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RIASSUKRTO
La presente invenzione fornisce un metodo disgnosti-
co di tipo lmmunocitochimico per l'identificazione
di particolari entigeni su preparati istologici.
Secondo 1l metodo dell'invenzione il riconoscimento
degli antigeni da rivelsre viene effettuato, su fet-—
tine 6i tessuto sia congelate che incluse, mediante
l'uso di anticorpi marcati con l'enzima ﬁ—D-galatto—
sidasi ed“il successivo trattamento con un substrato

precipitante di suddetto enzima.

-

v '{
¥ (;Ilimetodo dell'invenzione permette la rivelazione

TN | '
= cromaetica e il riconoscimento i particolari cellule
tel tessuto in esame medisnte 1'uso d1i reattivi sta-

bili e di un comune microscopioc ottico.

TESTC LBLL'INVEUZICHE

Lz presente invenszione lia per oggetto un metodo
citochimico imnuncenzimatico per l'identificazione

di antigeni in tessuti nel guale la B-D-galattosidesi
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b usata come marcante. ~ 2~
L'invenzione comprende anche ireagenti per l'esecu-

zione di detto metodo.

Anticorpi marcati con enzimi e sostanze fluorescenti
.vengono.comungmente usati in immunoistochimica per

evidenziare 1a localizzazionedegi antigeni nei tessuti

{(Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 47:200-2021941; J.Immunol.
45:159-170, 1942; J. Exp. Med, 91:1-13, 1950; Arch.

Pathol. Lab. Hed. 102:113-121, 1978; J. Clin. Fathol,

27:14-20, 1974). |

Tuttevia, 1'i@munolocalizzazione per mezzo di eﬁzimi ha =zc- ;
guisito recenﬁemente naggiore diffusione poiché of-
fre ai patologi alcuni vantaggi ben definiti rispet-
to all'immunofluorescenza. Questi vantaggli compren-
dono la maggiore stabilita, il miglior contrasto e
dettaglié dei preparati colorati, la stabilitd dei ve- i
trini, la salvaguardia del tessuto ciréostante €,

per la maggi&r parte degli antigeni, 1'impiego di - r
materiale preparato con procedimenti standardizzati

di fissaggio ed inclusione per microscopia ottica.

A motivo di detti vanteggi, i.metodi immunoenzimatici
risultano essere metodi altamente sensibili e precisijcosi che,
fre le tecniche immunoistochimiche, guelle isto—

chimiche immunoenzimetichie sono oggi le pil usazte in

vatologia diegnostica, I metodi citochimici immuno-
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enzimatici, in particolare istochimici, havno fornito im- -3-
portanti informazioni in patologia renale, per esenplio,
nello studio di malattie batteriche e virali, nella
fisiopatologia del sistema immunitario come pure
della secrezione ormonale.

Inoltre sono stati evidensiati rivelatori specifici
di determinate malattie e %tipi di cellule ottenendo
significafive informazioni 'riguardo alla 1stoge-
nesi e differenziazione d4i tumori.

Una grande quantita di prodotti cellulari, fra éui

5

enzimi,‘ormoni steroidei e polipeptidici, immunéglo—
buline, antigeni dello sviluppo oncogeno, antigéni
virali ed altre proteine cellulari, sono stati messi
in evidenza in sezioni di tessuto congeliate o s&tto—
poste convenzionalmente =a tecniche di fisszggio ed
inclusione, utilizzando le metodiche summénzionate.
Fill estese appiicazioni di guesti metodi comprendono,
rer esemplo, l‘evidenzigzione di wvarie claséi di
immunoglobuline nei tumori di origine linforeticolare
e nei processi linfoproliferativi atipigi, 1tidenti-
ficazione di osmoni polipeptidici nei tumori endocrini
e 1'evidenziazione di vari.rivelatori tunorali come
i'antigene carcinoembrionico e 1'a-fetoproteina in
condizioni necplastiche e prencoplastiche.

Un conciso sommario di alcune applicazioni delle tec-
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niche immunoenzimatiche in istopatologia & riportato ~4~
in Human Pathology, 12, 590-536 (1981).

Vi sono elencati non meno di 70 possibili campi 4i
applicazione.

La possibiiité di identificare in cellule e tessuti,
routinariamente fissati ed inclusi in paraffina, una
grande varieta di segnalatori, alouni dei guali spe-
cificl per una determinate malattia ed altri addirit-
tura eziologici, offre &l patologo nuovi criteri
obiettivi di diagnosi al posto dei tradizionali pa-
remetri , spesso soggettivi, puramente morfologici.
l.a perossidasi rappresenta normalmente 1'enzima z

pil larga diffusione in immunocitochimica /im. J.
Clin., Pathol. 71: 483-488, 1979/. Benchné, da una par-
te, aquest'enzima offra vantaggi come notevole stabi-
1litd, possibilitd di utilizzare un substrato insolu— i
bile 2d altz definizione e di formare catene
costituite da strati multipli &i anticorpi con tipi
di legami esclusivamente immunologici (ad es. il si-
stema perossidasi—antiperossidasi‘PAP); diversi
svantaggl sono emersi durante l'uso di tali metodi
raggruppati sotto il termine comune di "immunoperos—
sidasi".

