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Editoriale

‘immunoistochimica e' una tecnica ampiamente utilizzata per

I'identificazione e la localizzazione istologica di antigeni e di costi-
tuenti cellulari e tissutali in situ. Essa ha rappresentato, negli ultimi anni,
uno strumento fondamentale per la diagnosi di molte malattie ed ha avuto,
con I'abbinamento alle tecniche di biologia molecolare, un grande impulso
ed un notevole sviluppo metodologico. Tra le malattie che di recente hanno
trovato un importante miglioramento diagnostico grazie a queste tecniche
possiamo annoverare anche le malattie infettive del fegato, che hanno rap-
presentato a lungo un grave problema eziologico nell'uomo.

Piu recentemente, il suo uso ha interessato progressivamente campi sem-
pre piu vasti quali I'identificazione del fenotipo cellulare (ad es. la differen-
ziazione negli infiltrati cellulari delle cellule T, delle cellule B e dei macrofa-
gi), dei recettori cellulari (ad es. la differenziazione delle molecole di espres-
sione MHC di classe | e Il), ed ancora I'identificazione della produzione di
citochine (ad es. IL-1, IL-6, TNF-a), chemochine (ad es. RANTES, MIP-1a/b
e MCPs) e fattori di crescita (ad es. GM-CSF, M-CSF) o ancora la dimostra-
zione di modificazioni funzionali delle cellule come I'induzione enzimatica.

Inoltre, questa tecnica ha permesso l'individuazione di huovi antigeni
tumorali, proteine oncofetali, di proteine codificate da oncogeni, la tipiz-
zazione di neoplasie, la loro valutazione prognostica, e l'individuazione di
depositi patologici come immunoglobuline ed amiloide. Studi di immuno-
istochimica hanno permesso ancora di individuare I'origine e la funzione di
vari tipi cellulari.

E' chiaro quindi il ruolo fondamentale che questa tecnica ricopre oggi nel-
la diagnostica. D'altra parte la mancata disponibilita in Italia di un manuale
che fornisca le informazioni basilari a coloro che vogliono affrontare questa
metodologia di studio e di ricerca ci ha indotto a pubblicare questa mono-
grafia.
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Il volume é quindi di estrema utilita e di sicuro interesse. L'approccio pra-
gmatico scelto dagli Autori lo rende estremamente prezioso per tutti coloro
che hanno bisogno di una guida che illustri, nella realta, la tecnica e le proce-
dure.

Vengono analizzate infatti tutte le fasi di questa moderna tecnica, dalla
preparazione dei campioni biologici alle procedure di colorazione immuno-
istochimica; & presente inoltre un capitolo specifico dedicato agli accorgi-
menti per ottimizzare i risultati, e sezioni specifiche per la doppia colorazio-
ne e per presentare i rapporti tra l'istochimica e la biologia molecolare. Si
tratta quindi di un vero e proprio manuale pratico da tenere costantemente a
portata di mano, arricchito da numerose figure che lo rendono facilmente
consultabile.

Gli Autori di questa monografia sono ben noti ai nostri lettori che hanno
gia avuto modo di apprezzarne le capacita comunicative e didattiche ed é
proprio per questo motivo che ho accettato con entusiasmo la proposta di
guesto manuale.

La dottoressa Paola Muzi, biologa, & Tecnico Laureato presso il Diparti-
mento di Medicina Sperimentale dell'Universita dell'Aquila, ha una lunga
esperienza nel campo della biologia cellulare dei tumori ed una consolidata
attivita di ricerca con utilizzo delle tecniche di immunoistochimica applicate
a varie tematiche sperimentali di patologia umana. E’ autrice di oltre qua-
ranta pubblicazioni nei settori dell'immunologia, dell’oncologia e della bio-
logia cellulare normale e patologica.

Il Professor Mauro Bologna, &€ medico chirurgo, Professore Associato di
Patologia Generale | presso I’'Universita dell’Aquila. 1l Prof. Bologna ha ma-
turato una importante esperienza frequentando in qualita di Post-doctoral
Fellow il Dulbecco Laboratory, The Salk Institute for Biological Studies, La
Jolla, in California e quindi in veste di Visiting Scientist lo stesso prestigioso
Laboratorio. E” autore di oltre 130 pubblicazioni scientifiche su argomenti di
immunologia, oncologia, malattie infettive, chemioterapia e patologia.

Sergio Rassu
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Introduzione

Le procedure di immunoistochimica permettono la
visualizzazione di componenti cellulari in una varieta di
campioni biologici comprendenti sezioni di tessuto,
strisci e citocentrifugati. | risultati della colorazione
dipendono in gran parte dalla qualita del preparato.

| campioni di tessuto, per essere tagliati in sezioni sot-
tili, devono essere impregnati e rivestiti di un mezzo che
dia loro piu consistenza. Questi mezzi sono per la mag-
gior parte insolubili in acqua. Per poter includere in essi il
materiale biologico, quindi, € necessario innanzitutto pri-
varlo di tutta I’acqua che contiene affinché possa essere
compenetrato dapprima da un solvente del mezzo di
inclusione, e poi dal mezzo di inclusione fuso affinché
quest’ultimo, a sua volta, sostituisca il solvente.

| processi di fissazione, disidratazione e chiarificazio-
ne sono necessari per stabilizzare il campione e mante-
nere inalterata la sua struttura al fine di favorire I'infiltra-
zione da parte del mezzo di inclusione (1).

Caleidoscopio S
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Preparazione dei campioni biologici

La fissazione dei tessuti

Lo scopo principale della fissazione & quello di preservare la morfologia
delle cellule e dei tessuti evitando la distruzione dei determinanti antigenici,
mantenere le molecole antigeniche che devono essere individuate nella loro
posizione originale e renderle disponibili, ovvero accessibili, all’anticorpo
primario. Dunque un’appropriata fissazione dell’antigene ¢ uno degli
aspetti piu critici delle tecniche di immunoistochimica, le quali possono
localizzare soltanto quegli antigeni che restano riconoscibili per I'anticorpo.

Un campione contiene soltanto una quantita finita di antigene; ciascun
passaggio della sua processazione ne distrugge una parte. Per un risultato
ottimale e privo di artefatti, il campione dovrebbe essere sottoposto a diffe-
renti tipi di fissativo per quantificare e identificare le migliori condizioni di
conservazione antigenica al fine di sviluppare un appropriato protocollo di
fissazione che tenga conto delle dimensioni, della struttura, della localiz-
zazione e delle caratteristiche fisico chimiche dell’antigene da ricercare e nel
contempo preservi la morfologia cellulare senza provocare alterazioni alla
struttura delle proteine.

Questo perfetto equilibrio ¢ difficile da raggiungere e richiede troppo
tempo perché lo si possa conseguire con tutti gli antigeni; pertanto, anche
guando viene identificata la fissazione ottimale, alcune processazioni
particolari limitano I'applicazione dei metodi di immunoistochimica come
procedura di routine. Un tessuto fissato o processato non adeguatamente
presentera una varieta di artefatti.

Una fissazione inappropriata puo distruggere parzialmente i determi-
nanti antigenici o alterarne la struttura fino a renderli irriconoscibili per
I'anticorpo. Un antigene non fissato pud scomparire del tutto o puo diffon-
dere dal sito di sintesi nel tessuto circostante. Una diffusione dell’Ag in-
tracellulare pud anche essere il risultato di un prolungato intervallo tra il
momento del prelievo del campione e quello della sua fissazione.

La ipofissazione puo conservare I’antigene ma puo danneggiare la
morfologia tissutale con conseguente difficolta di interpretazione. Al
contrario, con tempi di fissazione piu lunghi la qualita della morfologia
potra migliorare ma una maggiore quantita di determinanti antigenici potra
risultare mascherata, denaturata o distrutta. Talvolta i siti antigenici pos-
sono essere rivelati mediante una incubazione piu lunga in tampone o
mediante trattamenti con enzimi proteolitici.
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Una fissazione ottimale sara quella che produce la migliore morfologia
con il tempo minimo richiesto per conservare I'antigene (2). Pit I'antigene é
piccolo, piu elevata sara la probabilita che esso diffonda e piu forte sara la
fissazione richiesta. Piu I'antigene e grande e complesso, piu delicata sara la
fissazione richiesta per prevenire il mascheramento o i cambiamenti
strutturali che interferiscono con la sua accessibilita per I'anticorpo.

I campioni di tessuto dovrebbero essere di piccole dimensioni ed essere
immersi in un adeguato volume di fissativo il piu rapidamente possibile. Per
frammenti non superiori a 2 cm di superficie per 4 nm di spessore si
consiglia un volume minimo di 200 ml di fissativo.

Se il campione di tessuto non viene fissato rapidamente o & troppo spesso
per permettere la completa penetrazione del fissativo, la sua conservazione
risulterd impropria e le porzioni di tessuto non esposte al fissativo mostre-
ranno una intensa colorazione non specifica. Una colorazione simile si osser-
va nelle cellule necrotiche, scoppiate 0 danneggiate. Una colorazione aspeci-
fica ai margini del tessuto si osservera nei campioni lasciati essiccare prima
di essere posti nel fissativo. L’interpretazione dei quadri di colorazione dovreb-
be essere fatta solo sulla base delle aree del campione propriamente fissate.

| seguenti fissativi sono tra quelli che conservano meglio la maggioranza
degli antigeni e risultano tra i piu adatti per I'immunoistochimica benché
non siano tutti ugualmente idonei per tutti gli antigeni.

La formaldeide e un gas incolore, molto solubile in acqua, che viene
commercializzato in soluzione acquosa alla concentrazione di circa il 40%
con il nome di formalina. Poiché la formaldeide agisce lentamente, le sue
soluzioni acide o troppo concentrate possono causare interferenze con le
strutture e danni alla morfologia tissutale. Per I’'uso in microscopia, la
formalina dovrebbe essere fresca, avere una concentrazione compresa tra il 4
e il 10% ed essere tamponata a pH 7,0-7,6. Il fissativo piu pratico e probabil-
mente meglio conosciuto ¢ la formalina di Policard, soluzione al 10% con
I’aggiunta di cloruro di sodio allo 0,9%. Col tempo la formaldeide da luogo a
polimeri di paraformaldeide o di triossimetilene che formano depositi di
precipitato bianco che devono essere eliminati per filtrazione prima dell’uso.
La formaldeide viene ossidata dall’ossigeno atmosferico ad acido formico,
che acidifica fortemente la soluzione (pH 4). Per una buona riuscita dei pre-
parati € opportuno neutralizzare la formalina impiegata nelle miscele fissati-
ve mediante I’aggiunta di un eccesso di polvere di carbonato di calcio,
lasciar riposare per alcuni giorni e infine decantare. La formaldeide possiede
un elevato grado di penetrazione, non provoca eccessivo indurimento dei
tessuti, non dissolve i lipidi.

A causa dei suoi caratteristici legami crociati essa € un buon fissativo
soprattutto per i piccoli antigeni, come gli ormoni. Per ottenere una buona
morfologia e prevenire il mascheramento degli antigeni, il tempo di
fissazione é critico, dovrebbe essere il piu breve possibile e risulta compreso
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tra 2 e 24 ore a seconda delle dimensioni dei pezzi. Tessuti fissati per periodi
pit lunghi non sono danneggiati dalla lunga permanenza in formalina e
possono ancora mostrare una colorazione intensa in funzione della concen-
trazione di antigene presente. Uno degli effetti della iperfissazione ¢ la
formazione di un eccesso di legami aldeidici che puo mascherare I'antigene e
prevenire I'accesso dell’anticorpo ad esso.

Un altro eccellente fissativo & quello di Zenker. Esso non forma legami
aldeidici ed & spesso il fissativo di scelta per antigeni che risultano sensibili
alla sovrafissazione con formalina (p. es. le immunoglobuline). Il tempo di
fissazione é breve, di solito dalle 2 alle 4 ore.

L’acido picrico (2-4-6 trinitrofenolo) € una sostanza cristallina gialla che
pud diventare bianca (ed esplosiva!) per eliminazione dell’acqua di cristalliz-
zazione. Si usa in soluzione satura acquosa (0,9-2%) o alcolica (1gr/12ml).
Poiché non indurisce i tessuti, interviene nella composizione di molte misce-
le di fissazione di cui la pit comune & il liquido di Bouin. L’intensa tinta gial -
la che I'acido picrico conferisce ai tessuti non interferisce con la maggior par-
te dei coloranti. E’ un eccellente stabilizzatore delle proteine con le quali for-
ma picrati, parzialmente idrosolubili, che diventano insolubili in etanolo; ha
forte affinita per i coloranti acidi, non scioglie i lipidi e non fissa i carboi-
drati. Scarsamente penetrante, I’acido picrico produce un effetto coartante
sui tessuti che puo venir attenuato dalla combinazione con I'acido acetico.

Uno dei fissativi migliori tra quelli piu comuni € il gia citato liquido di
Bouin. Essendo molto penetrante, esso si usa per fissare anche pezzi volumi-
nosi e permette I’uso di quasi tutti i metodi di colorazione. Si prepara
mescolando, al momento dell’uso, 15 ml di soluzione satura di acido picrico,
5 ml di formalina concentrata (33-40%) e 0,2-1ml di acido acetico glaciale. La
combinazione di acido picrico e formalina migliora nettamente la qualita dei
preparati istologici ed é raccomandata per la localizzazione dei frammenti J
immunoglobulinici, delle catene delle immunoglobuline intere e delle alfa
feto proteine. Il tempo di fissazione varia, a seconda della grandezza del
pezzo, da 12 a 48 ore ed ¢ seguita da un lavaggio accurato in etanolo 50%,
che va cambiato piu volte finché il pezzo non cede piu colore. L’immersione
in etanolo 70% con I’aggiunta di poche gocce di una soluzione satura di
bicarbonato di litio pud accelerare questo processo.

L’etanolo trova impiego come disidratante per la microscopia elettronica
e si usa talvolta in istologia a concentrazioni variabili dal 70 al 100%. E’ un
mediocre fissativo generale e indurisce troppo il materiale biologico; per le
sue caratteristiche di rapidita di penetrazione e buona conservazione dei
glucidi viene usato come componente di alcune miscele. L’etanolo porta alla
precipitazione delle proteine attraverso la loro denaturazione che puo con-
durre all’annullamento della reattivita istochimica di queste macromoleco-
le. Mette invece in evidenza gruppi potenzialmente reattivi mascherati dalla
formazione di legami salini o di ponti a idrogeno.
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L’acido acetico é utilizzato a diluizioni dallo 0,3 al 5% in humerose
miscele fissative. Ha un eccellente potere di penetrazione, non solubilizza i
grassi, fa precipitare le nucleoproteine, provoca rigonfiamento del collagene
e alterazioni dei mitocondri.

L’acido tricloroacetico in soluzione acquosa dal 3 al 10% ha caratteristiche
simili al precedente e possiede proprieta decalcificanti.

Per le colorazioni in microscopia elettronica € necessario un fissativo che
conservi la morfologia ultrastrutturale. Uno dei fissativi piu comunemente
usati é la glutaraldeide 2% in tampone fosfato 0,1M pH 7,4. Poiché esso
produce legami crociati, puo essere necessario effettuare una digestione
enzimatica dopo che il mezzo di inclusione é stato rimosso.

Nelle ossa e nei tessuti calcificati, i sali di calcio insolubili devono essere
rimossi. Se il campione é stato fissato accuratamente, le soluzioni decalcifi-
canti non provocano danni all’antigene e alle strutture cellulari anche se
alcune di esse tendono a dare risultati variabili in immunoistochimica. |
risultati migliori si possono ottenere con I'immersione per un’ora in una
soluzione di acido nitrico al 5% di campioni tagliati adeguatamente piccoli
da consentire una penetrazione completa dell’acido. Dopo la decalcifi-
cazione il campione dovrebbe essere lavato in acqua corrente per rimuovere
I’eccesso di acido prima di continuare la procedura di routine.

Disidratazione

Dopo la fissazione i campioni di tessuto dovrebbero essere sciacquati
vigorosamente per eliminare I’eccesso di fissativo che pud causare artefatti
di colorazione. Quindi possono essere disidratati, chiarificati e inclusi. La
disidratazione avviene attraverso il passaggio del tessuto in una serie di
alcoli a concentrazione progressivamente crescente, dal 25% al 100%, per
tempi di permanenza in ciascuna concentrazione variabili da 15 minuti a
un’ora, a seconda delle dimensioni del pezzo.

Qualunque sia la concentrazione dell’alcol, le miscele etanolo/acqua
sono piu pesanti dell’etanolo e tendono a depositarsi sul fondo del recipien-
te. Piuttosto che utilizzare grandi volumi, quindi, conviene usare alcol nella
guantita strettamente sufficiente a ricoprire il pezzo e rinnovarlo spesso.
Come disidratanti possono essere impiegati altri liquidi che abbiano in
comune la proprieta di miscelarsi in tutte le proporzioni con acqua, alcol,
xilene e mezzi d’inclusione. Queste proprieta sono possedute dagli alcoli
butilico, isobutilico e isopropilico. | primi due hanno un marcato effetto
coartante, mentre I'ultimo indurisce meno dell’etanolo. Altri disidratanti
sono rappresentati da diossano e tetraidrofurano.
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Chiarificazione

I liquidi solubili nei mezzi di inclusione, e denominati diafanizzanti, sono
numerosi e comprendono lo xilene, comunemente usato nei laboratori per le
procedure di routine, il benzene, con basso punto di ebollizione e lenta pene-
trazione, il toluene che indurisce meno dello xilene ed evapora piu lenta-
mente del benzene. Per organi delicati e friabili si usano prevalentemente il
cloroformio, I'olio di legno di cedro e il solfuro di carbonio. Attualmente tro-
vano impiego alcuni agenti che sostituiscono a tutti gli effetti gli altri diafa-
nizzanti. Si tratta di prodotti di origine naturale costituiti da miscele di sol-
venti clorurati stabilizzati che hanno la caratteristica di essere non tossici,
poco volatili, ininflammabili e privi dell’odore pungente caratteristico dei
solventi aromatici.

I tempi di permanenza nei diafanizzanti, benché funzione delle dimen-
sioni del pezzo, non devono essere troppo lunghi. Quando i campioni ne
sono completamente imbevuti, acquistano un aspetto trasparente (diafano).
Questa caratteristica permette di riconoscere se il pezzo é stato completa-
mente disidratato. Se dopo una adeguata chiarificazione & rimasta acqua nei
pezzi, la loro parte centrale rimane invece opaca e bianchiccia. In tal caso e
opportuno effettuare una nuova disidratazione, perché una quota di acqua é
ancora presente nelle aree opache.

Infiltrazione

Consiste nella permanenza del pezzo chiarificato nel mezzo di inclusione
fuso per un periodo sufficientemente lungo da consentirne la penetrazione
nei piu profondi interstizi del campione dapprima occupati dalle molecole
di acqua e poi progressivamente sostituite da concentrazioni crescenti di
alcoli e infine da agenti diafanizzanti. Lo scopo di questi passaggi € quello di
trasformare i tessuti, che hanno composizione ed elasticita diverse, in una
massa omogenea affinché, durante il taglio, la lama non incontri differenze
di consistenza.

Inclusione

Il pezzo ben impregnato viene posto in una apposita formella di
materiale plastico o metallico e ricoperto con il mezzo d’inclusione fuso al
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quale puo essere aggiunto un supporto che funga da base di aggancio per il
microtomo. Il tutto viene lasciato solidificare.

Nella scelta del mezzo di inclusione si deve tenere conto delle proprieta
fisiche del campione e del metodo di taglio. | principali mezzi usati per I'in-
clusione sono rappresentati da celloidina, paraffina, metacrilati e resine
epossidiche.

Ormai la celloidina viene impiegata raramente, soprattutto per I'inclusio-
ne di pezzi molto grandi o di organi particolarmente fragili come il cervello.

