwesenheit von Substrat wandelt Antikorper-konjugiertes HRPO Chromogen in
ein farbiges Endprodukt um. Das histologische Praparat wird im Mikroskop
untersucht.