Perossidasl e pseudoperossidasi endogene sono nresen-

ti in alcuni tessuti e possono condurre & falsi ri-
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sultati positivi; il substrato cromogeno pil larga- '—5~
mente usato: 3,3',4,4'-diaminobenzidina tetraclori-
dreto {DAB) possiede un'elevatla azione carcinogena
Zﬁegistxy of toxic effects of Chemical Substances -
Ed.N’IOSH —~ U.S. Dept. of Health and Human Services -
Cincinnati - 1980/ e diventa sempre pil difficile
trovare in commercio un composto ad alto grado di
purezza Zj. Histochem. N. 28, pagg. 191-192 (1980L7.
La soluziéne usafa perwﬂd&mﬁﬁie la perossidasi e in-
stabile e?deve essere preparata soltanto pochi minu-
ti prima éell'uso /Stenverger L.AL: Immunoc&tochemi—
stry - 2né Edition - Joln Wiley and Sons - New York -
1979/.

Inoltre, il substrato cromogeno della perossidasi
mostra una colorazione intensamente marrone

| contro uno sfondo marrone chiaro, cosa che

pone telvolta seri problemi neila determinazione del
preparato e pud portare a risultati positivi erronei.
Sono stati proposti substrati alternativi per veros-—
sidasi od alfri engimi come, Per esempio, £lucosio
ossidasi e fosfatasi alcaline, ma sinora non sono
stati ottenuti risultati paragonabili a guelli for—
niti dal sistemz perossidasl + DAB, speclalmente
perché molti meitodi portano zlla formazione di compo-

sti cromogeni solubili nei solventi orgenici utiliz-
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zati per Gisidratare e purificare i preparati, oppure
meno sensibili nel rivelare gli antigeni tissutali.
Noi abbiamo trovato che 1'impiego di P-D-galattosi-
dasi come marcante permette di ovviare agli svan-
taggil comuni alle tecniche citdphimiqhe immuno—
enzimatiche note,in particolare al metodo .citochimico
immunoperossidasico.
Conseguentemente, la presente invenzione.hé ver og-
getto un metodo citochimico immunocenzimatico per 1°'
identificazione di antigeni nei tessuti, ﬁarticolar—
:
mente tessuti wnani, carattecizzato dal f%tto che
l'enzima B-D-galattosidasi viene impiegaté come
marcante. )
Secondo l'invenzione 1'identificazione deéli antigeni
nei tessuti si ottiene tramite la formazione di un
prodotto insolubile e colorato generato per azione

della B-D-galattosidasi su uno specifico substrato
Cromogeno.

Tilk precisamente 1'invenzione ha per oggetto un me-
todo per l'identificazione di antigeni in tessuti
comprendente 1l legare l'enzima P-D~galattosidasi

all'antigene da identificare tremite qualsissi pos~
sibile legante specifico ed il rivelsare l'attivitd
della fp-D-galattosidasi per mezzo della reszione con uno

specifico substrato in grado di fornire un prodotto

ERBA SpA.
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insolubile e colorato pér azione delle B—ﬁ—galattosiéasi. ~7-
L'enzima 3-D-galattosid®si usato nel metodo dell'in-

venzione pud essere gualsiasi p-D-galattosidasi di

origine micrébica, bencheé esso g@ia, preferibilmente,
B-D-galattosidasi da Bscherichia coli.

Secondo 1'invenzione la f-D—-galattosidasi pud essere

legata all'antigege da identificare tramite aual- :

siasi tipo di legante specifico. In partico}are, per
esempio, gualsiasi tecnica di marcatura o di coniugazio-
ne gia descritta per perossidasi nei metodi immuno-—
perossidasici, pud essere utilizzata per legare

la B-D-galattosidasi all'antigene da rivelare.

Secondo la tecnica preferita, detto antigene viene
fatto rezgire coﬂ un primo anticorpo specifico per
1'antigene steeso e che, a sua volia, viene legato
alla p-D-galattosidasi o direttamente o tramite.
gualsiasl sistema di coniugagione in grado di :
dere un coniugato con ?—D—galattosiéasi.

Un opportuno coniugato con B-D-galattosidasi pud

essere, in particolare, per esempio, un anti-anticorpo

enzima~coniugato del tipo descritto, per esempio, in
"FEBS Lett. 95, 311 (1978) o in Am. J. Clin. Pathol,
71, 483 (1979),oppure un sistema biotina-avidina en-
zima coniugato, in gualuncue delle sue possibili

configurezioni, per esempio del tipo riportato in
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J. Histochem, Cytochem. vol. 27, n., &, 1131 (1979). | -8~
Freferibilmente lo stadiodga reazione dell'antigene

da identificare con il primo anticorpo specifico per
iantigéne stesso ed il successivo stadio o stadi

che porteno & stabilire un ponte fra detto specifico
antiﬁorpo e la B-D-galattosidasi, vengono eseguiti
consecutivamente.

Per Qvidenzﬁmelﬁattivité della B-D-galattosidesi,
secoﬁdo il metodo déll'invenzione pud essere usato
qual#iasi substrato'cromogeno ché sia specifico per
l‘en%ima B-D-galettosidasi e che, in aggiunta, sia in
grad; di fornire, per azione dells B-D-galattosidasi,
un prodotto di reazione colorato,insolubile e stabile.
I1 p}odotto che si origina da detto substrato cromoge -
no per azione della B-D-galattosidasi, oitre ad esse-
re colorato e stabile, deve essere insolubile o

nei solventi acquosi o nei solventi organici comu-—

nemente usati per trattare i tessuti in istologia,

essendo preferibilmente insolubile in ambedue i tipi

di solventi suddetti sie scquosi che orsganici.
Freferibilmente, 11 substirato cromogeno specifico per

ia B—D—galattosiéasi & solubile negli stessi solventi.
Luesto substrato cromogeno con specificiti per 1a/ﬁwD—galat_
tosidasi pud essere gualsiasi derivato B-D-galatto—

sidico che, una volta scisso dalltenzima, sia in
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srado di produrre una sostanza colorata, insolubile -g—
e stabile céﬁé sopra specificato.