Il mezzo piu usato é la paraffina, per la sua maneggevolezza e la sua
economicita. Essa consiste in una miscela di idrocarburi alifatici rispondenti
alla formula generale CpH2,+2, dove n é compreso tra 21 e 34. Spesso le
paraffine contengono delle fastidiose impurita (in genere oleine) o grossi
cristalli che possono modificarne la qualita, variarne il punto di fusione ed
impedirne la perfetta penetrazione nel tessuto, quindi il taglio omogeneo al
microtomo. Si consiglia percio di sottoporre la paraffina ad una filtrazione a
caldo prima dell’uso. La qualita delle sezioni dipende dal rapporto tra il
punto di fusione della paraffina e la temperatura dell’ambiente di lavoro. Se
la temperatura ambiente & inferiore ai 18 gradi, con una paraffina a basso
punto di fusione si possono effettuare sezioni spesse (10-12 m) mentre le
sezioni sottili richiedono una paraffina a medio punto di fusione (52°C). A
temperature ambiente piu elevate, & opportuno utilizzare paraffine con
punto di fusione medio per sezioni spesse e punto di fusione elevato per
sezioni sottili. Mediamente il punto di fusione ottimale oscilla fra 58 e 60°C.
Per evitare deformazioni del campione durante il taglio, la paraffina deve
possedere alcune caratteristiche di durezza. Per questa ragione spesso si
utilizzano paraffine combinate con composti plastici (histowax, paraplast) le
quali, essendo molto purificate, presentano infiltrazione ottimale e maggiore
consistenza al taglio. A temperature superiori ai 62°C, questi additivi comin-
ciano a formare polimeri molto difficili da rimuovere, che possono causare
striature alla lama del microtomo. Per prevenirne la formazione e consentire
una conservazione ottimale del tessuto e dell’Ag, i bagni di paraffina
dovrebbero essere mantenuti a temperature non superiori ai 57°C.

Per risultati migliori, pero, si consiglia I'inclusione in paraffina pura
perché essa puo essere completamente e facilmente rimossa dal tessuto al
momento della colorazione.

L’inclusione in resina consente il taglio di sezioni piu sottili di quanto
non sia possibile con I'inclusione in paraffina, (fino a 0,2 - 2 n), le quali han-
no il vantaggio di presentare migliori dettagli morfologici e consentire la
localizzazione degli antigeni sia a livello di microscopia ottica che elettroni-
ca. Le principali resine per inclusione sono rappresentate dalle resine epossi-
diche e dai metacrilati.

Le resine epossidiche come I’epon o I’araldite polimerizzano in modo
omogeneo producendo una eccellente conservazione dei dettagli strutturali,
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ma, a causa della loro elevata reattivita, possono interagire con le strutture
tissutali durante i processi di polimerizzazione. Sono molto utilizzate anche
per la microscopia elettronica. L’elevata viscosita ne limita la penetrazione;
pertanto la dimensione dei pezzi hon dovrebbe essere superiore ai 5x5 mm.

L’inclusione in resine epossidiche, dopo quella in alcol al 100%, richiede
una ulteriore disidratazione, generalmente in ossido di propilene al 100%, a
temperatura ambiente ed una infiltrazione in epon diluito 1:1 con ossido di
propilene per renderlo piu fluido. Per le resine epossidiche i tempi di
solidificazione variano da 24 a 36 ore a 60°C in stufa.

I metacrilati tendono a polimerizzare in modo non uniforme e non copo-
limerizzano con i componenti tissutali; quindi possono causare contrazione
del tessuto a scapito della morfologia ma prevengono I'alterazione delle
strutture antigeniche; pertanto sono spesso utilizzati quando la concen-
trazione di antigene & bassa. Il glicole metacrilato ha un’ottima penetrazione
che permette I'inclusione anche di pezzi voluminosi. Per la sua semplicita
d’uso ¢ indicato soprattutto per procedure di routine. Essendo solubile in
acqua rende possibili tutti i metodi di colorazione in microscopia ottica ma
non e adatto per la microscopia elettronica. Il metil metacrilato si utilizza
soprattutto per materiali duri (ossa, midollo osseo, denti). Richiede una
preparazione complessa ma puo avere consistenza e durezza variabili. E’
insolubile in acqua, pertanto deve essere rimosso prima della colorazione
salvo che per quella con blu di toluidina o ematossilinaZeosina. 1l tempo di
indurimento é di circa 2 ore a temperatura ambiente.

Se si usano resine idrosolubili, il campione va immerso direttamente in
resina per un tempo variabile da 16 a 20 ore a temperatura ambiente.

Il taglio al microtomo

Il campione incluso in un blocchetto solidificato € pronto per essere
tagliato con un microtomo. A seconda delle esigenze, ne sono disponibili
sostanzialmente due tipi: microtomo a slitta e microtomo a rotazione (2).

Vengono definiti a slitta quei microtomi in cui la lama effettua un mo-
vimento scorrevole su una guida orizzontale. La lama é fissata in un blocco
che viene azionato manualmente dall’operatore avanti e indietro; durante
guesta corsa esso incontra il pezzo da tagliare (Fig. 1).

Dopo ogni corsa il blocco porta-pezzo si solleva verso la lama di uno
spessore corrispondente a quello prefissato, per cui la lama, alla corsa suc-
cessiva, tagliera una fetta di quello spessore. | microtomi a slitta sono molto
pratici e veloci per preparati di routine ma hanno lo svantaggio di non pro-
durre sempre sezioni perfettamente uniformi fra un taglio e I'altro. Questo
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Figura 1. Microtomo a slitta.

puo dipendere dalla velocita impressa dall’operatore e dalla pressione eser-
citata durante il trascinamento manuale del blocco porta-lama verso il pezzo
da tagliare. Nei microtomi a slitta di nuova generazione, tutte le operazioni
manuali sono state completamente automatizzate: la lama ¢ fissata allo sta-
tivo ed ¢ il blocco porta-pezzo a muoversi avanti e indietro. Con dispositivi
di preselezione elettronici € possibile impostare la velocita di taglio e di
ritorno, lo spessore della singola sezione e lo spessore totale da sezionare.

Nei microtomi a rotazione il porta-lama é fissato rigidamente allo stativo.
Il pezzo, bloccato su un supporto, scorre su due guide verticali che vengono
azionate da una manopola comandata manualmente; esso oscilla alternativa-
mente dall’alto in basso, incontrando la lama posta orizzontalmente e avan-
zando ad ogni corsa di uno spessore stabilito. Se il microtomo a slitta &
veloce e facile da usare, il microtomo rotativo € in genere pil preciso, in
guanto I’azione dell’operatore non influisce direttamente sull’impatto tra
lama e blocchetto (Fig. 2).

Esso si usa soprattutto quando sono richieste sezioni seriate ed uniformi
o di spessore molto sottile.

Le lame rappresentano lo strumento di taglio vero e proprio. Una lama
non sufficientemente affilata produce cattive sezioni anche dai preparati
migliori. Un filo arrotondato comprimera il campione che incontra e le
sezioni che si otterranno saranno di spessore irregolare e diverse da un taglio
all’altro. Risulta quindi importante la qualita dell’affilatura.

Essa pu0 essere controllata al microscopio a luce riflessa a 100 ingrandi-
menti; risulta perfetta quando non si osservano riflessi ed il filo appare come
una sottile linea continua di spessore tra 0,1 e 0,3 m La composizione dell’ac-
ciaio riveste la massima importanza ai fini della qualita del taglio. Una lama
troppo tenera non tiene abbastanza a lungo il filo; una lama troppo dura puo
risultare fragile e, incontrando eccessiva resistenza, puo sgretolarsi in fram-
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in

Figura 2. Microtomo a rotazione.

menti di acciaio che possono incastrarsi nel blocchetto. La scelta della lama
dipende dalla grandezza, dalla durezza e dallo spessore del pezzo da taglia-
re. La resistenza al taglio dipende da fattori come I’adesione fra lama e mate-
riale, la natura del pezzo, il rapporto tra qualita del mezzo di inclusione e la
consistenza del campione. Nella lama si possono identificare due angoli rile-
vanti ai fini del taglio: I’'angolo della lama (b) e I'angolo delle faccette di ta-
glio (a), dove a ¢ generalmente di 35° e b & di 25°. Dunque la differenza a-b
e di 10° e rappresenta I’'angolo formato dalle due faccette di taglio (29 (Fig. 3).

L’angolo di taglio € quello compreso tra il piano del pezzo da tagliare e la
faccetta di taglio della lama. Quando il porta lama € in posizione zero, forma
con il blocchetto un angolo di circa 10°. Se I'angolo della faccetta di taglio &
di 5°, I’'angolo libero si riduce a 5°. Questa ¢ la posizione di taglio piu
comune (Fig. 4).

Di norma I’'angolo di taglio va scelto in funzione della resistenza del
campione alla deformazione. Esso va aumentato per materiali duri e dimi-
nuito fino quasi allo zero per i materiali piu teneri. La velocita di taglio di-
pende dal mezzo di inclusione utilizzato e pu0 essere progressivamente
aumentata dai preparati congelati, a quelli inclusi in paraffina tenera o in
celloidina fino ai mezzi piu consistenti. E’ pertanto consigliabile ricercare di
volta in volta la velocita di taglio ottimale, correggere I'inclinazione della
lama, verificarne I'accurata fissazione al suo supporto e controllare la
temperatura dell’ambiente di lavoro. Un campione di un cm di spessore,
incluso in paraffina, all’atto del taglio con una lama di 16 cm, subisce una
pressione che produce un arretramento del pezzo di circa 1 m Pertanto, per
la natura tenera del mezzo, lo spessore di una sezione in paraffina non puo
scendere sotto il limite di 3-4 m Quindi, a forti ingrandimenti, si possono os-

i/l Caleidoscopio



P. Muzi, M. Bologna Tecniche di immunoistochimica

a: angolo della lama + angolo delle faccette di taglio
b: angolo della lama

La differenzaa - b = 10°

L’angolo della faccetta= 2g= 5°

Figura 3. La lama del microtomo.

—
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10° 0° del portalama

Figura 4. Angolo di taglio della lama.
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servare aberrazioni rilevanti anche con eccellenti microscopi ottici. L’esi-
genza é soprattutto quella di esaltare la qualita del preparato per aumentare
la risoluzione delle immagini ed evidenziare meglio la morfologia delle
cellule per ottenere maggiori dettagli. Tutto cio si ottiene soprattutto me-
diante sezioni piu fini. Ottimi risultati si ottengono con lame di vetro o con
inclusioni in resina.

La lama di vetro puo essere utilizzata soprattutto per la paraffina. Per il
taglio di resine, ossa non decalcificate e materiali duri, la fragilita del filo
richiederebbe invece frequentissime sostituzioni della lama, per cui si
useranno in genere lame d’acciaio. Materiali molto duri come legno, plastica,
metallo osso non decalcificato, possono essere tagliati con lame speciali al
tungsteno.

La raccolta delle sezioni

Per migliorare la consistenza del mezzo di inclusione, prima del taglio il
blocchetto di paraffina puo essere raffreddato a -20°C. La sezione ottenuta
puo essere recuperata a secco o con una vaschetta di raccolta. A secco la fet-
tina viene afferrata con una pinzetta e tirata durante il taglio (4). Quindi
viene deposta su una goccia d’acqua situata sul vetrino. Nel taglio a secco e
consigliabile spruzzare il filo della lama con uno spray di teflon per consen-
tire alla sezione di scivolare senza impastarsi. Per evitare I’arricciamento
della sezione, e consigliabile utilizzare una vaschetta di plastica riempita di
acqua e applicata alla lama, la quale permettera alla sezione appena tagliata
di stendersi per essere poi raccolta agevolmente sul vetrino. Una apposita
vaschetta per la raccolta delle sezioni puo essere utilizzata anche con la lama
di vetro. Le sezioni ideali sono comprese tra 2 e 7m Esse vengono fatte
essiccare mediante incubazione per una notte a 37°C o per 1 ora a 60°C.
Quindi possono essere conservate a temperatura ambiente.

Reidratazione dei preparati inclusi

Prima della colorazione le sezioni devono essere deparaffinate e reidrata-
te mediante immersioni sequenziali di 2-5 minuti ciascuna in solventi orga-
nici che sciolgono la paraffina e progressivamente sono sostituiti da mezzi
solubili in acqua.

Un fondo di colorazione non specifico dovuto ad una incompleta rimo-
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zione dei residui di paraffina é facilmente riconoscibile come una colo-
razione pallida che si estende oltre i confini del campione e spesso maschera
la colorazione specifica.

| residui di plastica, come il paraplast, contenuti in alcuni mezzi di
inclusione sono spesso difficili da eliminare.

Per una completa rimozione, i vetrini, prima di essere deparaffinati,
dovrebbero essere posti per 30 minuti in una stufa ad una temperatura
appena sotto il punto di fusione del materiale usato per I'inclusione, ma
comunque non superiore a 60°C, per prevenire la denaturazione dell'an-
tigene e il danno alla morfologia cellulare. Dalla stufa i vetrini dovrebbero
essere immersi direttamente in un bagno di xilene o toluene fresco prima che
la paraffina solidifichi di nuovo.

Per una deparaffinatura efficace, in un volume di 250 ml non dovrebbero
essere posti piu di 50 vetrini, per consentire una sufficiente circolazione del
liquido. Minore sara il numero dei vetrini immersi in un bagno di xilene e
pit completamente verra rimosso il mezzo di inclusione. Se necessario, si
dovrebbe effettuare un secondo bagno di xilene fresco prima dei passaggi in
etanolo 100%, etanolo 95%, etanolo 70%, acqua e tampone. Alcuni affermano
che per la completa rimozione dei mezzi di inclusione il toluene sia piu
efficace dello xilene.

Per prevenire la formazione di depositi neri dovuti al cloruro di mercurio
presente nei campioni fissati con Zenker, le sezioni deparaffinate dovrebbero
venir immerse, prima della colorazione, dapprima in iodio allo 0,5% in
etanolo 70% e, dopo risciacquo in acqua corrente, in tiosolfato di sodio al 5%
in acqua per due minuti.

Dopo la deparaffinatura le sezioni non dovrebbero essere lasciate
essiccare.

Anche i campioni inclusi in resina devono essere reidratati prima della
colorazione. Il metodo piu comune per rimuovere la resina ed esporre i
determinanti antigenici € l'incubazione per 15 minuti in una soluzione satura
di idrossido di sodio lasciata maturare per diversi giorni e diluita 1:1 prima
dell'uso con etanolo (sodio etossido), 0 metanolo (sodio metossido). In
alternativa si possono incubare le sezioni in perossido di idrogeno al 10%
per 15 minuti e poi risciacquarle in acqua prima di processarle.

Congelamento

Molti antigeni, sia di superficie che intracellulari, vengono spesso
distrutti dalla fissazione; quindi la loro localizzazione puo essere effettuata
soltanto in sezioni di campioni congelati. Il congelamento evita trattamenti
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come la fissazione e I'inclusione riducendo il rischio di denaturazione dei
componenti tissutali. Questo metodo, per la sua rapidita, ¢ particolarmente
indicato per I'esame istologico estemporaneo di pezzi operatori nella sede
stessa di intervento. Per i tradizionali metodi di congelamento esterno, i
tessuti dovrebbero essere di piccole dimensioni, non superare i 4 mm di
spessore, e venir congelati rapidamente per ridurre lo shock termico,
consentire una rapida fissazione dell'antigene e prevenire la formazione di
cristalli di ghiaccio che potrebbero distruggere la struttura cellulare. Essi
dovrebbero essere posti in fogli di alluminio ed immersi, fino al congela-
mento (1-2 minuti), in un bagno di etanolo/ghiaccio secco, o isopenta-
no/azoto liquido, o acetone preraffreddato in azoto liquido. | campioni
immersi direttamente in azoto liquido andrebbero tenuti con delle pinze
sotto la sua superficie e agitati delicatamente per disperdere lo strato non
conduttore di azoto gassoso che si forma intorno al blocchetto. Una volta
fissato ed essiccato all'aria, il materiale puo essere conservato a lungo,
avvolto in fogli di alluminio, a -20°C o -80°C in contenitori di plastica
sigillati per evitare la disidratazione che ne renderebbe difficile il seziona-
mento. | contenitori per la conservazione in azoto liquido dovrebbero essere
dotati di fori che rendano accessibili i campioni al gas.

Prima del taglio, il blocchetto di tessuto dovrebbe essere portato alla
temperatura della camera criostatica. Con il microtomo congelatore o con il
piu sofisticato criostato a congelamento rapido, dotato di un gruppo com-
pressore accessorio di elevata potenza, il blocchetto viene confezionato con
un mezzo che solidifica a basse temperature (OCT) e, in circa due minuti, si
ottiene un perfetto congelamento del pezzo direttamente nell'apparato di
taglio. La temperatura minima in questa fase & di -50°C. Quando il pezzo ¢
congelato, é possibile regolare a piacimento la temperatura di taglio, la quale
dovrebbe essere mantenuta tra -10 e -30°C a seconda dei tessuti.

Per il materiale congelato umano (blocchetti o sezioni), si devono seguire
le regole di manipolazione usate per il materiale potenzialmente infetto.

Prima del sezionamento, il blocco di tessuto viene fatto aderire ad un
supporto di metallo. Le sezioni dovrebbero essere tagliate con uno spessore
compreso tra 4 e 7m raccolte su vetrini e fatte essiccare a temperatura
ambiente. A questo punto il tessuto puo essere conservato fino a un mese a
4°C o per tempi superiori a -20°C, sebbene per ottenere risultati migliori sia
consigliabile utilizzarlo il piu presto possibile.

Fissazione delle sezioni congelate
Le sezioni essiccate, una volta riportate a temperatura ambiente, sono

pronte per essere fissate. Il fissativo piu idoneo va scelto in funzione della
localizzazione e delle caratteristiche fisico-chimiche dell’Ag da localizzare.
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Gli antigeni presenti sulla superficie cellulare e quelli extracellulari pos-
sono essere colorati anche senza fissazione ma, per migliorare la morfologia
e l'aderenza sul vetrino, puo essere consigliata una fissazione per 10 minuti
con formalina in rapporto 1:1 con acetone o etanolo; oppure glutaraldeide o
paraformaldeide a concentrazione dell'1-3% in fosfato 0,05M pH 7,2; o ancora
metanolo, o etanolo, o acetone assoluti a temperature comprese tra +4°C e -10°C.

Gli antigeni nucleari e citoplasmatici devono essere fissati e resi acces-
sibili all'anticorpo; pertanto la membrana deve essere resa permeabile con
acetone in rapporto 1:1 con metanolo o cloroformio o con una miscela di
acetone: metanolo: formalina 19: 19: 2.

Il fissativo ottimale dovrebbe essere determinato con esperimenti di pro-
va (10 minuti di incubazione a freddo con vari fissativi) e il preparato fissato
dovrebbe essere confrontato con quello non fissato. Le sezioni fissate pos-
sono essere essiccate all'aria e lavate in tampone oppure conservate a -70°C o
-20°C. Prima di iniziare I'immunocolorazione, la sezione viene posta in tam-
pone per 5 minuti. Se la procedura richiede I'inibizione della perossidasi en-
dogena, la fissazione in acetone puo essere sostituita da un bagno di metano-
lo-perossido di idrogeno per 5 minuti.

Immunocitochimica

L'allestimento dei vetrini per I'esame di liquidi pleurici, peritoneali e
pericardici, di lavaggi bronchiali e scrapings, o di materiale citologico
ottenuto per agoaspirazione con ago sottile da noduli solidi e cisti presenti in
mammella, linfonodi, tiroide, polmone, midollo e numerosi altri organi, puo
essere effettuato secondo varie modalita (5).

