Immunolégia alapjai gyakorlat - 2021. 11. oktatasi hét
Direkt immunhisztokémia

A mai gyakorlaton az immunhisztokémidval ismerkedhetnek meg, melynek soran egy direkt
immunhisztokémiai festést fognak elvégezni. Mivel mérgezd vegyszerekkel fognak dolgozni,
kérjiik, hogy viseljen laborkdpenyt és gumikesztyfit.

A targylemezen egy egér 1ép metszet taldlhatd. Az egér 1ép izolalasat, fagyasztott metszését és
acetonban torténd fixalasat a kollégak mar elvégezték. A targylemezen a 1ép metszet egy
viztaszitd markerrel lett bekarikdzva, hogy az immunreakcioban ratett folyadék szétfolyasat
megakadalyozzuk.

1. Az elsO 1épés az endogén peroxidaz-gatlas fenilhidrazinnal. Mivel a fenilhidrazin oldat
mérgez0, ezért csak gumikesztytivel érintse meg. Hizzon egy pipetta hegyet a pipettara, és
ovatosan pipettazzon 100ul oldatot cseppenként a bekarikazott metszetre. Az oldatot dvatosan
cseppentse a metszetre! Ugyeljen rd, hogy a metszetet ne érintse meg a pipetta hegyével, mert
konnyen megsériilhet. Minden 1épéshez hasznaljon 10j pipetta hegyet. Dobja a hasznalt pipetta
hegyeket a hulladéktarté edénybe. Az inkubacids id6 10 perc.

2. Az inkubdcios 1d9 letelte utan Ontse le a targylemezrdl a fenil-hidrazin oldatot. Forditsa a
targylemezt oldalra, és hagyja, hogy az oldat a petri csészébe folyjon. A folyadékot mindig
tordlje le a targylemez masik oldalardl, de vigydzzon, hogy ne tordlje le a metszetet!

3. Mosasi lépés: helyezze a targylemezt a PBS 1. tartalyba. 2 perc inkubécios 1d6 kovetkezik.

4. Vegye ki a targylemezt a PBS-oldatbol, majd ismételje meg a mosast a PBS II. tartalyban.
Tovabbi 2 perc inkubalés kovetkezik.

5. A kovetkezd 1€pés a blokkolds. Ebben a 1épésben a nem specifikus fehérje-kotohelyeket
blokkoljuk 5% BSA-PBS oldattal. Vegye ki a PBS oldatbol a targylemezt, ¢s 6vatosan
pipettdzzon ra 100ul BSA-PBS oldatot. 10 perces inkubacidutan ontse le a folyadékot a
metszetrdl (ezutan a 1épés utan nem jon mosas).

6. A kovetkezd 1épésben a T-sejtek jelolése torténik HRP-vel konjugalt anti-Thy-1 (T-sejt
marker) monoklonalis antitesttel. Pipettazza ra a 100ul antitest oldatot a metszetre. 30 perces
inkubAcio.

7. A metszetet a fent ismertetett (3.-4. 1€pés) mddon kétszer 2 percig PBS-sel mossuk (friss
PBS-ben)

8. Az utolso 1épés a kromogén és a szubsztrat hozzaadasa. Itassa le a PBS-t a metszetrél. A
kromogént (DAB: diamino-benzidin, TOXIKUS) 0,1 M (molaris) Na-acetat pufferben oldjuk
hidrogén-peroxid (szubsztrat) jelenlétében. A szubsztrat jelenlétében az antitesttel konjugalt
HRPO a kromogént néhdny perc alatt szines végtermékké alakitja.

9. A szdvettani mintat mikroszkop alatt vizsgaljuk.