Esempi di substrati cromogeni perticolarmente utili
secondo il metodo dell'invenzione sono, per esempio,
sglcuni derivati indolil- e naftil-B-D-galattosidici.
Substrati particolarmente preferiti sono i derivati
indolil-p-D-galattosidici e, fra guesti, & pilu par-
ticolaermente preferito il 5-bromo-4-cloro-3-indoliil-
~R-D-galattoside.

Fra i derivati naftil—B—D—galattosidi'j'_ci i1 6-bromo-2-=
-naftil-p-D-gelattoside & uno dei pre%eriti.

Per evidenzisre 1'attiviti della F—D—%alattosiéasi pud
essere talvolta necessario far reagire il substrato
cromogeno in presenza di uno o piﬂ réagenti addizio-
nali che possone essere, Der esempio, copulanti, os-
sidanti od agenti di trasferimeﬁto di elettroni,

Cosi, per esempio, cuando si usa come substrato croi
mogeno un deriﬁato naftil-g-D~galattosidico, per
rivelare 1'attivita enzimatica 51 richiede la pre-

senza di un opportuno azo-copulante i1 guale a&zo-co-

pulante puo anche essere opzionalmente presente nel i
reattivo dirivelazione dell'attivita a2ilorché si im-
plega un cromogeno indolil-f-D-galattosidico.
Azo-copulanti opportuni possono essere, Der esempio,

p-rosanilina esaazotata, TFast Blue VB, BB e RR, TFast

Sp.A.
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Garnet GBC e simili, essendo particolarmente preferi- -10-
ta la p—roséﬁiiina esaazotata.

Inoltre, per accelerare la reazione catslizzata dall’
enzime, in particolare guando si usa un substrato
indolil-f-D-galattosidico, nel mezzo di reazione pud
anche essere opzionalmente presente un ossidante od
un agente di trasferimento di elettroni.

Agenii ossidanti o di trasferimento di elettroni pos-
sono essere, purché appropriati, tutti quelli noti
come agentli ossidanti o di trasferimento di elettroni
in chimica organica ed inorganica,con preferenza ge-—
neralmente per gli agenti inorganici.

Esempi di agenti ossidanti o di trasferimento di e-
lettroni preferiti sono, in particolsre, fenaszina
métosolfato, sali di tetrazolio oppure gualsiasi cop-
via ionica red-ox appropriata.

Un sale di tetrazolio opportuno pud essere, ber esem-—
pio, il clofuro di p-nitro-blu-tetrazolio oppuré il
cloruro di tetranitro-blu-tetrazolio.

Una coppia ionica red-ox opportuna pud essere, per

esempio, scelta nel gruppo delle coppic ioniche

- - -, - - o

Pt /meSt |, cett et T /voi , T7/V05 , T /N0,

P
.

Coppie del tipo Fe2+/Fe3+ , in particolare, possono

- — i 2= - 6— .
I /B4O , 1 /mo4 , 1 /Mo7o24 e simili..

essere fornite,e.g.,dail rispettivi cianuri complessi
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o sali solfato; cianuri complessi sono preferibilmente -11-

ferrocianuri/ferricianuri alcalini, in particolare

: . . 2 +
potassio ferrocianuro/ferricienuro. Coppie Ce +/Ce4

sono preferibilmente fornite dai rispettivi sali solfato..
Le coppie anioniche sono fornite dai rispettivi sali,pre-
feribilmente sali con méetalli alcelini o slcalino-terrosi.
Secondo il metodo dell'invenzione i campioni di tessuto
possono éssere preparati mediante qualsiasi procedura
ﬁota, e.g. procedimenti di fissaggio, inclusione e
éongelamento comunemente usati in istochimica,

?er esempio, tessuti fissati con fonnalina ed inclu-
ési in paraffina possono essere esaminati molto fa-
;ilmente col metodo dell'invenzione.

i‘esame dei cempioni pud essere eseguito con ogni
normale microscopio ottico con ingrandimenti di
20-800 wvolte.

L'impiego delli'enzima RB-D-gelattosidasi e di opportﬁni
substrati cromogeni specifici permette di ovviare,

come gi& detto, agli sventaggl che si incontrano im-

piegendo, e.g.;perossidasi,.

In particolesre, per esempio, 1 problemi causati dalla
presenza nei campioni di tessuto di perossidasi e
pseudoperossidasl endogene , che, come anche detto

precedentemente, costituiscono una grande limitazio-

ne dei metodi immunoistochimici perossidasici, vengo— |
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no ovviati nel metodo dell'invenzione sia perche 1 ~12-
enzima B—D—gélattosidasi ¢ normalmente assente |
dai tessuti umani, sia perché&, in ogni caso, il cam-
po di pH per l'attivitéd della B-D-galattosidasi uma—
na & completamente differente dal campo di pH per 1°
attivitd della P-D-galattosidasi microbica usata nel

, -
metodo dell'invenzione: il range di pH per 1'attivita

della B-D-galattosidasi umana élcirca 5,5-6 mentre
€vay ilurange"di PH di attivits della B-D-galiatto-
sidasli dell'Escherichia coli & éirca 7,0-7,5.
Inoltre la B-D-galattosidasi viéne inattivata in me-
no di un minuto a ecirca 55°C [Tﬁe Enzymes 1960 2nd @d.
pagg. 409-43O Vol., 4 Ed.: P.D. BOYER, H, LARDY, K.
.MYRBACK, Academic Press — New Ydr&7 la guzale & una
temperatura‘che si raggiunge normalmente durante i
convenzionali procedimenti.di inclusione,

Grazie all'assenza di interferenza ds prarte di B-D-
—galattosidasi endogene, i problemi della colorazio;

ne di fondo che insorgono con le Perossidasi comune-

mente impiegate a motivo dell'attivitd perossidasi-

-simile nel tessuti, non si incontranoc con 1la B—D—gén
lattosidasi.