Preparati ottenuti per striscio

La tecnica ¢ identica a quella usata per gli strisci di sangue: il materiale
viene deposto su un vetrino portaoggetti e strisciato con la massima cura in
modo da non danneggiare le cellule. Per ottenere preparati citologici quali-
tativamente e quantitativamente soddisfacenti, gli strisci dovrebbero risul-
tare costituiti da un solo strato cellulare; in preparazioni piu spesse, infatti, i
reagenti possono venire intrappolati tra gli strati e conferire al preparato una
colorazione di fondo che puo rendere difficile I'interpretazione dei risultati.

Per assicurare la conservazione dell'antigene gli strisci dovrebbero essere
fissati il piu rapidamente possibile, o comunque entro le 24 ore dal prelievo
(6). | fissativi piu comuni sono l'acetone e la formalina tamponata al 10% per
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10 minuti. Dopo la fissazione i campioni sono stabili per diversi giorni a tem-
peratura ambiente e per una-due settimane a 4°C. | campioni congelati a -20
sono stabili per diversi mesi. La conservazione dello striscio dipende dalla
stabilita dell'antigene che deve essere localizzato. Gli strisci di sangue pos-
sono essere fissati per immersione diretta in un bagno di metanolo-perossido
di idrogeno che produrra nel contempo l'inibizione dell'attivita della peros-
sidasi endogena. Prima di essere processato, il campione deve essere rei-
dratato e risciacquato in tampone per 5 minuti.

Preparati ottenuti per citocentrifugazione

Il materiale, opportunamente diluito in tampone fosfato 0,1 M pH 7,2-7,4
(PBS), viene lavato per centrifugazione a 1500 rpm per 5 minuti. Il pellet vie-
ne risospeso in 1 ml di PBS contenente albumina bovina (BSA) all’1% o siero
di vitello al 10% ed aliquotato in provette idonee per l'allestimento dei
citocentrifugati. Il volume di tampone aggiunto al materiale ed i parametri
di centrifugazione (tempo e velocitd) variano a seconda dei preparati.

L'allestimento di citocentrifugati consente una buona concentrazione del
materiale, soprattutto nei casi di scarsa cellularita del campione, ed é preferi-
bile allo striscio in quanto si associa ad una minore colorazione di fondo.

Allestimento di cell blocks

Le tecniche di cell block, impiegate in parallelo o in sostituzione alle
preparazioni su vetrino uniscono i vantaggi delle tecniche citologiche con
quelli delle tecniche istologiche. La preparazione dei cell blocks prevede una
prima fase di rivestimento del campione citologico con un film di materiale
inerte a costituire il cosiddetto "cell bag" e una fase successiva di inclusione
del cell bag in paraffina a formare un blocchetto (cell block), che puo essere
tagliato al microtomo (7). Tale metodica consente di apprezzare le caratte-
ristiche strutturali degli aggregati cellulari riducendo la sovrapposizione
cellulare e l'interferenza legata alla presenza di sangue e di detriti cellulari.
Anche partendo da modeste quantita di materiale citologico, il cell bag
facilita la raccolta di tutto il sedimento e previene la perdita di materiale
durante i passaggi successivi. L'inclusione in paraffina consente di con-
servare a lungo il materiale per poterne disporre anche in tempi successivi.

Le sostanze impiegate per la preparazione dei cell bags sono varie.

Cell bag in agar

Il materiale viene lavato, mediante centrifugazione, in alcol 85%. Il sovra-
natante viene scartato ed il pellet, che contiene tutto il sedimento cellulare,
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viene fissato per 24 ore in liquido di Bouin e rivestito di agar neutro. Il cell
bag cosi ottenuto viene disidratato attraverso passaggi in alcol e xilene ed
incluso in paraffina.

Cell bag in celloidina

Per ottenere un film di 20-50 m si riempie una provetta con una soluzione
di celloidina preparata sciogliendo 10 g di fiocchi di celloidina in 100 ml di
etanolo: etere etilico 1:1 e si lascia sgocciolare. Quindi si riempie la provetta
con cloroformio per indurire la pellicola di celloidina e prevenirne I'ecces-
siva asciugatura (I'eccesso di celloidina e di cloroformio si possono recu-
perare). Infine, nella provetta cosi preparata, si versa il materiale citologico
sospeso in fissativo (alcol 95% o formalina 10%) e si centrifuga per 10 minuti
ad un elevato numero di giri (circa 3000 rpm); si scarta il sovranatante, si
elimina la parte superiore del film di celloidina e si estrae dalla provetta la
parte inferiore, con il sedimento in essa raccolto, che viene sigillata a formare
un sacchetto (cell bag). Esso viene immerso velocemente in una soluzione di
eosina alcolica all'1% per facilitarne la rilevazione, disidratato secondo
routine e incluso in paraffina.

Cell bag da coagulo di fibrina

Si risospende il materiale citologico in soluzione fisiologica e si centrifuga
per 10 minuti a circa 3000 rpm; si scarta il sovranatante e si aggiungono al
sedimento 5 gocce di plasma umano e una aliquota di trombina attiva. Si
agita la provetta fino a che non si formi un coagulo; si colora il coagulo con
eosina alcolica e si avvolge in carta bibula. Infine si fissa in formalina al 10%,
si disidrata e si include in paraffina.

Preparati purificati su gradiente

Questo metodo utilizza una tecnica di centrifugazione su gradiente di
Ficoll-Hypaque o lymphoprep e risulta particolarmente utile quando si
disponga di materiale francamente ematico in quanto permette la quasi tota-
le rimozione dei globuli rossi e consente di ottenere preparati citologici alta-
mente purificati.

Il materiale di partenza viene diluito in tampone e lavato accuratamente
per centrifugazione. Il sedimento viene risospeso alla concentrazione di
1x10° cellule/ml di PBS, stratificato su 10 ml di lymphoprep e centrifugato a
300 g per 20 minuti. Le emazie precipiteranno sul fondo della provetta. Si
prelevano le cellule nucleate poste all'interfaccia tra il gradiente e PBS e si
lavano in tampone per eliminare i residui di lymphoprep. Infine si allestisco-
no dei citocentrifugati dal pellet risospeso in volume idoneodi tampone.
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Preparati ottenuti per impronta

E' possibile allestire preparati citologici per impronta o apposizione
diretta del vetrino su masse tumorali o tessuti bioptici (8). Questo metodo é
facile e di rapida esecuzione e permette di ottenere risultati estremamente
attendibili in quanto il preparato dovrebbe rispecchiare la cellularita del
tessuto di provenienza.

Immunocitochimica su preparati colorati

Questo tipo di indagine permette di utilizzare lo stesso materiale gia
colorato con il metodo di Papanicolaou o di May Grunwald Giemsa e sul
quale pertanto ¢ stata gia formulata una diagnosi sulla base dell'esame
morfologico. Tuttavia spesso richiede I'uso di concentrazioni piu alte di
anticorpo primario; inoltre, trattandosi di materiale gia ampiamente pro-
cessato, é possibile riscontrare una parziale perdita o denaturazione degli
antigeni con conseguente riduzione dell'intensita di colorazione (9).

L'immunocitochimica su materiale fissato e colorato rende innanzitutto
necessaria la rimozione del vetrino coprioggetto immergendo i vetrini per
un tempo variabile (da 1 a 5 giorni) nel mezzo usato per montarlo, che gene-
ralmente ¢ xilolo. Nei vetrini montati con film di acetato di cellulosa, & possi-
bile rimuovere rapidamente e completamente tali pellicole immergendo i ve-
trini in acetone per un tempo massimo di 5 minuti e quindi in xilolo per 10
minuti.

Questi preparati citologici, prima di venire ulteriormente processati,
possono essere sottoposti a decolorazione acida, decolorazione blanda o
nessuna decolorazione. La decolorazione acida si esegue immergendo i ve-
trini in una soluzione di HCI all'1% in etanolo 70% per 5-30 minuti, in base
all'intensita di colorazione naturale, e lavandoli in acqua distillata e in PBS.
Nella decolorazione blanda, eseguita senza acido cloridrico, si immergono
progressivamente i vetrini per circa 4 minuti in xilolo-etanolo 1:1, etanolo
assoluto, etanolo 95%, etanolo 80%, etanolo 70% e acqua distillata (10).
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Le procedure di colorazione immuno-
Istochimica

Gli anticorpi primari

La qualita dell'anticorpo primario € di considerevole importanza per la
validita della colorazione.

Numerose sono le preparazioni di anticorpi (Ab) disponibili per le proce-
dure di immunoistochimica (11). La piu facile da produrre, perché meno
costosa e dunque pitl comune, é rappresentata dalla frazione di siero intero,
costituita da sangue centrifugato per separare gli elementi cellulari.

Oltre agli Ab specifici per I'antigene contro cui I'animale é stato immu-
nizzato, essa contiene anche componenti ordinarie del siero come elettroliti,
enzimi ed altre proteine, tra cui ci sono gli anticorpi normalmente prodotti
dal sistema immunitario (anticorpi naturali e anticorpi aspecifici).

Occasionalmente questi elementi possono interferire con I'immunoisto-
chimica e causare una colorazione aspecifica dovuta alla affinita di anticorpi
cross-reagenti e di altre proteine sieriche, prevalentemente albumina, alfa (a)
e beta (b) globuline, per alcune componenti tissutali. Risulta quindi impor-
tante la qualita del siero.

Poiché il solo elemento necessario per I'immunoistochimica é I'anticorpo
specifico, la rimozione delle altre proteine ridurra lI'incidenza di reazioni non
specifiche. Spesso un campione di siero viene prelevato dell'animale subito
prima che esso sia inoculato con I'antigene; esso &€ chiamato siero preimmune
e viene conservato per studi di confronto rispetto al siero raccolto dopo il
tempo necessario per la produzione dell'anticorpo specifico. Se non & dispo-
nibile siero proveniente dallo stesso animale che ha prodotto I'anticorpo
primario, viene utilizzato il siero non immune, che proviene da un altro
animale della stessa specie non immunizzato.

Un tipo di preparazione, chiamata frazione immunoglobulinica e isolata
per cromatografia a scambio ionico, contiene prevalentemente anticorpi oltre
ad una esigua quantita di proteine sieriche residue. La frazione immuno-
globulinica pud essere ulteriormente purificata o per affinita o per immuno-
assorbimento su fase solida, che utilizza i corrispondenti antigeni coniugati
ad una matrice solida. Queste procedure rimuovono le tracce di anticorpi
che possono cross reagire con l'antigene. In assenza di anticorpi contaminan-
ti, tutti gli anticorpi si legano all'antigene e nessuna colorazione dovrebbe
essere osservata dopo l'adsorbimento. Al contrario, una colorazione positiva
indica che la soluzione contiene anticorpi contro altri antigeni presenti nel
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campione. E' difficile reperire una fonte commerciale di antigeni purificati
per adsorbire tutti i differenti anticorpi primari utilizzati nelle colorazioni
immunoistochimiche. Spesso le ditte produttrici di anticorpi dispongono di
preparazioni purificate di antigeni che utilizzano per immunizzare gli
animali.

Una soluzione contenente soltanto anticorpi diretti contro un dato anti-
gene avra una specificitd molto elevata. Una singola molecola antigenica,
tuttavia, possiede numerosi determinanti antigenici o epitopi. Poiché ogni
clone di cellula B puo produrre anticorpi contro un solo epitopo antigenico,
le preparazioni contenenti una popolazione eterogenea di Ab specifici per
epitopi diversi, e cioe costituita da anticorpi policlonali, pud mostrare una
cross reattivitd impossibile da eliminare, dovuta alla presenza di epitopi
omologhi su differenti molecole. L'interpretazione dei risultati ottenuti con
Ab contro epitopi differenti risulta piuttosto difficile, indipendentemente
dalle possibili cross reazioni inevitabili. | legami non specifici degli Ab
policlonali possono essere ridotti riducendo la concentrazione di lavoro
dell'Ab e aumentando il tempo di incubazione.

Per una colorazione specifica per un dato marker, e necessario utilizzare
un anticorpo che reagisca esclusivamente con un particolare epitopo di quel
marker. Poiché esso ¢ prodotto da un singolo clone di cellule B, esso é
denominato anticorpo monoclonale (12). La selezione dei cloni di cellule B
che producono specifici anticorpi puo avvenire fuori dell'animale. Poiché le
cellule B, una volta rimosse dall'organismo, non possono crescere e di-
vidersi, ma muoiono all'incirca entro una settimana, per conservare la
capacita di produzione di anticorpi dei vari cloni, la cellula B & fusa con una
cellula B tumorale (mieloma) che pud vivere per un tempo indefinito al di
fuori dell'animale ospite. La cellula ibrida (ibridoma), che si & formata con la
fusione, pud essere coltivata in vitro e produrre I'anticorpo specifico delle
cellule B. Perché l'ibridoma sia stabile e possa produrre una quantita suffi-
ciente di anticorpi monoclonali, la cellula B e la cellula di mieloma devono
essere della stessa specie animale; una gran quantita di linfociti B deve
essere disponibile per la fusione e la cellula di mieloma utilizzata per
I'ibridazione deve facilmente propagarsi in coltura. Il primo passaggio nella
produzione di anticorpi monoclonali & identico a quello per produrre gli
anticorpi policlonali. Un topo, che e I'animale piu utilizzato per queste
tecniche, viene immunizzato con un antigene purificato e comincera a pro-
durre anticorpi contro di esso. Dopo varie immunizzazioni di richiamo, il to-
po é sacrificato e la milza, ricca di linfociti B, viene rimossa. Una sospensione
cellulare viene mescolata con le cellule di mieloma in un mezzo che
consentira alle cellule di fondersi. Le cellule non fuse o fuse impropriamente
moriranno mentre gli ibridomi sopravviveranno e cresceranno in coltura.

La procedura per testare gli ibridomi e determinare quale clone produce
anticorpi contro un determinato epitopo € molto lunga e laboriosa. Una volta
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identificata I'appropriata linea cellulare, essa puo venir inoculata in un topo
dove produrra un tumore. Il liquido ascitico del tumore conterra una elevata
concentrazione di anticorpo specifico ma anche altre immunoglobuline che
possono causare un aumento della colorazione di fondo. | sopranatanti delle
colture di ibridomi contengono una concentrazione di anticorpo inferiore
rispetto a quella del liquido ascitico ma la colorazione aspecifica dovuta a
proteine indesiderate risulta del tutto eliminata.

La concentrazione dell'’Ab primario dipende dalla quantita dell'antigene
presente nel campione da testare (dopo una possibile perdita dovuta a
lavaggi, diffusione o denaturazione) e dalla sensibilita del sistema di rivela-
zione. La concentrazione di anticorpo monoclonale non dovrebbe superare i
20 mg/ml per evitare un inaccettabile legame aspecifico.

Poiché gli Ab monoclonali per definizione riconoscono un solo epitopo,
una mancata reattivita dell'Ab usato puo essere dovuta ad una variazione
dell'epitopo stesso che pud avvenire durante la trasformazione neoplastica;
puo quindi essere utile servirsi di Ab diretti contro variazioni di questo epi-
topo o di un Ab specifico per un differente epitopo di questa molecola o di
un pannello di Ab che completi le informazioni dell’Ab quando & necessario
migliorare la validita delle informazioni ottenute.

| sistemi di rivelazione

Il legame dell'anticorpo primario con lI'antigene puo essere rivelato da
fluorocromi o da enzimi coniugati (13). Se I'anticorpo diretto contro I'antige-
ne da cercare & marcato con un fluorocromo, il sito di reazione si rende evi-
dente per la fluorescenza legata all'anticorpo che ha reagito con I'antigene.
Se il marcatore € costituito da un enzima, esso, in presenza di un opportuno
substrato, produrra un precipitato colorato nel sito di reazione. L'immuno-
fluorescenza, introdotta nel 1941 con la realizzazione di anticorpi coniugati
con isotiocianato di fluoresceina (FITC), & il piu antico metodo di rivelazione
immunologica. Lo svantaggio della immunofluorescenza é rappresentato
dalla ridotta sensibilita e dalla facile estinzione della fluorescenza. | fluoro-
cromi piu usati sono la fluoresceina, la rodamina (solforodammina 101), la
resorufina e la ficoeritrina.

L'immunoistochimica & una tecnica dotata di maggiore sensibilita e preci-
sione rispetto alla immunofluorescenza (14) il cui risultato non é stabile nel
tempo e tende a decadere per effetto della luce. Le reazioni enzimatiche pos-
sono essere analizzate con un microscopio convenzionale a luce diretta;
possiedono una colorazione permanente che permette la documentazione fo-
tografica anche a distanza di tempo e possono essere combinate con le colo-
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razioni istologiche convenzionali per valutare la colorazione specifica nel
contesto morfologico (controcolorazione). D'altro canto, I'immunoistochimi-
ca richiede spesso la manipolazione di substrati potenzialmente carcinogeni,
numerose incubazioni addizionali e diversi step di lavaggio se paragonata
alla fluorescenza.

Talvolta il contrasto tra colorazione e risoluzione non consente di discri-
minare chiaramente le reazioni debolmente positive; inoltre il precipitato
risultante dalla reazione enzimatica puo diffondere nelle zone circostanti e
causare un quadro di colorazione diffuso.

Gli enzimi comunemente usati in immunoistochimica sono la fosfatasi
alcalina da mucosa di vitello (alcaline phosphatase, AP), la b galattosidasi
che viene espressa dal gene lac+ e la perossidasi di rafano (horse-radish
peroxidase, POD), che & una molecola di piccole dimensioni, che non inter-
ferisce con il legame degli anticorpi ai siti adiacenti e si puo facilmente
ottenere in forma altamente purificata, quindi il rischio di contaminazione é
ridotto al minimo.

I metodi di immunoistochimica utilizzati per localizzare I'antigene pos-
sono essere diretti, fare uso di coniugati (indiretti), utilizzare immuno-
complessi o sfruttare I'affinita tra avidina e biotina. Ciascuno di essi presenta
vantaggi e svantaggi che devono essere opportunamente valutati prima
della scelta della procedura piu efficace per le proprie esigenze (Tab. 1).

L'amplificazione aumenta la sensibilitad e cioé permette la rivelazione di
quantita piu piccole di Ag con la stessa quantita di Ab o aumenta la spe-
cificitd mediante la rivelazione della stessa quantita di Ag con una diminuita
quantita di Ab.

Metodo diretto

Il modo pit semplice per localizzare un antigene é quello di utilizzare un
anticorpo diretto specificamente contro di esso. Esso potra essere facilmente
identificato se sara un anticorpo coniugato (Fig. 5). La coniugazione & un
processo che lega chimicamente alcuni tipi di marcatori su una molecola di
anticorpo. Un'ampia varieta di coniugati & disponibile per lI'uso in varie co-
lorazioni istochimiche dirette o indirette. Questi possono essere fluorocromi
come fluoresceina o rodamina; o enzimi come la perossidasi, la fosfatasi
alcalina o la b galattosidasi; o sostanze elettrondense come I'oro colloidale.
Sfortunatamente nel processo chimico di coniugazione piccole quantita di
anticorpo e di marcatore possono venire distrutte. Questo puo far diminuire
la sensibilita e la specificita di questi reagenti. Nel metodo diretto I'anticorpo
specifico e legato chimicamente al fluorocromo o all'enzima. Il reagente
coniugato viene applicato al campione e raggiungera l'antigene. Viene poi
applicato un substrato che produrra un prodotto terminale colorato che
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Metodo diretto

« fluorocromo

« perossidasi

« fosfatasi alcalina
« b galattosidasi

Anticorpo Primario coniugato con

Metodo indiretto

Ig dirette « fluorocromo
Anticorpo contro « perossidasi
Primario I’Ab primario « fosfatasi alcalina
e coniugate con « b galattosidasi

Metodo con immunocomplessi

perossidasi
a
perossidasi
Anticorpo Anticorpo immunocomplesso
primario ponte

fosfatasi alcalina
a

fosfatasi alcalina

Metodi con Biotina

Anticorpo « fluorocromo
primario Avidina biotina « perossidasi
coniugato coniugata con « fosfatasi alcalina
con biotina « b galattosidasi
Ig coniugate con « fluorocromo
Anticorpo biotina dirette avidina « perossidasi
primario I’anticorpo coniugata con « fosfatasi alcalina
primario « b galattosidasi
Ig coniugate con Complesso ABC « fluorocromo
Anticorpo biotina dirette avidina legata «» perossidasi
primario I’anticorpo alla biotina « fosfatasi alcalina
primario coniugata « b galattosidasi

Tabella 1. Schema riassuntivo delle diverse metodiche immunoistochimiche.
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L

B anticorp?o diretto
contro I'antigene
antigene e coniugato

con un marcatore

&

I’anticorpo primario si
lega all’antigene e viene
localizzato da un oppor-
tuno sistema di rivela-
zione

Figura 5. Metodo di rivelazione diretto.

precipita nel sito e rendera visibile I'antigene localizzato. La tecnica diretta
puo essere effettuata rapidamente e con una bassa probabilita di reazione
non specifica. Il principale ostacolo & costituito dalla difficolta di ottenere un
differente anticorpo coniugato per ogni antigene da localizzare. Se I'anticor-
po non puo essere ottenuto in forma coniugata deve coniugarlo l'utilizzatore
stesso. Un legame aspecifico del coniugato o FITC puo verificarsi se, nella
preparazione dell'anticorpo, l'isotiocianato di fluoresceina non legato non ¢
stato rimosso per gel filtrazione. L'applicazione piu comune del metodo
diretto ¢ la rivelazione di immunoglobuline, di complemento e di depositi di
immunocomplessi nelle biopsie renali di casi di lupus eritematoso sistemico
(LES) e di altre patologie del tessuto connettivo. Gli antigeni piu comuni
identificati sono IgG, IgA, IgM, C3 e C4
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Metodo indiretto o con coniugati

Nel metodo indiretto I'antigene da ricercare viene fatto reagire con un
anticorpo non coniugato. Successivamente il complesso antigene-anticorpo
che si & formato verra fatto reagire con immunoglobuline di una specie
animale diversa da quella da cui ¢ stato prodotto I'anticorpo primario e co-
niugate con una molecola di marcatore (Fig. 6). La reazione finale risultera
piu intensa perché I'antigene tissutale si combina con le molecole di anti-
corpo, ognuna delle quali si leghera (fungendo a sua volta da antigene), con
molecole di anticorpo coniugato.

antigene anticorpo diretto anticorpo secondario coniugato
contro I'antigene con una molecola di marcatore

I’anticorpo primario
si lega all’antigene

]

I’anticorpo secondario marcato si
lega alla porzione Fc dell’Ab primario

Figura 6. Metodo di rivelazione indiretto.

Caleidoscopio el



P. Muzi, M. Bologna Tecniche di immunoistochimica

Il metodo indiretto risulta piu versatile rispetto a quello diretto perché
puo essere utilizzata con vantaggio una varieta di anticorpi primari prodotta
nella stessa specie animale quando é disponibile un unico anticorpo secon-
dario coniugato con un marcatore. E' piu semplice coniugare un solo tipo di
anticorpo diretto contro IgG di una sola specie animale.

Comunque i tempi richiesti sono doppi rispetto al metodo diretto e i
rischi che si verifichino reazioni non specifiche sono piu elevati.

L'immunoistochimica indiretta é utilizzata principalmente per identi-
ficare anticorpi contro autoantigeni nucleari, tiroidei, mitocondriali, e della
muscolatura liscia, o la presenza di Treponema pallidum, Herpes simplex e
Citomegalovirus nonché per la ricerca di anticorpi specifici in soggetti affetti
da altre patologie autoimmuni, batteriche o parassitarie. 1l siero di questi pa-
zienti é incubato con il relativo antigene adsorbito su un supporto solido. Un
anticorpo secondario specifico per le immunoglobuline umane e coniugato
con la perossidasi riconoscera I'anticorpo prodotto dal paziente (che in
questo caso funge da antigene per l'anticorpo rivelatore) e mostrera una
colorazione positiva per I'antigene stesso. Nessuna colorazione risultera
evidente se il paziente non produce anticorpi per quell'antigene.

Metodo con immunocomplessi

Gli immunocomplessi sfruttano la naturale affinita tra antigene e anti-
corpo e sono costituiti da un complesso formato artificialmente dall'enzima
che catalizza la reazione con il cromogeno e da un anticorpo specifico per
guesto enzima. Questi complessi sono solubili e in soluzione non formano
precipitati. L'uso di immunocomplessi anziché di coniugati rende questa
procedura fino a 1000 volte piu sensibile rispetto alla immunofluorescenza.
Questo metodo utilizza tre reagenti: I'anticorpo primario, che é specifico per
I'antigene; I'anticorpo secondario o "ponte” e il complesso costituito da un
enzima (che puo essere la perossidasi, la fosfatasi alcalina o la b galattosida-
si) legato per via immune ad un anticorpo diretto contro I'enzima stesso.
L'anticorpo ponte e capace di legarsi sia all'anticorpo primario che al
complesso coniugato, perché entrambi sono prodotti nella stessa specie
animale, e viene aggiunto in eccesso in modo che soltanto uno dei suoi siti
Fab si leghi all'anticorpo primario, lasciando I'altro sito Fab libero di legarsi
all'anticorpo nell'immunocomplesso (Fig. 7). L'enzima viene visualizzato at-
traverso una reazione substrato-cromogeno. L'assenza di anticorpi coniugati
conferisce a questo metodo una sensibilita superiore a quella attribuita alle
tecniche dirette e indirette. Il vantaggio risulta evidente specialmente nei
tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina dove puod essere osservata
una forte colorazione anche se parte dell'antigene é stato distrutto dalla
fissazione e dalla processazione.
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] i

antigene  anticorpo diretto anticorpo ponte
contro I'antigene

immunocomplesso: due
1gG legate per via immune
a tre molecole di enzima

I’'anticorpo primario
si lega all’antigene

s

I’anticorpo ponte si
lega alla porzione Fc
dell’Ab primario

I'immunocomplesso della stessa
specie dell’anticorpo primario si
lega all’anticorpo ponte

Figura 7. Metodo di rivelazione con immunocomplessi.
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Al contrario le sezioni congelate sono i campioni di elezione per i metodi
diretto e indiretto perché il congelamento consente una maggior conserva-
zione dell'antigene. La maggiore flessibilita del metodo con immunocom-
plessi consente di determinare I'origine dei tumori mediante l'identificazione
di antigeni specifici prodotti nella cellula e quindi permette una classifi-
cazione piu accurata specialmente per tumori scarsamente differenziati e
metastatici che possono essere riconosciuti solo sulla base morfologica. Esso
puo essere applicato a materiale fissato di routine e incluso in paraffina
quindi evita la necessita di sezioni congelate e permette studi retrospettivi.

Metodo avidina biotina

La tecnica avidina biotina rappresenta uno dei piu recenti sviluppi nella
colorazione in immunoistochimica (15). Esso ¢ utile per la localizzazione di
numerosi antigeni in una varieta di campioni. Questo metodo ¢ basato sulla
capacita della glicoproteina del bianco d'uovo, I'avidina, di legare in maniera
non immunologica quattro molecole della vitamina biotina. Come per il
metodo con immunocomplessi, vengono utilizzati tre reagenti. Il primo ¢
I'anticorpo primario specifico per I'antigene che deve essere localizzato.
L'anticorpo secondario, capace di legarsi al primario & coniugato con biotina.
Il terzo elemento € un complesso di biotina coniugata con perossidasi o
fosfatasi alcalina e avidina. | siti liberi della molecola di avidina consentono
il legame alla biotina sull'anticorpo secondario. L'enzima, e quindi I'antigene
originale, vengono visualizzati con il cromogeno appropriato. La forte
affinita dell'avidina per la biotina conferisce a questo metodo una sensibilita
maggiore rispetto a quella di altre tecniche con anticorpi coniugati (come
guelle dei metodi diretto e indiretto) e pud essere eseguito in tre varianti
(Figg. 8a, 8b, 8c). Risultati eccellenti possono esser ottenuti su campioni
fissati e inclusi in paraffina.

Substrati e cromogeni

Un enzima E & un catalizzatore che agisce sul substrato per accelerare la
sua conversione a prodotto mediante la formazione un complesso interme-
dio enzima-substrato come indicato nella seguente reazione:

Enzima + Substrato ——> Enzima-Substrato ——> Enzima + Prodotto

In questa reazione I'enzima non viene consumato ma puo reagire con al-
tre molecole di substrato per formare altre molecole di prodotto. Una singola
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antigene anticorpo primario avidina biotina coniugata
coniugato con biotina con enzima

B

I’anticorpo primario
si lega con I'antigene
aE
2]

I'avidina si lega alla
biotina legata all’anti-
corpo primario

la biotina coniugata con I’enzima si lega all’avidina

Figura 8a. Metodo diretto con avidina e biotina

molecola di enzima puo dunque trasformare piu molecole di substrato in
prodotto. L'aumentata sensibilita delle tecniche immunoenzimatiche rispetto
alla immunofluorescenza ¢ dovuta proprio a questa possibilita di amplifica-
zione progressiva. Una molecola fluorescente puo cedere soltanto una pic-
cola quantita di luce visibile, mentre un enzima pud produrre molte moleco-
le colorate, se sono disponibili abbastanza substrato e tempo di azione.

A seconda degli enzimi utilizzati, numerosi sono i cromogeni che fun-
gono da substrato e possono agire come donatori di elettroni nella reazione
enzimatica dando origine ad un prodotto di reazione finale colorato che
localizzera I'antigene mediante la formazione di un precipitato nelle imme-
diate vicinanze del punto in cui € avvenuta la reazione. Per I'uso nelle tecni-
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[
antigene  anticorpo anticorpo diretto contro la  avidina coniugata
primario porzione Fc dell’anticorpo  con I’enzima
primario e coniugato con
biotina

I’anticorpo primario
si lega all’antigene

I’'anticorpo-ponte
coniugato con biotina
si lega all’Ab primario

I'avidina coniugata con
I’enzima si lega alla biotina

Figura 8b. Metodo indiretto con avidina e biotina.
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I'anticorpo primario
si lega all’antigene

&l anticorpo diretto contro la complesso ABC costituito
) porzione Fc dell’anticorpo da avidina legata a mole-
antigene an_tlcor_po primario e coniugato con cole di biotina coniugate
primario biotina con I’enzima
(7]

I’'anticorpo-ponte
coniugato con biotina
si lega all’Ab primario

la biotina dell’anticorpo-ponte
si lega al complesso ABC

Figura 8c. Metodo con avidina e biotina denominato ABC.
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che di immunoistochimica, quindi, é indispensabile che il prodotto terminale
colorato precipiti nel sito in cui esso é stato prodotto. | cromogeni che
formano prodotti terminali solubili non possono dunque essere utilizzati
utilmente per queste tecniche.

Cromogeni per la perossidasi

Un'ampia varieta di cromogeni puo essere utilizzata come substrato della
perossidasi (POD). Essa catalizza una reazione tra un appropriato substrato
donatore di elettrone, che si ossida formando un prodotto finale di reazione
costituito da una molecola colorata, e il perossido di idrogeno (H20.) che
sara ridotto ad acqua (H:0).

POD+H,0,+cromogeno —> reazione enzimatica
—> molecola colorata +POD+H,0

Se nella soluzione substrato la concentrazione di H;O; risulta insuffi-
ciente, essa non consentira alla reazione di procedere fino al completamento.
Al contrario, un eccesso di H,0; inibira I'enzima e impedira la formazione di
colore. La concentrazione finale non dovrebbe superare lo 0,06%. Di solito
viene utilizzata una concentrazione di 0,03% che ¢ pari a 0,1 ml di H,O- al
3% in 10ml di soluzione substrato. Le concentrazioni e i tempi di incu-
bazione possono essere aggiustati per ottimizzare la colorazione. Una volta
che il perossido di idrogeno ¢ stato aggiunto al cromogeno, la soluzione e
stabile solo per un breve periodo. Per risultati ottimali il substrato di rea-
zione dovrebbe essere preparato fresco subito prima dell'uso; con il tempo il
cromogeno si frammenta e la soluzione comincia a cambiare colore; essa
quindi dovrebbe essere scartata e se ne dovrebbe preparare una fresca.

3,3-diaminobenzidina tetraidrocloruro (DAB)

La 3,3-diaminobenzidina (DAB) ¢ il substrato di scelta per la immuno-
perossidasi. Produce una intensa colorazione marrone resistente all'alcol. |
vetrini colorati con DAB possono essere disidratati, montati in mezzi di
montaggio con i metodi convenzionali e conservati a lungo, perché la
reazione produce un precipitato di colore marrone, non solubile in acqua o
alcol. La DAB inoltre & elettrondensa e cio la rende utile anche per studi di
immunoperossidasi ultrastrutturali.

La soluzione stock (aliquote di 7,7 mg disciolti in 0,2 ml di Tris-HCI pH
7,7) puo essere conservata a -70°C.

La soluzione di lavoro (0,2 ml stock + 10 ml Tris-HCI +25 ml di H,0; 3%)
dovrebbe essere preparata immediatamente prima dell'uso e filtrata se si ve-
rifica una precipitazione. Porre 4-6 gocce su ciascun campione ed incubare

kK@ Caleidoscopio



P. Muzi, M. Bologna Tecniche di immunoistochimica

per 5 minuti a temperatura ambiente. Risciacquare con acqua e contro-
colorare se necessario.

La colorazione marrone puo essere potenziata mediante trattamento con
tetrossido di osmio o mediante aggiunta di imidazolo 0,01 M pH 7,7 o di
cloruro di nickel o cobalto allo 0,04% alla soluzione DAB/substrato per
produrre una colorazione piu intensa .

Il principale svantaggio della DAB (un derivato della benzidina) é che
essa e irritante ed e considerata un sospetto carcinogeno. Si deve dunque
maneggiare con cura, evitando l'inalazione della polvere o il contatto con la
pelle, seguendo tutti gli accorgimenti raccomandati per le sostanze poten-
zialmente carcinogene (guanti, vetreria di sicurezza). La decontaminazione
della vetreria e degli strumenti & possibile con agenti fortemente ossidanti
(ipoclorito di sodio, varechina).

3-amino-9-etilcarbazolo (AEC)

Il 3-amino-9-etilcarbazolo (AEC) produce un prodotto terminale marro-
ne-rosso che & insolubile in acqua e solubile in alcol (16). Quindi i campioni
non devono essere disidratati, ma montati con un medium a base acquosa.
Bisogna aver cura di evitare I'inalazione della polvere o il contatto con la
pelle.

La soluzione stock (aliquote di 4 mg di AEC disciolti in 1 ml di N-N
dimetilformamide o di 2 mg di AEC disciolti in 1,2 ml di DMSO) & stabile
per lunghi periodi di tempo.

Soluzione di lavoro: una aliquota di AEC/formamide + 28,8 ml di Tris-
HCI 0,05 M pH 7,3 + 20 ml di H,0, 3% oppure una aliquota di AEC/DMSO +
14 ml di tampone acetato 0,1M pH 5,2 + 0,15 ml di perossido di idrogeno 3%.
Queste miscele sono stabili per due o tre ore una volta preparate e dovreb-
bero essere filtrate per evitare precipitati. Porre 4-6 gocce su ciascun cam-
pione e incubare per 40 minuti a temperatura ambiente o 20 minuti a 37°C.
Risciacquare con acqua e controcolorare.

Anche il 3-amino-9-etil-carbazolo é tossico ed & un sospetto carcinogeno,
ma le fonti di riferimento in proposito sono discordanti. Anch'esso deve es-
sere maneggiato con cura evitando l'inalazione della polvere o il contatto
con la pelle e seguendo le raccomandazioni per le sostanze potenzialmente
carcinogene (guanti, vetreria di sicurezza); la decontaminazione della vetre-
ria e di strumenti e possibile con agenti fortemente ossidanti o acidi.

4-cloro-1-naftolo

Il 4-cloro-1-naftolo precipita come un prodotto terminale blu-nero in-
solubile in H,O e solubile in alcol, che tende a diffondere dal sito di preci-
pitazione. Quindi i vetrini non possono essere conservati per una documen-
tazione permanente.
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La soluzione stock (aliquote di 3 mg di 4-cloro-1-naftolo in 0,2 ml di eta-
nolo assoluto) puo essere conservata a 4°C al buio per 2 settimane. Per I'uso
diluire una aliquota in 10 ml di tampone Tris 0,056M pH 7,6 con agitazione.
Dopo I'aggiunta di 0,1 ml di perossido di idrogeno 3% si formera un pre-
cipitato bianco che deve essere eliminato per filtrazione prima dell'uso.
Porre 4-6 gocce su ciascun campione ed incubare per 30 minuti a tem-
peratura ambiente. Risciacquare con acqua e controcolorare se necessario.

Il 4-cloro-1-naftolo ¢ irritante. Manipolare con cura seguendo le regole
per gli irritanti. Non ci sono dati circa la sua carcinogenicita.

Reagente di Hanker-Yates

Il reagente di Hanker-Yates (P-fenilendiamina diidrocloruro/pirocateco-
lo) produce un prodotto di reazione blu-nero che é insolubile in acqua o al-
col (17). Questa soluzione é disponibile in commercio o pud essere preparata
mescolando 5 mg di p-fenilendiamina diidrocloruro con 10 mg di piro-
catecolo disciolti in 10 ml di tampone Tris 0,05M pH 7,6. Aggiungere 0,1 ml
di perossido di idrogeno 3%. Porre 4-6 gocce su ciascun campione e incubare
per 15 minuti a temperatura ambiente. Risciacquare con acqua e controco-
lorare se necessario.

Cromogeni per la fosfatasi alcalina

BCIP/NBT

Il sale di blu di toluidina del 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) & il
substrato di scelta per I'uso di fosfatasi alcalina in immunoblotting e, meno
comunemente, nelle procedure di immunoistochimica. Una sensibilita piu
elevata si raggiunge quando il BCIP & usato in combinazione con il nitro blu
di tetrazolio (NBT). Il sistema BCIP/NBT produce una colorazione blu scuro
permanente.

Naftolo AS-TR fosfato

Il Naftolo AS-TR fosfato € un substrato che si utilizza in fosfatasi alcalina
in immunoistochimica. A seconda dei coloranti utilizzati in combinazione
con esso puod dar luogo ad un prodotto di colore diverso.

Fast red

Quando il naftolo fosfato AS-TR é usato in combinazione con il fast red
RC si produce un prodotto terminale insolubile di color rosso. Il fast red RC
puo essere utilizzato anche con altri derivati del naftolo fosfato in varie
applicazioni.

La soluzione stock (2 mg di naftolo AS MX fosfato disciolti in 0,2 ml di
dimetilformamide e diluiti in 9,8 ml di Tris 0,1 M pH 8,2 con I'aggiunta di 10
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m di levamisole 0,6 mM per bloccare la fosfatasi alcalina endogena) puo
essere conservata a -20°C per diverse settimane.

Soluzione di lavoro: subito prima dell'uso aggiungere a 10 ml di soluzio-
ne stock 10 mg di sale di fast red e filtrare direttamente su vetrino (18) (19).

Fast blu

Questo substrato produce un prodotto terminale insolubile che é di color
blu porpora e puo essere visualizzato anche a occhio nudo.

Soluzione stock: 10 mg di naftolo AS-MX fosfato (sale disodico) vengono
disciolti in 0,5 ml di N,N dimetilformamide e diluiti in 50 ml Tris 0,1 M pH
8,2 con 4 gocce di magnesio solfato 10%.

Soluzione di lavoro: prima dell'uso aggiungere 50 mg di sale di fast blu e
12 mg di levamisole e filtrare.