La B-D-galattosidasi microbica non pbroduce colorazio-
ne di fondo nei tessuti dei mammiferi e reagisce con

i substrati cromogeni disponibili creando profili
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morfologici altémente contrastati e caratteristici. -13-
Le colorazioni ottenute sono assal meglio definite
e distinte di c¢uelle usualmente ottenibili con le
tecniche perossidasiche anche in vista del faito che
la maggior parte dei substrati cromogeniutilizzati per
la P-D-galattosidssi permette i ottenere un fondo
cuasi totalmente incolore. Ne consegue che la wvisua-—
lizzazione ed 11 riconoeoscimento del siti di immuno-
reattivitd specifica sono grandemente facilitati.
Cid implica una aumentata sensibilitd per il metodo con
B~D—galattosidasi‘ oggetto dell'invenzione -e lo
rende specialmente utile per 1'esame di tessuti
con lesioni emorragiche od infiemmatorie. o !
In aggiunta, 1 reattivi usati per le reazioni isto-
logiche &ﬂk1ﬁ~D—galattosidasi/in particolarg{per e—
sempio, i cromogeni indolil B-D-galattosidici prefe-
ribilmente usati,non sono conosciuti come carcinogeni
a differenza della diaminbbenzidina, substrato ad

i
elevato contiesto largamente usato per la colorazio-

ne della perossidasi,

Inoltre, 1 reagenti usaii per eseguire il metodo del-
lt'invenzione sono stabili e producono sezioni che
éono esse pure permanentemente stabili e che richie-
dono l'uso di un semplice microscopio ottico normale,

Grazie ai vantaggl brevemente riportati sopra, il me-

SpA.
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todo ﬁ—D—galatfosidasi—immunocitochimico dell'in- -14-
venzione & dotato di un elevatissimo grado di

precisione e sensibilita, che sta alla pari almeno

con cuello delle tecniche perossidasiche, mentre,

nello stesso tembo, & privo degli sventagei che cairat-
terizzano queste ultime tecniche.

A motivo dell'elevata sensibilitd, il metodo dell?

invengzione permetie di raggiungere risultati ottimali

anche nella localizzazione @i antigenisy nateriali

fissati ed inclusi routinariamente nei guali 1'’anti-

]
t

genicita residga & soltanto una frazione di quelia
del tessuto co%gelato.

Benché con il @etodo dell'invenzione nonsia di norma
necessario un ﬁretrattamento cei campioni di tessuto,
tuttavia, a2llo scopo di aunmentare ulteriormente la
,sensibilifé della tecnica, un pretrattamento, e.g.
secondo Heydermenn / J. Clin. Pathol. 32, 971-978
(1979l7, Pud essere telvolta utile per eliminare pos—

8ibili leggere interferenze delle verossidasi endo-

gene e/o del ferro tissutale.

Il metodo dell'invenzione permette di identificare
una grande varietd di prodotti cellulari e, in parti-
colare, un grande numero Ai rivelatori , molti dei
quali specifici per determinate malattie ed alcuni

addiritture eziologici, i quali prodotti cellulari
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e rivelatori possoﬁo essere, per esempio, quelli ~15-

previamente indicati in guesta domanda i brevetto.

L'invenzione fornisce anche reagenti per la realiz-

zazione del metodo ;3—D—galattosidasi—immunoisto—

chimico descritto sopra.

Un reagente pud essere sia

1) un reagente specifico comprendente, come compo-
nenti essenziali, a) un anticorpo specifico per
l'antigene da identificare, b) fg—D—galattosidasi
0 un P-D-galattosidasi coniugato e ¢) un substra-
to cromogeno specifico per F—D—galattosidasije
in grado di produrre un composto insolubile efco—
lorato per azione della ﬁ—D—galattosidasi;'sia

2) un reagente comprendente, come componenti essen-

ziali, a') un anti—anticorpo coniugato con JS—D—
—galattosidasi e b') un substrato crOmoéeno Spe—
cifico per la }3-D~galattosidasi e in grado di
produrre un composto.inéolubile e colorato pef
azione della F—Dugalattosidasi.
Ovviamehte un reagente del tipo indicato al punto 1)
¢ utile soltento per la identificsazione di auel: par—
ticolare antigene che & riconoscibile dall'anticorpo
del componente a), specifico rer l'antigene stesso.
A1l contrario, un reagente del tipo indicato al punto

2) & adatto per la identificazione ai gualsiasi anti-
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gene. Infatti 1'anti-anticorpo coniugato con ’3—D— -16-
-galattosidasi nel componente a') & tele da ricono—

scere indistintemente gualsiasi anticorpo specifico

per l'antigene da identificare purché questtultimo

anticorpo sia originato in una Specie‘rispetto alla
guale l'anti-anticorpo delhcomponente a') & "antiv,
Conseguentemente I'anti-anticorpo gdel componente

a') & "specie—specifico" ciod e specifico per 1la
Specie in cui 1'anticorpo diretto all'antigene da
identificare & originato,

Cosi, per ésempio, un anti-anticorpo che & “anti-qo-
niglio" (ciod 'anti' alla Specle coniglio) & in gra-
do di riconoscere gqualsiasi anticorpo originato in

. eoniglio; un anti-anticorpo che & "anti—qaéra" ]
"anti~pecora" & in grado di riconoscere guslsiasi
anticorpo originato in capra o, rispettivamente, iq
pecora e,'analogamente, un anti-anticorpo che &
"anti-topo" & in grado di riconoscere gualsiasi
anticorpo. originato in topo.