New fucsin

La new fucsin produce una colorazione rosso vivo permanente.

Soluzione stock 5%: aliquote di 0,5 ml di new fucsin al 5% in HCI 2M
possono essere conservate a 4°C per almeno un anno.

Soluzione di lavoro: una aliquota di soluzione stock aggiunta a 1,25 ml di
nitrito di sodio al 4% (fresco!) e agitata per 60 sec. Aggiungere 250 ml di Tris
HCI pH 8,7 e, se richiesto, 90 mg di levamisole disciolti in 1,5 ml di dimetil
formamide.

Filtrare il substrato in una vaschetta portavetrini o direttamente sul ve-
trino da trattare. Lasciare agire sui vetrini fino a 30 minuti con agitazione.

Per la rivelazione enzimatica applicare il substrato. Non incubare oltre il
tempo necessario (il controllo negativo deve restare negativo).

Cromogeni per la b galattosidasi

Xgal

Il 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactopiranoside (Xgal) ¢ il substrato
appropriato per l'identificazione della b galattosidasi espressa dal gene lac+.
Esso produce un prodotto terminale blu nero permanente (20).

La reazione dovrebbe essere seguita al microscopio per valutarne l'inten-
sitd. Manipolare i substrati con attenzione, perché alcuni di essi sono poten-
zialmente carcinogeni. Montare in mezzi a base alcolica o gelatinosa a secon-
da della solubilita dei prodotti enzimatici. Non far essiccare le sezioni di tes-
suto in nessuno stadio di questo protocollo.
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La controcolorazione

La procedura usata per controcolorare e montare il campione dipende
dalla soluzione di substrato utilizzata. Quelli trattati con cromogeni i cui
prodotti terminali sono insolubili in alcol e solventi organici (DAB, Hanker-
Yates ecc.), possono essere controcolorati con coloranti alcolici, disidratati e
montati con mezzi di montaggio contenenti xilene o toluene. | substrati che
danno invece prodotti di reazione solubili in alcol e solventi organici (AEC,
cloronaftolo ecc.) non dovrebbero ovviamente essere decolorati in alcol
acido né disidratati. Altre controcolorazioni possono essere utilizzate al
posto dell'ematossilina, come per esempio il verde di metile che puo
conferire un contrasto maggiore alla colorazione di Hanker-Yates.

Controcolorazione per prodotti terminali insolubili

Sciacquare delicatamente il vetrino con acqua da una bottiglia di lavaggio
per rimuovere il substrato che non ha reagito. Deporre il vetrino su un
rastrello di colorazione e applicare 4-6 gocce di ematossilina di Harris o im-
mergere il vetrino direttamente in una vaschetta di colorazione contenente
ematossilina di Harris e incubare per 5 minuti. Differenziare in alcol acido
(acido cloridrico 0,5% in etanolo 70%) per 10 sec. Lavare bene il vetrino in
acqua corrente per 3-4 minuti fino al viraggio al blu dell'’ematossilina. L'in-
tensita della controcolorazione puo essere regolata aumentando o diminuen-
do il tempo di colorazione in ematossilina. Una colorazione troppo intensa
pud mascherare la positivita della perossidasi.

Controcolorazione per prodotti terminali solubili

Sciacquare delicatamente il vetrino con acqua da una bottiglia di lavaggio
per rimuovere il substrato che non ha reagito. Applicare sul vetrino 4-6 goc-
ce di ematossilina di Mayer o immergerlo direttamente in una vaschetta di
colorazione e incubarlo per 5 minuti. Differenziare al blu I'ematossilina im-
mergendo il vetrino in una soluzione di acqua-ammonio (2 ml di idrossido
di ammonio concentrato 17M in 1 litro di acqua) per 10 volte. Sciacquare
delicatamente in acqua di fonte per 5 minuti e far asciugare all'aria.
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I mezzi di montaggio

Per conservare il preparato sul vetrino portaoggetti bisogna fissare su di
€ss0 un vetrino coprioggetto. Sono disponibili alcune preparazioni a base di
resina che, fungendo da collante, fanno aderire fermamente il coprioggetto
al vetrino (quando essiccato). Un altro metodo consiste nel fissare il copriog-
getto esternamente con smalto per unghie. Le resine di montaggio possono
essere naturali, come il balsamo del Canada, o sintetiche ed hanno un indice
di rifrazione molto vicino a quello del vetro. Quando si monta il preparato
con il vetrino coprioggetto, si dovrebbe prendere la precauzione di evitare
I'intrappolamento di bolle di aria. Un campione montato con cura manterra
la sua intensita di colorazione per molti anni. Un importante criterio di scelta
del mezzo di montaggio ¢é la solubilita del prodotto di reazione.

Nei preparati trattati con prodotti di reazione, o controcoloranti, solubili
in alcol, la disidratazione e il montaggio con mezzi a base di xilene o toluene
possono disciogliere i cromogeni; questi campioni dovrebbero essere
dungue montati, ancora umidi, con un mezzo di montaggio a base acquosa o
con la miscela gelatina-glicerolo di Kaiser facilmente reperibile in com-
mercio.

| campioni i cui prodotti terminali sono insolubili in alcol possono essere
disidratati con la scala decrescente degli alcoli, chiarificati in xilolo e montati
con mezzi di montaggio contenenti xilene o toluene.

Il pH del mezzo di montaggio di campioni sottoposti ad immu-
nofluorescenza dovrebbe essere quello al quale il fluorocromo manifesta la
sua massima luminosita. Per il FITC questo pH & 8,5. La velocita di
decadimento della fluorescenza si riduce notevolmente quando il campione,
montato in un mezzo a base alcolica, & conservato a 4°C al buio. | mezzi di
montaggio a base di polivinil alcol, tra cui Elvanol 51-05 o Miwiol 4-88,
hanno il vantaggio di solidificare rapidamente e non richiedono I'aggiunta di
un vetrino coprioggetto per proteggere il preparato; essi dovrebbero essere
evitati soprattutto con prodotti terminali cromogeni come AEC suscettibile
alla ossidazione, perché possono scolorire il preparato dopo un certo
periodo di tempo.
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Accorgimenti per un risultato ottimale

| vetrini per immunoistochimica

L'aderenza delle sezioni sul vetrino risulta molto importante soprattutto
se la rivelazione prevede numerose incubazioni e relativi lavaggi. Per pre-
venire il rischio che le frequenti manipolazioni possano provocare il distacco
e la perdita del materiale, numerose soluzioni di adesivi per vetrini sono
disponibili in commercio o possono essere preparate in laboratorio. Uno dei
metodi migliori e piu semplici per far aderire le sezioni al vetrino é una ac-
curata essiccazione. Ponendo i vetrini in una stufa a 60°C per 30 minuti la
paraffina si sciogliera e permettera uno stretto contatto tra il tessuto e il ve-
trino. Questo importante passaggio dovrebbe essere effettuato anche quando
vengono utilizzano adesivi chimici. Tra gli adesivi piu comunemente usati,
ci sono la gelatina 0,75-1% in acqua distillata, I'EImer's glue 0,5% in acqua
distillata a 60°C e la poli-L-lisina (P.M. 150.000-300.000) 1 mg/ml. Tutti i
suddetti preparati vanno conservati a -20°C ed utilizzati in piccole gocce che
vanno poste su una estremita del vetrino e poi distribuite uniformemente. |
vetrini rivestiti non possono essere conservati per piu di una settimana.

L'albumina di Mayer si prepara mescolando bene un albume d'uovo e un
ugual volume di glicerina, con I'aggiunta di un cristallo di timolo per preve-
nire la crescita batterica, e filtrando attraverso una carta da filtro a grana
grossa. Si conserva a 4°C. Per I'uso porre una piccola goccia su una estremita
del vetrino, strisciare, raccogliere le sezioni ed essiccare i vetrini in una stufa
a 60°C per 30 minuti per consentire la coagulazione dell'albumina d'uovo
che permettera I'adesione del campione al vetrino. Questo adesivo non do-
vrebbe essere utilizzato per campioni da sottoporre a digestione enzimatica.

Un eccellente adesivo spesso utilizzato per assicurare I'aderenza delle se-
zioni durante la digestione enzimatica é la miscela di gelatina e cromallume,
che si prepara sciogliendo in un litro di acqua distillata a 60°C 3,0 gr di
gelatina con I'aggiunta, dopo il completo scioglimento, di 0,5 gr di cromo
potassio solfato (cromallume). La soluzione apparira di colore blu. Aggiun-
gere diversi cristalli di timolo. Continuare ad agitare fino a che I'allume e il
timolo sono sciolti completamente. Filtrare ancora calda una piccola
porzione della soluzione in un beker da 100 ml e porvi diversi vetrini, uno
alla volta. Mantenere il beker sempre pieno per 3/4 aggiungendo la
soluzione stock calda. | vetrini, tamponati sul bordo con carta bibula ed
essiccati in stufa in posizione verticale, si conservano completamente asciutti
in una scatola portavetrini a temperatura ambiente.
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Gli adesivi tissutali possono anche essere aggiunti al bagno di acqua
utilizzato per raccogliere le sezioni di tessuto ma questo dovrebbe essere
pulito accuratamente dopo ciascun uso per prevenire la frequente crescita
batterica.

Il legame covalente delle sezioni al vetrino e raccomandato per le sezioni
di tessuto connettivo. Tutti gli adesivi tissutali dovrebbero essere usati con
parsimonia. | vetrini dovrebbero essere rivestiti con uno strato sottile di ade-
sivo e I'eccesso dovrebbe essere eliminato poiché pud causare un legame
aspecifico di proteine al campione e quindi una colorazione simile a quella
prodotta da una cattiva rimozione del mezzo di inclusione.

| vetrini a carica elettrostatica forniscono una superficie fortemente ade-
siva per tessuti e cellule senza i problemi associati con i vetrini rivestiti con
adesivi. Essi prevengono il distacco del tessuto durante pretrattamenti ener-
gici come la digestione enzimatica o il trattamento con forno a microonde.

Le diluizioni dei reagenti

La concentrazione di uno specifico anticorpo per millilitro di soluzione &
chiamata titolo anticorpale. Piu elevato ¢ il titolo anticorpale e piu elevata
sara la diluizione da utilizzare. Per raggiungere risultati significativi, gli an-
ticorpi devono essere usati diluiti in maniera ottimale per un appropriato
tempo di incubazione. Se un anticorpo ad una determinata concentrazione
causa una intensa colorazione di fondo, dovrebbe essere ulteriormente di-
luito. Questo fenomeno é frequente quando si utilizzano sieri interi nei quali,
oltre all'anticorpo specifico, sono spesso presenti altre proteine varie che
possono legarsi in maniera aspecifica ai componenti del tessuto. | sieri sono
spesso usati a diluizioni relativamente basse in cui le proteine aspecifiche
risultano piuttosto concentrate mentre esse, per non interferire, dovrebbero
essere fortemente diluite. Le diluizioni ideali di ogni anticorpo dipendono
da vari fattori e devono essere determinate dalle condizioni di ciascun
laboratorio. Se ad una certa concentrazione di anticorpo si effettua un'incu-
bazione di 5-10 minuti a 37°C, alla stessa temperatura, allungando il tempo
di incubazione a 20 minuti, I'anticorpo puo essere usato piu diluito. Au-
mentando il tempo ad un'ora, la diluizione potra essere ancora piu elevata.

La scelta di un tampone di diluizione, I'uso di una camera umida, la
fissazione del campione e il protocollo di processazione, interferiranno con
la diluizione usata. La concentrazione degli antigeni e degli anticorpi é cri-
tica per il completamento della reazione. Se la concentrazione dell'anticorpo
e troppo elevata rispetto all'antigene disponibile, si avra un ridotto legame
con l'anticorpo e un risultato negativo non sara dovuto alla mancanza di
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antigene ma ad un eccesso di anticorpo. Percido quando si prova un nuovo
anticorpo si dovrebbe utilizzare un ampio ambito di diluizioni per evitare
risultati falsi negativi causati da questo effetto.

Nel metodo diretto si deve valutare I'efficacia di un solo anticorpo.
Cinque campioni identici di cui si conosce la positivita sono incubati con una
serie di diluizioni anticorpali come p. es: 1:5; 1:10; 1:20; 1:40; il quinto
campione, incubato con una soluzione priva di anticorpo, serve da controllo
negativo. Una colorazione positiva in quest'ultimo campione non sara
dovuta alla localizzazione dell'antigene ma ad un legame non specifico di
cui andra tenuto conto nella valutazione dei risultati.

Nel metodo indiretto la diluizione ottimale deve essere determinata per
ciascuno degli anticorpi utilizzati usando un pannello di titolazione (Tab. 2).

Ne risultano nove possibili combinazioni di colorazione. La combi-
nazione ottimale di diluizione sara rappresentata dal vetrino con la colo-
razione specifica pitl intensa e I'intensita di fondo pit bassa. Nel metodo con
immunocomplessi vengono utilizzati tre anticorpi; la determinazione della
diluizione ottimale risulta quindi piu difficoltosa. Poiché la concentrazione
dell'anticorpo ponte e quella dell'immunocomplesso sono interdipendenti, il
pannello di diluizione puo essere allestito mantenendo costante la con-
centrazione dell'anticorpo primario, p. es. secondo i suggerimenti dalla casa
produttrice; una volta messa a punto la giusta combinazione di diluizione
dell'anticorpo ponte e dell'immunocomplesso, variare la concentrazione del
primario lasciando costante la combinazione ottimale del sistema anticorpo
ponte-immunocomplesso (Tab. 3).

I risultati di questi test hanno validita solo se le diluizioni sono accurate e
riproducibili (21). Gli anticorpi coniugati ed i complessi sono sensibili al
deterioramento, quindi dovrebbero essere conservati secondo le istruzioni
della ditta produttrice e non essere mai utilizzati dopo la data di scadenza.

Anticorpo primario

anticorpo 1:50 1:100 1:150
secondario

1:20
1:40
1:60

Tabella 2. Schema di diluizione degli anticorpi primario e secondario nel
metodo di rivelazione indiretto.
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anticorpo Immunocomplesso
ponte

1:100 1:150 1:200

1:40
1:60
1:80
1:100

Tabella 3. Schema di diluizione dell’anticorpo ponte dell’immunocomplesso
nel metodo di rivelazione con immunocomplessi.

Pipette regolabili di qualita e capacita appropriata permettono maggior
flessibilita nelle varie diluizioni. Il volume della soluzione da preparare
dipende dalla dimensione e dal numero dei campioni che devono essere
colorati. Un volume minimo di 0,2 ml & sufficiente a coprire una sezione di
ipofisi o un piccolo linfonodo. Strisci o sezioni di tessuti pit grandi richie-
dono circa 0,4 ml di soluzione. Quando si provano varie diluizioni di
anticorpo, si dovrebbero preparare solo piccole quantita di soluzione per
evitare spreco di reagente. E' spesso utile preparare una soluzione stock
1:100, aggiungendo 10 i di anticorpo a 1 ml di tampone, e allestire da essa
ulteriori diluizioni. Una volta determinata la corretta diluizione possono
essere preparati volumi maggiori di soluzione stock. Questo accorgimento
evita la preparazione di grandi volumi di soluzioni anticorpali altamente
diluite, che possono decadere e causare sprechi di reagenti costosi.

Tempi di incubazione

Il tempo di incubazione, la concentrazione degli anticorpi, la colorazione
di fondo e l'intensita di colorazione specifica sono tutti parametri intercor-
relati che dovrebbero essere esaminati insieme. Piu lungo é il tempo di
incubazione e piu elevata sara la diluizione richiesta per I'anticorpo. Piu
diluito sara l'anticorpo e piu bassa sara la colorazione non specifica. Una
ridotta colorazione di fondo dara maggior contrasto alla colorazione speci-
fica rendendo piu facile l'interpretazione. L'incubazione consigliata per molti
anticorpi & di 20-30 minuti. Se, per diminuire l'interferenza del fondo, si
effettua una diluizione piu elevata dell'anticorpo primario, i tempi di incu-
bazione dovranno essere aumentati a un'ora.
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Spesso i tumori scarsamente differenziati o metastatici si colorano meno
intensamente dei tessuti normali. Poiché un tempo di incubazione di 20
minuti a temperatura ambiente pud dar luogo ad una colorazione debole o
negativa, una incubazione a 37°C, mantenendo costanti la diluizione e il
tempo di incubazione, aumentera l'intensita di colorazione rispetto a quella
ottenuta a temperatura ambiente. La temperatura di incubazione agira sulla
diluizione dell'anticorpo. Mantenendo costanti la temperatura e i tempi di
incubazione, potra essere aumentata la diluizione dell'anticorpo. La tem-
peratura ottimale per il legame dell'anticorpo é quella della temperatura
corporea. Una temperatura d'incubazione superiore a 37°C pud causare
denaturazione delle proteine anticorpali e puo aumentare il rischio di
evaporazione e quindi di essiccazione del campione. Una temperatura piu
bassa richiede un tempo di incubazione piu elevato e una diluizione
maggiore dell'anticorpo. L'incubazione di un campione in frigorifero (4°C)
per una notte (approssimativamente 18 ore) produrra meno colorazione di
fondo e una colorazione specifica piu intensa con una elevata diluizione
dell'anticorpo primario. La colorazione eseguita a temperature di 37°C ri-
chiede maggiori concentrazioni di anticorpo ma permette tempi di incu-
bazione piu brevi. Alle stesse diluizioni di anticorpo, una incubazione di 20
minuti a temperatura ambiente, con opportune precauzioni, puo essere ab-
breviata fino a 5 minuti a 37°C.

Tutte le incubazioni dovrebbero essere effettuate in una camera umida,
per evitare variazioni dei piccoli volumi delle diluizioni impiegate; I'eva-
porazione dei preparati dovrebbe inoltre essere controllata periodicamente.
Con tempi di incubazione ridotti, i vetrini dovrebbero essere processati in
modo che tutti i campioni abbiano tempi di incubazione identici. Quando si
processano molti vetrini contemporaneamente, tra lI'aggiunta di anticorpo
sul primo vetrino e quella sull'ultimo possono trascorrere anche uno-due
minuti che, in una incubazione di 20 minuti, costituiscono una differenza
anche del 5%. Per una incubazione di 5 minuti, un minuto rappresenta una
differenza del 20%, mentre se il primo vetrino viene incubato per quattro
minuti e I'ultimo per 6 minuti, la differenza sale addirittura al 40%. Per evi-
tare risultati falsi negativi, un campione di controllo positivo dovrebbe sem-
pre essere processato insieme al campioni da saggiare. Se il controllo non si
colora, il test andra ripetuto perché ogni vetrino che risulta negativo puo
essere un falso negativo. Come test addizionale, tutti i campioni che non
mostrano colorazione dopo una incubazione di 5 minuti dovrebbero essere
processati ad un tempo di incubazione di 20 minuti. | tempi di incubazione
di 20 minuti a temperatura ambiente non sono critici e possono essere
allungati o abbreviati di pochi minuti senza compromettere la colorazione.
La quantita di tempo in cui un campione rimane in tampone € meno critica.
Sebbene i tempi consigliati siano di 10 minuti, i bagni di lavaggio possono
essere abbreviati o allungati secondo le esigenze. Infatti, se per qualche
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ragione la procedura di colorazione deve essere interrotta, i vetrini possono
essere tenuti in tampone per diverse ore o per diversi giorni senza com-
promettere I'intensita del risultato finale. Anche il numero di cambi del
tampone é variabile a seconda del numero di vetrini e la grandezza della
vaschetta di colorazione. Un lavaggio di 10 minuti puo essere utilmente
sostituito da tre lavaggi di tre minuti ciascuno.