La presente invenzione fornisce percid vari reagenti
del tipo 2) sopra indicato i quali differiscono

1'uno dall'altro per guanto concerne ls "specie~spe-

cificita", Tali reagenti sono, ad esempio, un rea-
gente coniglio specifico contenente un antisiero

anticoniglio coniugato con P—D—galattosidasi come
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componente a'); un reagente capra-specifico (o pe- -17-
cora specifico) contenente un antisiero enti-capra
(o0 enti-pecora) coniugato con /3—D—galattosidasi
come componente a'); e un reagente topo-specifico
contenente un antisiero anti-topo coniugato con
F-—D—galattosidasi come componente a'),
Ciascun tipo @i reagente 2) pud essere usato per
la identificazione di gqualsiasi antigene, purche
come anticérpo specifico per l'antigene venga im-
piegato unzanticorpo originato nmella specie appro-—
priata: quésta speqie sara, ad esempio, il coniglio
per un reaéente coniglio-specifico, la capra o la
Yecora per un reagente capra- o pecora—specificé e

il topo per un reagente topo-specifico.

E' evidente ad ogni modo che, in gualsissi caso,

un anticorpo specifico per l'antigene da identifica-
re, enche se non incluso nel reagente di tipo 2),
deve essere sempre impiegato rer poter rivelare
l'antigene.

Se desiderato, un anticorpo specifico per l'antigene
da identificare 6 una serie di anticorpi specifici
per una serie di antigeni da identificare possono
essere separatsmente forniti insieme con il reagen—

te 2).

Ciascuno dei reagenti 4i tipo X) e 2) sopra descrit-
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ti pud addizionalmente contenere un certo numero 4i -18-
ulteriori componenti guali, per esempio, azZo-copu-—
lanti, ossidenti o agenti di trasferimento di elet-

troni, e tamponi..
I vari componenti di ciascun reagenfe possono essere
confezionati, sia insieme che Separatamente, in una
qualsiasi conveniente maniera che consenta‘il facile
e rapido uso del reagénte stesso,.
In ciascun reagente le caratteristiche dei vari com-—
ponenti sono guelle Precedentemente riport%te nel

| %
descrivere il metodo dell'invenzione e i componenti
preferiti sono. pure gli stessi indicati co;e prefe—
renziali nella precedente descrizione. -

Cosi, per esempio, in una forma di realizzszione

preferita, il reagente di tipo 1) comprende come

componenti essengiali a) un anticorpo specifico per
l'antigene da identificare, b) uno specificb F—D-ga~
iattosidasi—coniugato, e c) un indolil-P ~-D-galatto-
side come substrato cromogeno.
Iﬁ una forma di realizzazione preferita il reagente
di tipo 2) comprende, come componenti essenziali,.
a') un anti-anticorpo sSpecie-specifico coniugsto con
F—D—galattosidasi, e b') un indolilﬁB—D-galattosiu
de come substrato Cromogeno..

Nella suddetta forma di realizzazione preferita del
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reagente 1) 1lo specifico‘FA—D—galattosidasi cohiu—
gato &, preferibilmente, un anti-anticorpo coniugato
con B -D-galattosidasi o un sistema Biotine-Avidina
coniugato coﬁxﬁ—D—galattosidasi,

Nellé suddetta forma di realizzazione preferita del
reagente 2) l'anti-anticorpo specie-specifico coniu-
gato. con P -D-galattosidesi &, preferibilmente, un
anticorpo anti-coniglio coniugato. con P -D-galatto-
sidasi, o un anticorpo anti-capra o anti-pecora co-
nivgato con F~Degalattosidasi 0 un snticorpo anti-
-topo céniugato con ;S—D—galattosiéasi.

In entrambe le suddette forme 4i realizzazione pre—
ferite dei reagenti 1) e 2) il substrato cromogeno
indolil~§—D—galattoside_ ¢, preferibilmente, 5-bro-
mo—4-cloro-3-indolil- F ~D-galattoside.

I seguenti esempi servono ad illustrare 1'invenzione

ma non la limitano in alcun modo,

Esempio 1

CARLO ERBA SpA.

-19-

L'insulina umana nel pancreas umano fu identificata con

la seguente procedura. 35i utilizzd tessuto pancreatico

unano fissato in formalina al 10% tamponata con tampone

fosfato e incluso routinarismente in paraffina, Gli stra

.

ti sezionati di paraffina vennero immersi in fisiologica

tamponata con tampone fosfato (PBS) a pH 7,2 e trattati

per 5 minuti con H202 7,5%, 1indi per 5 minuti con
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acido periodico 2,28% ed alfine per 2 minuti con - ~20-
NaBH4 0,002% / J. Clin. Pathol. 32, 971-978 (1979)/.
Dopo alcuni lavaggi in PBS, le sezioni furono incu-
bate a 4°C per una notte con un antisiero di coni-

l glio anti-h-insulina diluito 1/1000 con PBS,

Dopo lavaggio in PBS, anticorpi immunoglobulinici
enti~¢oniglio prodetti in asini e coniugati

a B-D—galattosidasi da Escherichia coli secondo il
procédimento riportato in FEBS Letters 95, 311 (1978),
dilu%ti 1/30 in FBS contenente 1'1% di siero suino
normqﬁe,/fuggggunti alle sezioni, Dopo 30 minuti a
temp;ratura ampiente, i tessuti furono lavati in FBS

e 1'attivita enzimatica rivelata con una soluzione

ottenuta sciogliendo in PBS a pH 7,2:

 5-Br-4-Cl-3-indolil-f-D-galattoside 0,44 g/1
Ilagnesio cloruro 1,1 mi/l1
Potaséio ferricianuro 3,0 ﬁm/l e
Potassio ferrocianuro 3,0 miE/1 |

I1 trattamento con guesta soluzione di rivelazione

fu eseguito incubando per 1 ora a 37°C, Dopo lavag—

gio 1 nuclei vennero contrassegnati colorandoli con

rosso neutro e le sezioni vennero disidratate e mon-
R

tate in Bukitt .

I tessuti furono esaminati con un microscopio otti-

co (Leitz Crthoplan) a 200 ingrandimenti. I luoghi
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di reazione positiva appariveno intensamente colora- 21~
ti in blu., lLa colorazione positiva era molto evidente
in guento il fondo era incolore ed 1 nueclel apparivano
colorati in rosso. I risultati furono confrontati con
guelli ottenuti negli stessi teséuti trattati con 1o
stesso antisiero anti-insuline € poi esaminsti se-
condo le procedura perogsidasica PAP [gternberger -
J. Histochem. Cytochem. 18, 315 (1970l7. I1 risulte—
to con lez procedura perossidasice fu una reazione
positiva di intenso colore marrone. Laécolorazione
F

positiva era pero meno evidente e menqinitida éi guel-
lz ottenuta con il metodo B—D—galattoéadasico a cau—
sa délla leggera colorazione marrone del fondo, Cosi

con :
.11 metodo/pB-D-galattosidasi permette;di ottenere
risultati di colorazione molto migliori di gquelli
ottenuti con il procedimento peréssidasico PAP.
Esempio 2
Impiegando il pfocedimento dell'esempio 1 ma sosti-
tuendo gli eppropriati antisieri, tubti prodotti nel
coniglio, all'antisiero anti-insulina, vennero
identificati anche i seguenti antigeni:
caseina umana in tessuto mammario umano;
antifens di superficiedi epatite B (HBsig) in fegato
wnano;

lisowzima uneno in intestino tenue umano;
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mioglobina umana in muscolo scheletrico unano; — 22~
e

glucagone umsno in pancreas Wmano.

Furono raggiunti risulteiti analoghi = guelli otitenuti
nell'esempio 1.

Dsempio 3

La mioglobina umana nel muscolo scheletrico fu iden-—
tificata con la seguente procedura. Si impiegd tes-
suto di muscolo scheletrico wnano fissato in formali-
na ali 10% in tempone fosfato ed incluso secondo routi-
ne in paraffina. Le sezioni baraffiniche vennero por-
tate in PBS ed incubate per una notte a 4°C con un
entisiero anti-mioglobina di coniglio (Behringwerke)
diluito 1/500 con PBS, Dopo lavaggio in PBS_fu seguita
la procedura dell'esempio 1 e furono ottenuti gli
stessi risuitati.

Frocedendo analogamente ed impiegando gli antisieri
opportuni furono identificati i seguenti antigeni:
insulina umana in pancreas WNano;

caseine umana in tessuto mammario umano;

antigene &i superficiedi epatite B (HBsAg) in fegato
wnano

lisozima umano in intestino tenue umano;

glucagone umano in pancreas umano.

Esempio 4
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L'antigene ai superficié di epatite B (HBsAg) nel ~-23-
fegato umano fu identificato come segue, Tu impie-
gato tessuto di fegato umano fissato ed incluso

come descritto nell'esempio 1. Si segul la procedu—
‘ra dell'esempio 1 sostituendo all'antisiero anti-in-
sulina un antisiero di coniglioc anti HBsAg (Behring—
werke) diluito 1/500 con FBS.

51 ued inoltre una soluzione PBS di rivelazione come
guella: impiegata nell'esempio 1 ma priva di potessio
ferrocéanuro e di potassio ferricianuro. Con guesta
proced?ra si ottenne lo stesso tipo di risultato ot-
tenutoinell'esempio 1.

Frocedendo analogsmente ma impiegando gli antisieri
opportﬁni vennero identificati i seguenti antigeni:
insulina umana in pancrees Wmano ;

caseina umane in tessuto mammario umano ;

lisozima umano in intestino tenue umeno ;

mioglobina umana in muscolo scheletrico umano ;
glucegone umano in pancreas Wiano.

Esempio 5

Il lisozima umano nell'intestino tenue umano fu i-
dentificato con la seguente procedura. Si impiego
tessuto di intestino tenue umano fissato ed in: loba—
to come descritto nell'esempio 1. Si segul la procé—

dura dell'esempio 1 sostituendo all'antisiero anti-
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~insulina un antisiero di coniglio anti-lisozima - 24~
(DAKO) diluito 1/500 con PBS ed usando come soluzio-

ne di rivelazione una soiuzione di PBS a pH 7,2 con-

tenente:

5-Br-4-Cl-3-indolil-f-D-galattoside 0,44 g/1
Kagnesio cloruro 1,1 mk/1
Potassio ioduro 1%

Sodio tungstato 0, 0015%

Furono raggiunti risultati analoghi a quelii otte-

nuti nell 'esempio 1. ?