Vetrini di controllo

In ogni tecnica di colorazione sono essenziali alcuni controlli della pro-
cedura e dei reagenti per assicurare l'accuratezza dei risultati. Molti controlli
si accentrano intorno all'anticorpo primario affinché la colorazione positiva
sia il risultato del suo legame specifico con il relativo antigene. Dopo aver
determinato la diluizione e il tempo di incubazione ottimale di un nuovo an-
ticorpo primario, per verificarne la specificita, insieme con i campioni da te-
stare, devono essere processati in modo identico campioni di tessuto di cui é
conosciuta con certezza l'espressione o l'assenza di un determinato antigene;
questi ultimi campioni fungeranno rispettivamente da controllo positivo e
controllo negativo.

Un controllo moderatamente positivo sara piu sensibile alle variazioni di
prestazione del metodo e risultera piu valido rispetto ad un controllo che si
colora sempre intensamente.

Un metodo per testare la specificita anticorpale & quello di sostituire
I'anticorpo primario con una diluizione identica di siero non immune della
stessa specie animale. Esso conterra tutti gli altri anticorpi e le proteine nor-
malmente presenti nell'antisiero di quella specie eccetto I'anticorpo specifico
e servira come controllo sostitutivo da usare come "blank". Ogni colorazione
osservata con il siero non immune non & dovuta alla localizzazione dell'an-
tigene da parte dell'anticorpo ma a legami proteici aspecifici, ad attivita della
perossidasi endogena oppure a legami non specifici di altri reagenti
anticorpali. Al contrario, un risultato negativo dimostra che la positivita sul
vetrino incubato con l'anticorpo non dipende da alcun componente nell'an-
tisiero. Se il siero non immune non & disponibile, per il controllo sostitutivo
puo essere usato il semplice tampone di diluizione. In tal caso, ogni colora-
zione osservata sara dovuta o all'attivita della perossidasi endogena o al
legame di un altro reagente anticorpale al campione; il vetrino di controllo
non rivelera ulteriori legami non specifici dei componenti del siero animale
al tessuto. Una volta dimostrata la specificita dell'anticorpo primario me-
diante test su campioni noti, positivi e negativi, e mediante sostituzione con
siero non immune, esso puo essere utilizzato nelle procedure di routine.
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E' importante che i campioni di controllo siano sottoposti alla stessa
fissazione e processazione del campione da testare. In tal modo una mancata
colorazione del campione, non puo essere imputabile a fissazione impropria.

Lavaggio dei vetrini

Particolare attenzione deve essere posta nella manipolazione dei vetrini
per evitare la perdita del campione. Per rimuovere l'anticorpo che non ha
reagito, i vetrini dovrebbero essere sciacquati accuratamente dopo ciascuna
incubazione utilizzando una bottiglia di lavaggio riempita con un appro-
priato tampone. Il tampone non deve essere spruzzato direttamente sul
campione ma piuttosto lasciato scorrere delicatamente su di esso (Fig. 9).

| vetrini dovrebbero essere poi posti in un bagno con lo stesso tampone
per completare il processo di risciacquo. Dopo la rimozione dei vetrini dal
bagno di lavaggio, dal campione dovrebbe essere scartato piu liquido pos-
sibile avendo cura di lasciare su di esso una piccola quantita di liquido per
evitare sia la completa essiccazione, sia una eccessiva diluizione del reagente
successivo con conseguente diminuzione nella intensita di colorazione. Co-
munque si dovrebbe evitare di far essiccare troppo le sezioni perché I'even-
tuale formazione di cristalli di sali precipitati provoca fenomeni di colorazio-
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Figura 9. Modalita errata e corretta di effettuare il lavaggio dei vetrini con
tampone.
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ne non specifica. Inoltre una essiccazione ripetuta del campione causera
morfologia scadente e una colorazione non interpretabile.

Di conseguenza, quando si processa un gran numero di campioni,
soltanto 3-5 vetrini devono essere asciugati contemporaneamente prima di
applicare la soluzione appropriata. Questa procedura dovrebbe essere
seguita accuratamente usando carta bibula opportunamente piegata evi-
tando di toccare il campione per non danneggiarlo o provocarne la perdita
(Fig. 10). Quando si asciuga l'eccesso di liquido, dovrebbero essere proces-
sati soltanto pochi vetrini per volta. Dopo la rimozione del tampone in
eccesso, i vetrini sono adagiati in posizione orizzontale con il campione
rivolto verso l'alto. Abbastanza gocce di reagente sono applicate per coprire
completamente il campione senza inondarlo (Fig. 11). Per evitare I'eva-
porazione, in laboratori ventilati il vetrino dovrebbe essere posto in camera
umida ed i reagenti dovrebbero essere applicati in quantita sufficiente.

Esistono camere di colorazione appositamente progettate, ma esse
possono essere allestite semplicemente in laboratorio usando i contenitori di
plastica per cibi con coperchi ermetici che sono disponibili in un'ampia
varieta di dimensioni. In alternativa si pud porre una carta assorbente
inumidita lungo il bordo di un largo vassoio piano e, dopo aver applicato la
soluzione di anticorpo sui vetrini, coprire il vassoio con un foglio di al-
luminio, un libro o un pezzo di legno per il tempo di incubazione richiesto
(Fig. 12). Prima di cominciare il processo di colorazione, il campione do-

arrato corretto

Figura 10. Modalita errata e corretta di asciugatura dei vetrini con carta o
tessuto assorbente.
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Figura 11. Modalita di applicazione dei reagenti sul preparato posto sul

vetrino.

Coperchio

Carta bibula

Y

vassoio

Figura 12. Camera umida facilmente approntabile in laboratorio.
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vrebbe essere circoscritto con un segno indelebile e i vetrini contrassegnati
con la sigla dell'antigene da localizzare. Circoscrivere i campioni ¢ utile
perché essi, in particolare gli strisci cellulari, non sono sempre chiaramente
visibili una volta reidratati. Inoltre la soluzione di anticorpo pud essere ap-
plicata facilmente nell'area circoscritta che serve anche come guida quando
si asciuga I'eccesso di liquido per impedire che il campione venga accidental-
mente rimosso. Essa crea una tensione superficiale che agisce come barriera
e mantiene la soluzione di anticorpo sul campione prevenendone la diffusio-
ne sul vetrino. Il metodo piu efficace di circoscrivere il campione & una mati-
ta di diamante. Il segno di pennarelli e pastelli a cera spesso viene lavato via
durante la procedura.

Tamponi

Numerosi tamponi possono essere usati come diluenti, tamponi di lavag-
gio e di risciacquo. | piu comuni sono il Tris 0,05M pH 7,6, il PBS che puo es-
sere preparato con varie combinazioni di molarita e di pH e la soluzione sali-
na fisiologica (0,9%) che puo essere preparata velocemente e facilmente.
Quiesti tre principali tamponi sono anche usati in combinazione come dilui-
zione 1:10 di Tris in soluzione fisiologica o Tris in PBS. L'aggiunta di
soluzione fisiologica o PBS al Tris conferisce ad esso una maggior concen-
trazione di sali riducendo il legame non specifico e quindi la colorazione di
fondo. Come tampone di lavaggio puo essere raccomandato PBS o Tris-HCI.

Come tamponi di diluizione possono essere raccomandati il PBS o il Tris-
HCI con l'aggiunta di una proteina (p. es. ovoalbumina 0,1-1,5%) o di un
siero non immune per bloccare o stabilizzare la soluzione di Ab, riducendo
I'aderenza dell'Ab alla plastica o al vetro, o detergenti (p. es. Tween-20 0,1%
Triton X-100 0,2-1%) per favorire la penetrazione dell'anticorpo, tenendo
presente che i detergenti influiscono sulla morfologia del tessuto e sul
legame di anticorpi a bassa affinita.

Nella scelta di un tampone € importante considerare se esso contenga o
meno azide (NaNs3), un agente antibatterico spesso impiegato come con-
servante in tamponi commerciali. Ad elevate concentrazioni I'azide sodica
puo prevenire il legame dell'enzima perossidasi al suo substrato ed inibire
cosi lo sviluppo della reazione. Quindi in presenza di azide sodica, la
positivita sara debole o assente. Pertanto nella colorazione con la perossidasi
tutti i tamponi usati per le diluizioni e i lavaggi non dovrebbero contenere
azide. Inoltre si raccomanda di usare Tris invece di PBS. Molti anticorpi non
diluiti contengono modeste quantita di azide per prevenire la contamina-
zione batterica ma dopo la diluizione i livelli si riducono al punto da non
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interferire. L'effetto inibitorio dell'azide sodica sulla reazione del substrato
avviene mediante inibizione competitiva. L'azide sodica ¢ anch'essa un
substrato dell'enzima perossidasi e compete con il perossido di idrogeno
nella formazione di complessi enzima-substrato. La perossidasi ha un‘affi-
nita superiore per I'azide sodica e si leghera preferenzialmente ad essa
rispetto al perossido di idrogeno. Comunque la reazione si fermera a questo
punto poiché il complesso azide-perossidasi hon puo reagire con il donatore
di elettroni per formare un prodotto terminale colorato. Quando possibile,
I'utilizzatore dovrebbe preparare da solo i propri tamponi senza azide so-
dica. | tamponi disponibili in commercio hanno I'azide sodica citata
nell'etichetta, se essa & presente. Il contenuto di azide in un tampone
acquistato o proveniente da altri laboratori dovrebbe essere verificato prima
dell'uso e non dovrebbe superare la concentrazione dello 0,02-0,1%.

Blocco delle reazioni non specifiche

Saturazione dei siti di legame aspecifici

Una colorazione positiva del campione che non deriva dal legame anti-
gene-anticorpo é denominata colorazione di fondo non specifica. La causa
piu comune é l'adesione delle proteine al collagene e agli elementi a carica
elevata del tessuto connettivo del campione. Il legame non specifico puo
risultare dalle interazioni idrofobiche o elettrostatiche tra I'anticorpo e i
componenti del tessuto. I siti di legame non specifici possono essere bloccati
da proteine che ne impediscono il legame con I'enzima coniugato mediante
incubazione per 30 minuti in camera umida. Se la prima soluzione proteica
applicata al campione e I'anticorpo primario, esso puo essere adsorbito in
maniera aspecifica a questi siti carichi. L'anticorpo secondario pud poi le-
garsi all'anticorpo primario e la reazione puo risultare positiva. La colora-
zione positiva di questi siti perd non é dovuta alla localizzazione dell'anti-
gene tissutale ma al legame non specifico dell'anticorpo al collagene e al
tessuto connettivo. Il modo piu efficace per prevenire questa colorazione
non specifica e quella di esporre il campione ad una soluzione proteica
inerte prima di applicare I'anticorpo primario. La proteina inerte saturera i
siti carichi e non lascera spazio per l'adsorbimento dell'anticorpo primario.
Le soluzioni proteiche inerti piu comunemente consigliate sono il siero di
vitello (FCS), la siero albumina bovina (BSA), o il siero non immune, puro o
diluito fino a 1/50 in Tris-HCI 0,05 M pH 7,6, proveniente dalla stessa specie
animale che ha prodotto I'anticorpo secondario.
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Questo accorgimento evita la colorazione positiva dovuta al legame del-
I'anticorpo secondario ai componenti della soluzione proteica. Il siero non
immune é utilizzato a diluizioni da 1:5 a 1:20. Il siero non immune viene
lasciato agire per 10-20 minuti. Se la colorazione di fondo persiste dovrebbe
essere utilizzata una soluzione piu concentrata di siero non immune. Puo
essere di aiuto l'aggiunta di siero albumina bovina 2-5% (BSA) al siero non
immune. Essa aumentera la concentrazione proteica e ridurra ulteriormente
la colorazione non specifica. Si raccomanda di lasciare la proteina bloccante
sul vetrino, per 20-30 minuti a temperatura ambiente o 37°C. Una concentra-
zione piu elevata di sali nelle soluzioni tampone come I'uso di Tris:soluzione
fisiologica 1:10 aiutera a ridurre il legame non specifico. Attenzione par-
ticolare dovrebbe essere posta nel rimuovere I'eccesso di siero non immune
avendo cura che resti soltanto un sottile strato del siero, spesso viscoso, a
ricoprire il tessuto. L'eccesso di tampone o di siero hon immune lasciato sul
campione diluira le soluzioni di anticorpo applicato successivamente cau-
sando una debole reazione.

I vetrini non dovrebbero essere risciacquati con tampone subito dopo
I'incubazione con la proteina bloccante. Lavare via il siero puo esporre di
nuovo i siti che possono legare I'anticorpo primario in maniera aspecifica,
provocando una colorazione di fondo.

Non tutti i campioni possiedono un apprezzabile legame non specifico.
Nei campioni piu poveri di legame aspecifico I'incubazione con siero non
immune puo essere eliminata. E' importante che il siero usato per bloccare il
legame non specifico non presenti alcuna evidenza di emolisi. Quando le
cellule rosse del sangue scoppiano (emolisi), esse rilasciano il loro contenuto
in forma solubile. Sebbene le cellule vengano successivamente separate dal
siero, i prodotti solubili derivanti dalla rottura degli eritrociti contengono
enzimi che possono reagire con il substrato della perossidasi. Poiché I'attivita
della perossidasi endogena legata a cellule viene soppressa prima dell'in-
cubazione con il siero (vedi oltre), ne risultera una colorazione positiva hon-
antigene specifica. Tutti i sieri usati nelle tecniche di immunoistochimica
dovrebbero essere saggiati accuratamente per assicurarsi che non presentino
tracce di emolisi.

Blocco degli enzimi endogeni

Gli enzimi endogeni presenti nel tessuto danno luogo ad una colorazione
non specifica e non causata dal legame Ag-Ab se come sistema di rivelazione
viene usato un enzima identico. Infatti, la reazione substrato-cromogeno uti-
lizzata non puo distinguere tra I'enzima che fa parte del sistema sperimen-
tale che localizza immunologicamente I'antigene cellulare ed una attivita
enzimatica simile presente nel campione prima della colorazione.
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Blocco della perossidasi endogena

L'attivita della perossidasi endogena é confinata prevalentemente nelle
cellule di sangue, fegato, milza, utero, ghiandole lacrimali, mucosa intesti-
nale, polmone. Sono numerose le tecniche che é possibile utilizzare per
inibire irreversibilmente la perossidasi endogena prima della procedura di
colorazione. Nelle sezioni di tessuto (deparaffinate e reidratate se si tratta di
sezioni in paraffina, e semplicemente fissate se si tratta di criosezioni),
I'inibizione e possibile mediante la pre-incubazione delle sezioni prima della
aggiunta dell'’Ab primario con perossido di idrogeno (H20;) 0,03-0,3% in
PBS o in acqua o ancora in metanolo. La tecnica piu veloce é quella di porre
da 4 a 6 gocce di perossido di idrogeno al 3% direttamente sul campione ed
incubare per 5-30 minuti prima di risciacquare. Un eccesso di substrato,
infatti, puo inibire irreversibilmente un enzima a causa di un fenomeno di
cinetica enzimatica chiamato inibizione da substrato.

Si raccomanda di usare la concentrazione piu bassa di H,O- che risulti
capace di inibire I'attivita delle perossidasi endogene. Una concentrazione
superiore al 2% puo infatti iniziare a danneggiare la morfologia del tessuto.
La concentrazione di perossido di idrogeno del 3%, che rappresenta un
eccesso di substrato pari a 100 volte rispetto alla quantita richiesta per la
reazione, & una quantita sufficiente ad inibire irreversibilmente I'enzima. |
campioni contenenti un gran numero di cellule del sangue come i citocentri-
fugati, gli strisci di sangue e le sezioni congelate incluse in OCT mostreranno
una violenta reazione con il perossido di idrogeno a causa della gran quan-
tita di attivita perossidasica presente. Il forte sviluppo di ossigeno libero
(formazione di bollicine o effervescenza) che si verifica, pud danneggiare la
morfologia cellulare; quindi questi campioni devono essere trattati diver-
samente. Essi dovrebbero essere posti per 20 minuti in un bagno di 4 parti di
metanolo assoluto e 1 parte di perossido di idrogeno 3% preparato fresco
subito prima dell'uso. Al posto di perossido di idrogeno e metanolo possono
essere utilizzate varie altre soluzioni con effetti analoghi. | vetrini possono
essere posti per 15 minuti in un bagno di 100 ml di etanolo assoluto con-
tenente 0,2 ml di acido cloridrico concentrato oppure in un bagno di
metanolo con nitroferricianuro di sodio 1% e acido acetico 0,2%. Procedure
leggermente piu lunghe prevedono l'incubazione dei vetrini in fenil-idrazina
0,1% per un'ora a 37°C o l'incubazione con acido periodico 0,01% per 10
minuti seguita da quella con una soluzione di 0,1 mg di potassio boroidruro
in 1 ml di acqua per 10 minuti per ridurre ogni aldeide prodotta dall'acido
periodico. Per le sezioni in paraffina si consiglia il metodo descritto da
Heyderman: incubazione in H,O, al 6% in acqua distillata, lavaggio seguito
da incubazione di acido periodico 2,5% in acqua distillata, lavaggio, blocco
dei gruppi aldeidici con potassio boroidruro 0,02% in acqua distillata.

Se l'attivita della perossidasi endogena persiste, si dovra riprovare il
trattamento aumentando il tempo di incubazione o si dovra utilizzare una
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diversa procedura di inattivazione. Si raccomanda comunque un accurato
lavaggio dei tessuti ricchi di sangue prima dell'inclusione.

Molti tessuti non contengono una gran quantita di cellule ematiche o di
perossidasi endogena, per cui l'attivita perossidasica endogena risulta
usualmente confinata ai vasi sanguigni. In questi campioni l'incubazione con
perossido di idrogeno puo essere omessa ma, in tal caso, interpretando i
risultati di colorazione, si dovra tener conto della procedura effettivamente
svolta. In campioni ricchi di cellule ematiche, come midollo osseo, placenta e
milza, la rimozione della perossidasi endogena ¢ essenziale per una
interpretazione corretta. Questi campioni sono utili anche come controllo per
valutare I'efficacia di nuovi lotti di perossido di idrogeno nella inattivazione
della perossidasi endogena.

Blocco della fosfatasi alcalina endogena

La fosfatasi alcalina (AP) si ritrova in elevate concentrazioni nella mucosa
intestinale, placenta, rene, fegato, milza. Il blocco & possibile mediante
I'aggiunta di levamisole 1 mM al substrato.

Gli isoenzimi intestinali e placentali sono bloccati dal trattamento delle
sezioni prima della colorazione mediante incubazione in acido acetico 20%
per 15 minuti a 4°C o acido periodico 2,3% per 5 minuti seguito da potassio
boroidruro 0,02% per 2 minuti.

Riesposizione di antigeni celati

Per molto tempo I'identificazione degli antigeni su sezioni di routine &
stata fortemente limitata dagli effetti dei fissativi sulle componenti proteiche
e glicoproteiche (22) (23). Una iperfissazione dei campioni di tessuto in
formalina pud mascherare fortemente gli antigeni tissutali (24) e pud im-
pedire la loro localizzazione da parte dell'anticorpo primario sia a causa
dell'alterazione delle strutture molecolari che dell'instaurarsi di legami fra
gruppi specifici come la formazione di un eccesso di legami aldeidici e di
ponti metilenici (25). Cio rendeva spesso necessario il ricorso alle sezioni
criostatiche. Tuttavia tale approccio appariva limitato dalla disponibilita di
materiale criopreservato; inoltre il dettaglio citologico delle sezioni crio-
statiche, e quindi le possibilita interpretative, risultavano di gran lunga
inferiori rispetto a quanto offerto dalle sezioni ottenute da campioni tissutali
trattati con le metodiche di routine (26).
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Uso di enzimi proteolitici

Un mezzo per superare queste limitazioni e smascherare i siti antigenici
celati e stato I'impiego di enzimi proteolitici volti a digerire i legami aldeidici
istituiti nel corso dei processi di fissazione, consentendo cosi la disponibilita
di un maggior numero di siti combinatori per gli anticorpi utilizzati nelle
indagini immunoistochimiche (27). L'enzima piu comunemente usato ¢ la
tripsina. Esso € il meno distruttivo per il tessuto e la sua reazione puo essere
facilmente controllata (28). Altri enzimi proteolitici spesso usati sono la
pronasi P e la pronasi E (anche indicata come proteasi XIV) allo 0,1% in Tris
0,5M, pH 7,5 e la pepsina 0,4% in acido cloridrico 0,01N.