Frocedendo analogamente ed impiegando gli antisieri

opporfuni furono identificati i1 seguenti antigeni:

insulina umana in pancreas umano; |

caseina umana in tessuto memmario umano;

entigene di superficie di epatite B (HBsAg) in fegato

umano ;

mioglobina umana in muscolio scheletrico umano ;

glucagone umano in pancreas umano..

Esempio 6

La caseina umana fu identificata in tessuto mamma-

ric umano con la seguente procedura. Fu usato tessu-

to mammario umano congelato, Vennero preparate delle
vennero

sezionl 41 tessuto in criostato e/trattate come nel-

1'esempio 1 utilizzando come sostituto dell'antisiero

enti-insulina un antisiero di coniglio anti-caseina
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diluito 1/1000 in PBS. ' ' ~25-
Vennero conseguiti risultati analoghi a quelli otte-
nuti nell'esempio 1.

Frocedendo analogamente con tessuti congelati ed im-
piegando‘gli opportuni antisieri vennero identificati
i seguenti antigeni:

insulina umana‘in pancreas umano;

antigene di superficie di epatite B (HBsig) in fegato
umano ;

lisozima umano;in intestinoe tenue umano;

mioglobina uma%a in muscolo scheletricp umano;
glucagone umané in panereas umano,

Esempio 7 : L

L'antigene di éuperficie di epatite B (HBssg) in
tessuto di fegato umano fu identificato come segue,
Fu impiegéto tessuto di fegato umano fissato ed in-
cluso come descfitto nell'esempio 1. Gl; strati se-
zionati di peraffina veunero immersi in fisiologica
tamponata con tampone fosfato (PBS) a pH 7, 2.

Dopo lavaggio in PBS per 15 minuti le sezloni furono
incubate a 370°(C per 2 ore con entisieroc di coniglio
anti-HBsAg (soluzione 1:500 in PBS) e quindi lavate
di nuovo con PBS. Le sezioni furono poi trattate

con 50 ml di una soluzione in PB3 contenente frammen

ti Fe di immunoglobuline di coniglio originste in
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asini (4,5.10—6 pMj e coniugate con F>—D—galattosi— - 26—
dasi da Escherichia Coli (1,5.10_6 pM) secondo la

procedura riportata in FEBS Letters 95,311 (1978),

e contenente 1'1% di siero normale di asino.

Dopo 30 minuti a temperatura ambiente le éezioni

furono lavate con PBS per 15 minuti, quindi una so-

luzione di rivelazione ottenuta sciogliendo in PBS

a pH: 7,2

5—Br—4-Cl—3—indolil—F>—D—galattosidase 0,44 g/1

Magnesio cloruro 0,9 mMZl
Sodio ioduro . 1%
Sodio tungstato 0,0015%,

fu applicata su di esse.

Dopo incubazione per 30 minuti a temperatura amﬁien—
te e lavaggio con PBS i nuclei furono contrassegna-
ti colorandoli con rosso neutro e le sezioni venne—

R
ro disidratate e montate in Eukitt

I tessuti furono esaminati con un microscopio ottico
/Leitz Orthoplan/ a 200 ingrandimenti. I luoghi di
reaziohe positiva apparivano intensamente colorati
in blu, La colorazione rositiva era molto evidente
in guanto il fondo era incolore ed 1 nuclei appsri-

vano colorati in rosso. I risultsti furono confron-

tati con quelli ottenuti negli stessi tessuti trat-

tati con 1o stesso antisiero anti-HBsAg ¢ poi esami-
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nati secondo la procedura Perossidasica PAP secondo -27-
Sternberger (vedi citazione in esempio 1), Risulta-
ti snsloghi 2 guelli descritti nell'esempioifurono
osservati,

La stessa procedursa dell'esempio 7 fu ripetuta usan-
do una soluzione di rivelazione contenente sodio
tetraborato (0,0015%) 0, rispettivamente, sodio
molibdato (0,0075%) invece del sodio tungstato.
Risultati analoghi a guelli descritti nell'esempio

1 fgrono osservati anche in questi casi.

Esempio 8

Per 1a identifiéazione istochimica dell'antigene di

superficie di epatite B (HBsAg) su 50 sezioni di
tessuto epatico umano fu breparato un reagente con-—
tenente :

a) una soluzione 1:500 in PBS di sntisiero di conif
glio anti-HBsAg : 2,5 ml;

b) una soluzione 1:100 in PBS 4di frammenti Fc 41 im-
munoglobuline di coniglio coniugate.con ﬁ—D—ga—
lattosidasi da Escherichia Coli : 2,5 ml; e

c) un componente liofilizzato da disciogliersi pri-
ma deil'uso in acqua distillata = dare 2,5 ml di
una soluzione acqguosa della composizione seguentes
5—Br-4—01-3—indolil—F-D~galattoside 0,44 g/1

Mlagnesio cloruro 0,9 mv/1
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Sodio ioduro 1% —28-1
Sodio tungstato ' 0, 0015% .
I componenti a), b) e c¢) del reagente furono usati
secondo la procedura descritta nell'esempio 7.
Furono preparati reagenti snsloghi aveniti 1o stessa
composizione sopra riportata ma in cui il componente
c) conteneva lo 0,0015% di sodio tetraborato o, ri-
spettivamente, 1o 0,0675% i sodio molibdato, invece
dello 0,0015% di sodio-tungstato, le concentrazioni

percentuali del sodio tetraboreto e del sodio molib-

dato essenéo sempre riferite a 2,5 ml 8i soluzione
acquosa dei liofilizzato..