Queste soluzioni vengono preparate e utilizzate allo stesso modo della
tripsina. E' fondamentale che anche controlli positivi e negativi noti siano
sottoposti a digestione enzimatica per evitare problemi di interpretazione. Il
tempo di digestione puo variare in funzione delle condizioni del campione e
dell'enzima usato. Una digestione eccessiva puo danneggiare il tessuto,
percio i tempi di incubazione dovrebbero essere piu brevi possibile (29). Per
assicurare la completa esposizione di tutte le sezioni alla soluzione enzimati-
ca, non piu di 5 vetrini dovrebbero essere posti in un volume di 250 ml. | ve-
trini dovrebbero restare ben separati e la soluzione agitata delicatamente du-
rante la procedura. Per una attivita ottimale della tripsina, come di molti
altri enzimi, le incubazioni dovrebbero essere effettuate a determinati valori
di temperatura e di pH (30) ponendo i contenitori delle varie soluzioni in un
bagno d'acqua a 37°C oppure usando tamponi o vetrini preriscaldati. Tem-
perature al di sotto di 37°C ridurranno l'attivita dell'enzima.

I limiti del trattamento enzimatico sono rappresentati dalla definizione
della concentrazione ottimale del reagente e dal rispetto rigoroso dei tempi e
della temperatura di esposizione a questo, pena la irriproducibilita dei ri-
sultati (31).

La digestione con enzimi proteolitici deve essere controllata accura-
tamente per evitare danni ai tessuti o la distruzione dell'antigene. Essa
dovrebbe essere usata solo quando € assolutamente necessaria e non per cer-
care di ovviare ad una fissazione inappropriata. Quando gli enzimi digeris-
cono i legami aldeidici spesso causano il distacco e la perdita delle sezioni di
tessuto dal vetrino. Si dovrebbero usare quindi vetrini a carica elettrostatica
o trattati con un adesivo resistente alla digestione come la gelatina cromo al-
lume. Per maggior sicurezza € bene inoltre processare due o tre vetrini in piu
nello stesso tempo, perché anche se una o due sezioni andranno perdute, la
procedura potra ancora essere completata.
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Trattamento proteolitico con tripsina

Ricoprire le sezioni deparaffinate con 150 ml di tripsina 0,1% in CacCl,
0,1% pH 7,8 e incubare in camera umida a temperatura ambiente o a 37°C
per 20-30 minuti. Il tempo ottimale di incubazione dipende dalla durata
della fissazione in formalina. Trasferire i vetrini nel tampone comunemente
usato per I'immunoistochimica (Tris o PBS) e procedere come di consueto.

Trattamento proteolitico con pronase

Ricoprire le sezioni reidratate con 150 m di pronase 0,05% in tampone
Tris e incubare a temperatura ambiente per 5-10 minuti in camera umida
(32). 1l tempo ottimale di incubazione dipende dalla durata della fissazione
in formalina. Trasferire i vetrini nel tampone (Tris o PBS) e procedere come
di consueto.

Uso delle alte temperature

A partire dall'inizio degli anni 90 sono stati descritti numerosi approcci,
tutti estremamente efficaci, per la riesposizione di antigeni mascherati dalla
fissazione e basati sulla esposizione delle sezioni ad alte temperature per
tempi limitati (33). Le fonti di calore proposte sono state: il becco bunsen, il
forno a microonde (34), la pentola a pressione e l'autoclave. | mezzi nei quali
effettuare in trattamento (che in ogni caso comporta il raggiungimento del
punto di ebollizione), sono soluzioni di vario tipo che vanno dai sali di
metalli pesanti, al tampone citrato 10mM pH 6,6 (35) all'urea 6M, al Tris HCI
10mM pH8 ed all'EDTA 1 mM pH 8 (36). A tutt'oggi non é del tutto chiarito
come la combinazione calore-soluzione tampone renda accessibili quei siti
antigenici un tempo identificabili soltanto su materiale criopreservato. Fra le
ipotesi avanzate, alcune riconducono l'efficacia del sistema alla precipita-
zione o alla chelazione degli ioni calcio legati ai tessuti e dei cationi metallici
divalenti (37). L'allontanamento di tali componenti ioniche, dovuto sia al
calore che al tipo di soluzione utilizzata durante la fase di riscaldamento,
smaschererebbe un'ampia gamma di siti combinatori stabilizzati dai pro-
cedimenti di fissazione. L'approccio basato sulle alte temperature appare
efficace con tipi diversi di fissativo e minimizza le variazioni di immuno-
reattivita legate all'impiego di tempi di fissazione diversificati (da 1 giorno
ad alcune settimane). L'unica condizione che riduce I'efficacia delle nuove
tecniche di smascheramento antigenico mediante calore e rappresentata
dalla sottofissazione; le componenti tissutali non fissate adeguatamente,
infatti, vanno incontro ad un processo di denaturazione.
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Smascheramento con pentola a pressione

Tra le fonti di calore, la pentola a pressione, pur determinando un mini-
mo deterioramento dei fini dettagli citologici, risulta molto maneggevole e
consente il simultaneo trattamento di un numero elevato di sezioni (80/100
secondo il tipo di pentola), permettendo I'omogenea distribuzione del calore,
e la riduzione dei tempi di lavoro.

Dopo aver deparaffinato le sezioni, riempire la pentola a pressione per
un terzo con tampone citrato o EDTA e portarla ad ebollizione; si consiglia
di non chiudere ermeticamente il coperchio durante questo passaggio.
Raggiunta I'ebollizione immergere i vetrini (contenuti in una apposita griglia
portavetrini di metallo) nel tampone e, raggiunta la massima pressione
segnalata dalla fuoriuscita del vapore, attendere 90 minuti; quindi spegnere
la sorgente di calore e far fuoriuscire tutto il vapore tramite I'apposita val-
vola. Lasciare il coperchio leggermente aperto e far raffreddare i vetrini
facendo fluire lentamente acqua corrente nella pentola per ottenere un raf-
freddamento graduale che eviti il distacco delle sezioni. Quindi trasferire i
vetrini nel tampone Tris-HCP o PBS e procedere con la metodica immuno-
istochimica.

Smascheramento con forno a microonde

I vantaggi della pentola a pressione non sono offerti dal forno a micro-
onde, il quale eroga calore in modo lievemente disomogeneo al suo interno
(anche se e dotato di un piatto rotante), permette il trattamento di un nu-
mero limitato di vetrini (non piu di 20 alla volta per non incorrere in signi-
ficative disomogeneita dei risultati) e richiede numerosi cicli di trattamento
(2-5 cicli di 5 minuti ciascuno) ed un periodo di raffreddamento di circa 20
minuti, con un tempo globale di trattamento per gruppo di preparati trattati
che é compreso fra 30 e 45 minuti (38). | vetrini, deparaffinati come di
consueto, sono alloggiati in una vaschetta riempita con tampone citrato,
Tris-HCI 0 EDTA in modo da rimanere completamente immersi nella
soluzione per tutta la durata del trattamento. La vaschetta viene inserita nel
forno a microonde al centro del piatto rotante con il coperchio appoggiato
diagonalmente in modo da non sigillare il contenuto (39).

Il numero di vetrini da trattare deve essere sempre lo stesso affinché il
trasferimento di calore alla sezione di tessuto sia costante durante il trat-
tamento. Quindi se il cestello consente di alloggiare p. es. 20 vetrini, si deve
aver cura di rispettare tale carico anche nel caso che si debba trattare una
sola sezione, perché solo occupando con vetrini bianchi tutte le 19 posizioni
restanti si ha omogeneita di condizioni rispetto ad altri trattamenti (40).

Effettuare 1 ciclo di 5 minuti a 750 watt ed aggiungere 50 ml di acqua
distillata per rimpiazzare il volume di acqua che evapora. Se necessario ripe-
tere il ciclo (si possono effettuare fino ad un massimo di 5 cicli). Nei primi 2
cicli il rabbocco va eseguito con acqua distillata; nel caso che i cicli siano piu
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di 2 si procede all'aggiunta, di volta in volta, di solo tampone, dal momento
che la soluzione di lavoro riscaldata va incontro ad un processo di concen-
trazione dei sali in essa contenuti.

Rimuovere la vaschetta dal forno a microonde e lasciarla raffreddare a
temperatura ambiente per 20 minuti prima di trasferire i vetrini nel tampone
utilizzato di solito per I'immunoistochimica e procedere come di consueto.

Trattamento in autoclave

Porre i vetrini deparaffinati e reidratati in un rastrello e immergerli in 500
ml di tampone citrato 10 mM pH 6. Autoclavare a 121°C per 15 minuti e
procedere come di consueto per le colorazioni.

Per il conseguimento di risultati ottimali con la massima parte degli
anticorpi si suggerisce il trattamento in pentola a pressione per 1 minuto e 30
secondi utilizzando quale soluzione 'EDTA 1 mM (pHS8).
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Valutazione dei risultati

Numerosi sono i quadri di positivita specifica che si possono osservare in
un campione processato per I'immunoistochimica. Quando viene aggiunto
un cromogeno €sso reagira con l'enzima e precipitera nella sede istologica
dell'antigene. Il cromogeno precipitato indica la presenza dell'antigene, e
I'intensita della reazione & proporzionale alla quantita di antigene presente
(Fig. 13). Le cellule che non contengono antigene e le strutture circostanti
saranno contrastate mediante controcolorazione.

Se gli antigeni sono presenti nel citoplasma delle cellule, la colorazione
puo coinvolgere l'intero citoplasma o solo una parte di esso, in funzione del
contenuto antigenico. Le proteine di alcuni virus e quelle coinvolte nel ciclo
cellulare risulteranno localizzate nel nucleo della cellula. La colorazione
positiva per i marcatori di superficie apparira invece alla periferia, in
prossimita delle membrane cellulari. Il quadro di colorazione puo essere
ulteriormente distinto in focale e diffuso. Il primo sara localizzato in alcune
aree discrete della cellula mentre una colorazione diffusa coinvolge zone piu
ampie e, spesso, numerose cellule adiacenti. Alcuni antigeni producono un
caratteristico quadro di colorazione che rende piu facile l'interpretazione.
Non tutte le cellule contengono la stessa quantita di antigene e percio
diverse cellule si coloreranno con una intensita variabile. L'assenza di una
colorazione variabile tra cellule simili puo indicare viceversa una colora-
zione non specifica. L'aspetto piu difficile dell'immunoistochimica é la
valutazione del prodotto finale. Nell'interpretazione dei risultati devono
essere valutati sia la colorazione specifica dell'antigene che la colorazione
non specifica di fondo. Se la positivita dipende dalla localizzazione di un
particolare antigene, diversi altri fattori, come la condizione del tessuto,
I'omogeneita della fissazione e i possibili artefatti, possono giocare un ruolo
rilevante per una accurata interpretazione (41). L'intensita di ciascuna
reazione viene generalmente classificata su una scala da zero a quattro, cioe
da negativa a molto intensa (Tab. 4).

Mentre la colorazione specifica e localizzata nelle cellule, la colorazione
di fondo si ritrova principalmente nel collageno e nel connettivo. Inoltre non
sara confinata alle singole cellule ma coinvolge gruppi di cellule senza un
particolare quadro di distribuzione. Un'eccezione é rappresentata dall'atti-
vita della perossidasi endogena che é abitualmente confinata alle cellule
ematiche bianche e rosse. L'interpretazione & un confronto della intensita del
quadro di colorazione specifico con quello non specifico del campione sco-
nosciuto rispetto al controllo. L'obiettivo € quello di ottenere, alla piu elevata
diluizione anticorpale, la maggior intensita di colorazione specifica con la
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campione
citologico istologico
Y | |
essiccazione congelamento fissazione
fissazione taglio al criostato inclusioni in paraffina
blanda fissazione taglio, sparaffinatura
reidratazione
riesposizione degli antigeni
(calore, proteolisi)
inibizione degli enzimi endogeni ‘
blocco delle reazioni non specifiche
(siero non immune, BSA)
ANTICORPO PRIMARIO
+
enzima
ANTICORPO SECONDARIO
+
enzima ponte +biotina
antlcorpo a enzima aV|d|na aV|d|na+b|ot|na
+ enznma + en2|ma +enzima
Y
‘ solu2|one cromogenica |
\
‘ controcolorazione ed osservazione al microscopio |

Figura 13. Schema riassuntivo della processazione di un campione biologico.
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Colorazione Fondo

molto buona 4 Inteso
buona 3 moderato
leggermente pallida 2 debole
pallida 1 molto debole
negativa 0 assente

Tabella 4. Valutazione della colorazione di un preparato e del fondo aspeci -
fico.

minor quantita di interferenza di fondo dovuta al legame con proteine
aspecifiche. Il quadro di colorazione puo essere accuratamente valutato
soltanto prendendo in considerazione fattori come la provenienza del
tessuto, le caratteristiche dell'antigene localizzato e le procedure usate.

Gli artefatti che possono prodursi nei campioni daranno luogo ad una
colorazione che interferira con una corretta interpretazione. Essi possono
essere approssimativamente divisi in quattro categorie:

1) | precipitati: sono spesso confusi con una colorazione positiva del
campione. Risultano riconoscibili dal fatto che non sono confinati all'interno
delle cellule ma appaiono sparsi casualmente in tutto il campione. | granuli
di cromogeno che non hanno reagito e i pigmenti di controcoloranti si
ritrovano quando le rispettive soluzioni non sono state adeguatamente
filtrate. L'uso di fissativi che generano gruppi aldeidici (p. es. quelli a base di
formalina non tamponata) o la mancata rimozione dei cristalli di clururo di
mercurio del fissativo di Zenker causano la formazione di precipitati neri
correlati con la fissazione. Le sezioni dovrebbero essere trattate per 15
minuti a temperatura ambiente con NH4Cl 0,05 M e lavate con cura prima
dell'incubazione con I'Ab primario ma dopo l'inibizione della perossidasi
endogena.

2) Gli artefatti tissutali: sono dovuti a colorazioni non specifiche che
usualmente si verificano quando le sezioni sono tagliate troppo spesse 0
risultano piegate. Se il campione é di spessore superiore a quello di uno
strato cellulare non tutte le cellule sono sullo stesso piano focale e i reagenti
possono venir intrappolati tra gli strati, lungo i segni del coltello o nelle
pieghe del tessuto dando luogo ad una impropria colorazione di ciascuno
strato cellulare. Quindi una corretta interpretazione non € sempre possibile e
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la procedura dovrebbe essere ripetuta su un campione piu sottile. Il con-
trollo puo anche non mostrare una colorazione aumentata in funzione dello
spessore. Le sezioni di tessuto dovrebbero essere di spessore di 4-5 me gli
strisci cellulari dovrebbero essere eseguiti nel modo piu sottile possibile.

3) Artefatti cellulari: la positivita presente nelle cellule necrotiche o
frantumate é quasi sempre un artefatto e si distingue da quella specifica per
il fatto di presentare la stessa intensita in ogni punto. Anche le cellule che
hanno subito una autolisi ed i tessuti emorragici presenteranno questo tipo
di colorazione aspecifica. Ai fini dell'interpretazione si dovrebbe considerare
soltanto il quadro di colorazione delle cellule vitali.

4) Colorazione di fondo specifica: sono pochi i casi in cui una positivita di
fondo specifica puo interferire con l'interpretazione dei risultati. Un
campione molto ricco di sangue o che non é stato lavato prima di essere
processato, conterra una certa quantita di siero nelle aree interstiziali. Se
I'antigene che si ricerca € presente ad alte concentrazioni anche nel siero, si
verifichera una intensa colorazione dovuta ad una localizzazione specifica
dell'antigene nel siero, che spesso pud oscurare l'antigene presente nelle
cellule. Occasionalmente i macrofagi possono mostrare una positivita
specifica dovuta alla fagocitosi di cellule che esprimono I'antigene cercato.

Altre cause di colorazione di fondo non specifica sono una inappropriata
diluizione dell'anticorpo, una rimozione incompleta della paraffina, un
risciacquo improprio dei vetrini e una incubazione non corretta del sub-
strato. La colorazione in porzioni di campione in cui si & verificata una
cattiva fissazione non é specifica e deve essere ignorata.

L'interpretazione dei campioni trattati con enzimi proteolitici puo essere
difficile poiché la digestione espone una quantita maggiore di siti antigenici
dando luogo ad una colorazione piu intensa rispetto ai campioni non
digeriti. E' importante che controlli positivi, negativi e "blank" siano
processati insieme con i campioni sconosciuti. Se il campione fissato in
formalina richiede la digestione con enzimi proteolitici, anche i controlli
dovrebbero subire lo stesso trattamento.

Una elevata colorazione di fondo su tutti i vetrini pud essere dovuta ad
uno sviluppo eccessivo della reazione del substrato, causato da un eccesso di
cromogeno nella soluzione, un'elevata concentrazione di antigene nel
campione, una reazione accelerata causata da temperature elevate. Il rimedio
piu semplice & quello di diminuire la concentrazione di cromogeno in
soluzione o i tempi di incubazione del substrato (42).

Se la una colorazione aspecifica deriva dai componenti delle preparazioni
policlonali, € opportuno aumentare la concentrazione del siero normale della
stessa specie del sistema di rivelazione o dell'anticorpo ponte prima dell'in-
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cubazione con I'Ab primario. Se I'aumento della colorazione specifica €
dovuto ad un'elevata espressione di antigene nel campione, il controllo non
dovrebbe mostrare alcuna colorazione di fondo. Per ridurre il grado di
colorazione specifica é consigliabile diminuire il tempo di incubazione del
substrato; aumentare la diluizione dell'anticorpo primario o del secondario
prima dell'incubazione col sistema di rivelazione; rimuovere, mediante cen-
trifugazione a 10000 rpm delle soluzioni anticorpali, i microaggregati di Ab
che si formano facilmente per precipitazione e si legano in modo non
specifico.

L'assenza di colorazione puo dipendere invece da altre possibilita. La
causa piu comune dei falsi negativi puo essere una fissazione impropria. Il
protocollo di fissazione applicato pud aver provocato una perdita dell'epito-
po antigenico; le condizioni per la fissazione possono non essere ottimali
(temperatura, presenza o assenza di cationi divalenti); oppure I'antigene puo
non essere accessibile all'anticorpo.

| passaggi della colorazione devono essere effettuati in modo corretto per
poter consentire il legame di tutti i reagenti. Se I'anticorpo secondario viene
applicato prima di quello primario, quest'ultimo potra ancora legarsi
all'antigene tissutale ma non ci sara alcun modo per localizzarlo. E' indispen-
sabile I'uso di un protocollo da seguire per assicurarsi che tutti i passaggi
vengano effettuati nella sequenza corretta. L'omissione di un reagente anti-
corpale impedisce ovviamente il legame dell'anticorpo successivo. P. es. se
viene omesso l'anticorpo ponte, non sara possibile il legame dell'immu-
nocomplesso.

Se i controlli positivi si colorano bene ma i campioni si colorano molto
debolmente, I'antigene & presente in basse concentrazioni; la colorazione
dovrebbe essere ripetuta o utilizzando una soluzione piu concentrata di
anticorpo primario o aumentando il tempo di incubazione. Se I'antigene e
stato mascherato da una sovrafissazione in formalina, la digestione enzi-
matica dovrebbe aumentarne l'intensita.
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Tecniche di pre e post inclusione

La colorazione in immunoistochimica puo essere effettuata o prima o
dopo che il tessuto sia incluso (tecnica di pre- o post-inclusione). Ciascun
metodo ha i suoi vantaggi e svantaggi. La principale applicazione per la
tecnica di pre-inclusione e la microscopia elettronica. Nella tecnica di pre-
inclusione il tessuto fissato & tagliato in sezioni spesse (5-50 m) che vengono
poste su un vetrino o lasciate flottanti.

Il campione viene colorato in maniera consueta ma con tempi di incuba-
zione piu lunghi (2-24 ore) per permettere all'anticorpo di attraversare lo
spessore della sezione. Una penetrazione incompleta o non uniforme provo-
chera una colorazione scarsa. Per rimuovere completamente tutto I'anticorpo
che non ha reagito, anche i bagni di tampone saranno piu lunghi e piu
numerosi (tre bagni di 20 minuti dopo ciascuna incubazione). L'aumento dei
tempi richiesti da ciascun passaggio rende questa procedura piuttosto lunga.
Dopo la colorazione il campione é postfissato per un'ora in tetrossido di
osmio, lavato e disidratato ed infine incluso in resina. Le tecniche di post- in-
clusione possono essere approntate rapidamente e facilmente con piccole
modifiche della routine di immunoistochimica. Nella tecnica di colorazione
post-inclusione i campioni sono fissati, disidratati e inclusi in plastica prima
di essere colorati. Per I'esame al microscopio ottico le sezioni sono tagliate
dello spessore di 1 me poste su un vetrino. Per I'uso in microscopia elettro-
nica le sezioni ultrasottili (di spessore inferiore ad 1 m) sono invece poste su
griglie d'oro o di nichel. Speciale cura deve essere posta nel fissare il cam-
pione per impedire che i processi di polimerizzazione alterino la morfologia
delle cellule colorate.
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La doppia colorazione

Numerose metodiche enzimatiche sono state messe a punto per poter
localizzare due antigeni nella stessa sezione di tessuto. Alcuni metodi
utilizzano lo stesso enzima con differenti substrati, per la rivelazione di
diversi antigeni, mentre altri metodi usano differenti enzimi per marcare
ciascun antigene (43). Sebbene le procedure descritte siano state messe a
punto su sezioni in paraffina, i metodi possono essere usati anche per altri
sistemi.

Metodo che usa lo stesso enzima e differenti
substrati

Uso dell'enzima fosfatasi alcalina

La procedura & simile a quella comunemente usata per rivelare un solo
antigene: il primo antigene viene localizzato usando un substrato che pro-
duce una colorazione blu (BCIP/NBT). Il secondo antigene viene localizzato
da un substrato che produce una colorazione rossa (New fucsin). Entrambi i
substrati sono permanenti, sicché i preparati possono venir disidratati e
montati.

Le sezioni deparaffinate, reidratate e lavate in PBS sono sottoposte a
inibizione della fosfatasi alcalina endogena con acido acetico 20% per 15
minuti a 4°C, e preincubate con proteina bloccante (BSA 0,1% in PBS).

Dopo l'incubazione con I'anticorpo primario e con il secondario coniu-
gato con biotina, le sezioni sono incubate con streptavidina coniugata con
fosfatasi alcalina e quindi fatte reagire con il primo substrato (BCIP/NBT).
Quindi sono incubate con l'altro anticorpo primario da saggiare. Dopo le
normali incubazioni con I'anticorpo secondario biotinilato e con la streptavi-
dina coniugata con fosfatasi alcalina, viene utilizzato come secondo sub-
strato la new fucsin; quindi, dopo la controcolorazione, si disidrata il pre-
parato e si monta.

Uso dell'enzima perossidasi

Dopo la disidratazione si inibisce la perossidasi endogena con H,O, 3%
in PBS per 30 minuti.
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Eseguite le incubazioni con I'anticorpo primario e con quello secondario
coniugato con biotina, viene effettuata un'incubazione con avidina coniugata
con perossidasi.

Il primo substrato, costituito da DAB/H-0;, da luogo ad un prodotto di
colore marrone.

Dopo le incubazioni con I'altro anticorpo primario, con il secondario
biotinilato e con I'avidina coniugata con perossidasi, si effettua I'incubazione
con il secondo substrato che puo essere costituito da DAB/H;0; con
I'aggiunta di cloruro di cobalto (o di nickel) 0,04% che conferisce ad essa una
colorazione blu nera oppure da AEC/H,0; che conferisce al prodotto di
reazione un colore rosso.

Nel caso di reazione con AEC, il preparato risulta solubile in alcol e deve
essere montato con mezzo acquoso.

Metodo che usa enzimi differenti

Prevede la localizzazione del primo antigene con un sistema di rivela-
zione che utilizza la perossidasi e la localizzazione del secondo antigene con
la fosfatasi alcalina.

Dopo la disidratazione, la perossidasi endogena viene inibita con H,O,
3% in PBS per 30 minuti. Seguono le incubazioni con la proteina bloccante,
con l'anticorpo primario, con l'anticorpo secondario biotinilato e con strep-
tavidina coniugata con perossidasi. La reazione viene fatta avvenire con
DAB/H0,.

Si effettua quindi I'incubazione con l'altro anticorpo primario che viene
rivelato mediante incubazione con I'anticorpo secondario coniugato con
biotina, seguito da quella con streptavidina coniugata con fosfatasi alcalina e
dall'incubazione con un substrato della fosfatasi alcalina (p. es. BCIP/NBT).
Il substrato del primo sistema di rivelazione, cioé la DAB, conferisce una
colorazione marrone. Il substrato del secondo sistema, cioe BCIP/NBT,
conferisce una colorazione blu-nera.

Lo stesso metodo che utilizza enzimi differenti puo associare al primo
sistema di rivelazione, costituito dalla perossidasi, un secondo sistema
costituito dalla b galattosidasi. In tal caso la streptavidina verra coniugata
con b galattosidasi e la rivelazione verra effettuata con il substrato della b
galattosidasi.

Seguono lavaggio, controcolorazione (anche con verde di metile),
disidratazione e montaggio. Poiché la b galattosidasi & un sistema meno
sensibile rispetto alla perossidasi, risultati migliori si raggiungono aumen-
tando la concentrazione del secondo anticorpo primario di circa 3-5 volte.
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Tra I'istochimica e la biologia molecolare

Metodi di studio della proliferazione cellulare

Le cellule in divisione possono essere identificate da anticorpi diretti
contro proteine che si esprimono durante il ciclo cellulare e che in alcuni casi
possono distinguere anche le fasi specifiche del ciclo cellulare (44).

L'anticorpo anti KI67 reagisce con un antigene nucleare espresso in tutte
le cellule proliferanti, preferenzialmente durante le fasi tardo G1, S, G2 e M
del ciclo cellulare e che invece é assente nelle cellule a riposo o fuori dal ciclo
(in fase GO0). Le cellule in continua proliferazione (linee cellulari) risultano
positive a K167 durante l'intero ciclo cellulare (45)(46).

L'anticorpo anti P34 riconosce la subunita P34 di una protein chinasi
coinvolta nella regolazione dei passaggi attraverso le fasi di confine G1/S e
G2/M del ciclo cellulare.

L'anticorpo anti PCNA (Proliferating Cells Nuclear Antigen)/ciclina
reagisce con un antigene proliferativo delle cellule nucleari, un peptide di 36
kd. Il PCNA & una proteina ausiliaria della polimerasi d del DNA.

La specificita di anticorpi contro antigeni come KI67 e PCNA ha per-
messo il loro utilizzo in particolari analisi cliniche (47) per la determinazione
della frazione cellulare proliferativa di vari tumori (Figg. 14a e 14b).

Figura 14a. Immunoreattivita del K1 67 nelle diverse fasi del ciclo cellulare.
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Figura 14b. Immunoreattivita del PCNA nelle diverse fasi del ciclo
cellulare.

Oltre alla possibilita di testare I'espressione di proteine specifiche del ci-
clo cellulare come PCNA e KI67 in campioni di tessuto, esiste quella di uti-
lizzare alcune tecniche immunoistochimiche basate sulla stretta associazione
tra sintesi del DNA e duplicazione cellulare (48). Durante la proliferazione cel-
lulare, prima che la cellula si divida in due cellule figlie, il DNA si deve re-
plicare. La misura dell'incorporazione di nucleotidi marcati da parte del DNA
in replicazione risulta utile per quantificare la proliferazione cellulare (49).

Fino a tempi molto recenti, a questi scopi sono stati utilizzati nucleotidi
radiomarcati, in particolare la timidina triziata. Essi, aggiunti alle colture
cellulari, sono incorporati nel DNA da parte delle cellule che sono in pro-
cinto di dividersi e possono essere misurati con un opportuno contatore di
radiazioni mediante I'uso di un liquido di scintillazione.

Piu recentemente sono stati utilizzati degli analoghi non marcati della
timidina, le allopirimidine, in cui il gruppo metilico della pirimidina viene
sostituito rispettivamente dal bromo nella 5-bromo-deossi-uridina (BrdU) o
dallo iodio nella 5-iodio-deossi-uridina (IdU) (Fig. 15). Queste molecole,
come la timidina, vengono incorporate nel DNA cellulare e possono essere
rivelate con specifici anticorpi diretti contro di esse e coniugati con un
opportuno sistema di rivelazione, che potra essere misurato con tecniche di
immunoistochimica o di citometria a flusso (50).

Solo le cellule proliferanti possono incorporare BrdU o IdU nel loro
DNA. (51). Quindi questa procedura puo essere utilizzata per marcare le cel-
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Figura 15. Confronto tra timidina 5-metil-uracile-2’-deossiribosio e 5-bro -
mo-deossi-uridina.

lule proliferanti sia in vitro, operando su linee cellulari, cellule isolate di fre-
sco, o espianti tissutali in coltura, che in vivo, iniettando la BrdU nell'ani-
male e, dopo un tempo necessario all'incorporazione nel DNA, sacrificando
I'animale per allestire sezioni di tessuti (congelate o incluse in paraffina) o
per raccogliere le cellule su un vetrino secondo uno dei metodi descritti (52).

I campioni sono incubati con una miscela di anticorpo anti BrdU e
nucleasi che degradano parzialmente il DNA prima di procedere con il
sistema di rivelazione piu idoneo (53).

L'immunocolorazione nucleare risulta facilmente identificabile in assenza
di fondo e, insieme alla controcolorazione, consente di visualizzare nel
contesto dell'organizzazione del tessuto quelle cellule che hanno incorporato
BrdU o IdU nel DNA quindi sono nella fase di proliferazione (54). La
positivita delle cellule in fase S si manifesta con due possibili aspetti diffe-
renti: una colorazione diffusa ed omogenea dell'intera area nucleare o una
positivita localizzata, ristretta alla periferia del nucleo, in forma di anello o
di irregolari granulazioni variamente coalescenti.

Un prerequisito essenziale per la rivelazione immunoistochimica delle
allopirimidine e la denaturazione del DNA, al fine di esporre le catene
polinucleotidiche e renderle accessibili agli anticorpi contro la BrdU o la IDU
inserite entro la doppia elica (55). Gli agenti denaturanti possono essere
chimici (HCI, NaOH, DNasi), fisici (calore) e chimico-fisici (formamide e
calore). La durata, la temperatura del trattamento e la concentrazione del-
I'agente denaturante variano, entro un ambito molto ampio, anche in
funzione delle condizioni sperimentali.
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Metodi di studio della morte cellulare

L'apoptosi € una modalita di morte cellulare che si verifica in normali
condizioni fisiologiche ed & spesso riscontrata durante il normale ricambio
cellulare, I'omeostasi cellulare, I'embriogenesi e il mantenimento della tolle-
ranza immunitaria. Essa & diversa dalla necrosi cellulare e non é associata a
risposta inflammatoria o a danno tissutale. La cellula subisce alcune trasfor-
mazioni morfologiche e biochimiche che portano alla aggregazione della cro-
matina, alla condensazione del nucleo e del citoplasma, alla degradazione
del DNA genomico e alla formazione di vescicole denominate corpi apoptoti-
ci. Esistono numerosi test che permettono di misurare questa morte cellulare.

Oltre all'immunoistochimica, che fa uso di anticorpi diretti contro alcune
delle proteine che mediano I'apoptosi, una tecnica molto sensibile € quella
che permette di evidenziare le estremita dei frammenti originati dalla estesa
degradazione del DNA, caratteristica dei primi stadi dell'apoptosi.

La rottura del DNA puo produrre sia frammenti a doppia elica di DNA a
basso peso molecolare, i quali risultano quindi aumentati nelle cellule
apoptotiche, che punti di rottura (nicks) a singola elica nel DNA ad alto peso
molecolare che invece risulta ridotto durante I'apoptosi. Questi frammenti di
DNA possono essere rivelati mediante marcatura enzimatica.

Nick traslation

L'enzima DNA polimerasi agisce sul DNA nei punti in cui una delle
eliche di una molecola a doppia elica risulta frammentata. L'aggiunta di
nucleotidi su un frammento libero (Nick traslation), nel punto di rottura di
una singola elica in un DNA a doppio filamento, &€ dipendente dalla lettura
dello stampo disponibile sulla elica controlaterale. Cio permette quindi di
evidenziare non solo il DNA apoptotico ma anche una frammentazione
casuale del DNA durante la necrosi cellulare (56).

I campioni reidratati vengono digeriti mediante un opportuno pretratta-
mento per facilitare la penetrazione dei reagenti necessari per la marcatura.
In campioni cellulari le cellule devono essere permeabilizzate ma, per evitare
la perdita del DNA a basso peso molecolare, esse devono essere fissate con
formaldeide o glutaraldeide prima della permeabilizzazione.

L'incorporazione dei nucleotidi in situ nei frammenti di DNA per opera
della polimerasi richiede l'incubazione con dATP, dCTP, dGTP e con il
dUTP biotinilato in posizione 11 (biotin-11-dUTP).

La rivelazione citochimica avviene attraverso il legame alla biotina
dell'avidina coniugata con la perossidasi o la fosfatasi alcalina e alla reazione
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con il cromogeno opportuno. Successivamente i vetrini sono controcolorati
con ematossilina o verde di metile.

Tecnica Tunel

L'enzima terminal nucleotidil trasferasi (TdT), riconosce I'estremita ter-
minale 3'OH del DNA frammentato a doppia o singola elica dove aggiunge
cataliticamente residui di nucleotidi a formare un eteropolimero random
(57). L'aggiunta dei nucleotidi marcati e modificati, X-dUTP, dove X puo
indicare biotina, digossigenina o fluoresceina & quindi indipendente dallo
stampo. Questo metodo di marcatura terminale € denominato TdT mediated
X-dUTP Nick End Labeling (TUNEL) abbreviata con I'acronimo tunel che
puo essere tradotto come "marcatura dell'estremita terminale con deossi
uridina marcata e mediata dall'enzima terminal nucleotidil trasferasi".

Il metodo tunel é considerato piu sensibile e piu veloce della traduzione
dipendente dallo stampo. E' stato inoltre dimostrato che le cellule ai primi
stadi della apoptosi sono marcati dalla reazione tunel mentre le cellule
necrotiche sono identificate dalla traduzione del frammento libero (Nick
Translation). Quindi si pud concludere che la reazione tunel & piu specifica
per lI'apoptosi e I'uso combinato di tunel e nick translation pud essere utile
per differenziare I'apoptosi dalla necrosi cellulare (58).

La metodica tunel puo essere effettuata sullo stesso tipo di campioni sui
quali si possono effettuate le comuni colorazioni di immunoistochimica. Le
sezioni incluse in paraffina, dopo la reidratazione, sono sottoposte ad una
digestione con proteinasi K per rendere gli acidi nucleici accessibili ai
nucleotidi marcati (59). Le sezioni al criostato, i citocentrifugati e gli strisci
cellulari devono essere fissati in formalina neutra tamponata e permeabiliz-
zati con acetone:metanolo 1:1 o etanolo:acido acetico 2:1.

Se il sistema di rivelazione prevede I'uso di una tecnica immuno-
enzimatica si procede all'inibizione dell'attivita degli enzimi endogeni con i
substrati opportuni: perossido di idrogeno per bloccare le perossidasi o
levamisole per bloccare la fosfatasi alcalina.

I vetrini sono quindi incubati con la soluzione di marcatura costituita
dall'enzima TdT e dal deossinucleotide trifosfato coniugato con digossige-
nina o con biotina. In genere la reazione avviene con un tempo di incubazio-
ne di un'ora a 37°C in camera umida. La marcatura viene bloccata lavando i
vetrini con una idonea soluzione tampone (60).

L'incorporazione dei nucleotidi puo essere rivelata da una ulteriore incu-
bazione con streptavidina o con un anticorpo antidigossigenina. L'immuno-
complesso risulta facilmente visibile se I'avidina o I'anticorpo antidigos-
sigenina sono coniugati con una molecola che ne consenta la visualizzazione
e cioé un fluorocromo o un enzima che catalizzi la reazione con un cro-
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mogeno, cioé la perossidasi o la fosfatasi alcalina. Si procede quindi alla
reazione con l'opportuno cromogeno e si controlla al microscopio l'intensita
della reazione. Infine si controcolora con ematossilina o verde di metile.

Questo sistema misto di biologia molecolare e istochimica consente una
colorazione sensibile e specifica delle elevate concentrazioni di estremita
3'OH che sono localizzate nei corpi apoptotici. L'unica fonte naturale di
digossigenina é la pianta di digitale. Quindi nessun ligando immunochimi-
camente simile, per il legame all'anticorpo antidigossigenina con affinita, si
ritrova naturalmente nei tessuti animali il che assicura un basso livello di
colorazione di fondo (back ground). La specificita dell'anticorpo anti
digossigenina presenta meno dell'1% di cross reattivita con altri steroidi e
sembra preferibile agli altri sistemi di marcatura in situ per I'apoptosi in cui
il legame dell'avidina con la biotina cellulare puo essere fonte di errori.

Immunoistochimica e tecnica tunel nella stessa
sezione

L'analisi tunel viene effettuata in un primo tempo ed é seguita dall'in-
cubazione con l'anticorpo diretto contro I'antigene che deve essere cercato
con I'immunoistochimica.

Nella tecnica tunel vengono introdotte alcune modifiche rispetto alla
procedura raccomandata dai protocolli, per consentire una miglior conser-
vazione degli antigeni che devono essere rivelati successivamente dall'im-
munoistochimica. Le proteine non vengono digerite con proteinasi K e il
sistema di rivelazione, costituito da anticorpo secondario anti digossigenina
coniugato con perossidasi, viene diluito circa 1:4. Lo sviluppo della
colorazione con il cromogeno viene fatta procedere per tempi inferiori per
ridurre il fondo aspecifico. Successivamente la sezione viene incubata con un
anticorpo primario, che a sua volta viene rivelato con un Ab secondario
coniugato con biotina. Di seguito ancora, la biotina viene rivelata da
streptavidina coniugata con fostatasi alcalina che catalizza la reazione con
uno dei suoi substrati a scelta a seconda del colore che si vuole conferire alla
reazione (61).
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3'OH
Frammento di DNA Nucleotide coniugato Anticorpo anti-digossigenina
con estremita 3'°OH con digossigenina coniugato con una molecola di
libera marcatore

Il nucleotide (dUDP) coniugato con L’anticorpo anti-digossigenina coniugato
digossigenina si lega all’estremita con il marcatore riconosce la digossigenina

3‘OH del frammento di DNA legata al frammento di DNA

Figura 16. Metodica TUNEL con digossigenina anti-digossigenina.
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:% #”

Frammento di DNA con Nucleotide coniugato  Avidina coniugata con

estremita 3‘'OH libera con biotina molecole di marcatore

Il nucleotide (dUDP) coniugato L’avidina coniugata con il mar-
con biotina si lega all’estremita catore riconosce la biotina legata
3‘OH del frammento di DNA al frammento di DNA

Figura 17. Metodica TUNEL con Avidina Biotina.
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