Anche detti reagenti furono impiegéti per 1'identi-
ficazione éell‘antigene HBsAg nel tessuto epatico
umano, secondo la proceduras dell'esempio 7.

Esemgio 9

Per 1'identificazione istochimica di cualsiasi tipo

di antigene su 50 sezioni dai tessuto umeno venne

preparato un reagente coniglio~speéifico contenente:

a') una soluzione 1:100 in PBS di frammenti Tea di
imnunoglobuline di coniglio coniugate con ﬁ—D—
~galattosidesi da Escherichia Coli: 2,5 ml; e

b') un componente liofilizzato da disciogliersi pri-
m& dell'uso in acqua distillata a dare 2,5 ml di

una soluzione scguosa della composizione seguente:



FAHM!TAL!A CARLO ERBA SpA

5-Br-4-ci— 3—indolil-\3-n-galattoside 0,44 g/1 29~
liagnesio cloruro : , 0,9 mM/1

Sodio ioduro 1%

Sodio tungstato 0,0015%

I componenti a') e b') del reagente'furonp usati,
Seguendo procedure snaloghe a quelle descritte:ne~
gli esempi 1 e 7, per l'identificazione di insulina
umana in pancreas unano, ceaseina umana in tessuto
mammaric umano, antigene di superficie 41 epetite B
(HBSAg) in tessuto epatico umano, lisozim% uwmano in
intestino tenue umano, mioglobina umsana ié muscolo:
scheletrico ureno, e glucagone umano in péncreas
umano, usando, in tutti i casi, un entisiero origi-
nato in coniglio: eiod, rispettivamente, aﬂfisiero
anti-insulins originato in eoniglio, antisiero anti-
caseina originato. in coniglio, antisiero anti-HBsAg
originato in coniglio, antisiéfo.anti-lisozima ori-~
ginato in coniglio, antisiero.anti~mibglo§ina ori-
ginato in coniglio ed antisiero anti-glucagone ori-
ginato in coniglio, |

Furono preparati anaioghi reagentli coniglio-specifi-

¢l aventi ls stessa ecomposizione sopra riportata ma

in cui il componente b") conteneva lo 0,0015% di so-
6io tetraborato o, rispettivamente, lo 0,0075% di

S0dio molibdato invece dello 0,0015% di sodio tung-
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stato, le concentrazioni percentuali di sodio te- . - 30-
traborato e di sodio molibdato essendo sempre rife-

rite a 2,5 ml di soluzione =mcguosa del liofilizzato.

Detti reagenti furono impiegati per 1'identifica-—

zione 4i tutti gii antigeni menzionati in-preceden—

za in questo esempio, seguendo procedure analoghe

a quelle descritte negli esempi 1 e 7.

Esempio 10

Per 1'identificazione istochimica di un antigene

su 50 éezioni di tessuto umano fu prepasrato un rea-
gente dapra—specifico avente Ié sfess8 composizione
del reagente descritto nell'esempio 9 ma contenente
frammenti Fe di immunoglobuline di capra coniugate
conJIS—D—galattosidasi, invece che frammenti Fe di
immupoglobuline di coniglio coniugate*conAfB-D—ga—
Tstiosidesi. |

Furono inoltre preparati reagenti simili ma conte—
nenti frammenti Fc d4di immunoglobuline di pecora ¢o-
niugate con F3~D—galattosidasi 0, rispettivamente,
frammenti Fec di immunogliobuline di topo coniugate
con IB-D—galattosidasi, invece che frammenti Fec di
-immunoglobuline di coniglio coniuvgate con P—D—ga-
lattosidasi. |

Ciascun reagente venne impiegato per 1l'identifica-

zione della mioglobina umana in muscolo scheletrico
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umano e dell'antigene di superficie di epatite B =31-
(HBsAg) in tessuto epatico umsno, seguendo procedu-—

re anéloghe a qﬁelle descritite negli esempi 1 e 7

ma usando antisiero anti-mioglobina e, rispettiva-

mente, antisiero anti-HBsAg originati, rispettiva-

mente, in capra, in pecora, o in topo.

RIVENDICAZIONI

1) I‘.'Le“t:o'do citochimico immunoenzimatico per 1'identi-—
fic%zione di aniigeni in tessuti caratterizzato
dalzfatto ché sl usa come marcante B-D-galatto-
Sid%si.

2) Metédo citocﬁimico immunoenzimatiﬁo secondo la-
riven&icazione 1 nel gquale l'identificazione de-
gliﬂantigeni nei tessuti viene ottenuta attraverso 5
la formazione di un prédotto insolubile e colora-
to generato per azione del marcante p-D-galat-
tosidesi su un substrato cromogeno specifico, e
nel guale metodoil marcanfeJﬁ—D—galattbsidasi

e legato all'antigene da identificare tramite un

degante specifico.

3) Ketodo citochimico immunoenzimatico secondo le
rivendicazioni 1 e 2 nel guale la g8-D-galattosi-—
dasi ¢ B-D-galattosidasi microbica.

4) Lietodo citochimico immuncenzimatico secondo 1z

rivendicazione 3 nel guale la B-D-galattosidasi .
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microbica‘é ﬁ—D~ga1attosidasi da Escherichia coli. -32-

5) Ketodo citochimico immunoenzimatico secondo la
+ivendicazione 2 nel guale i1 legante specifico
che lega la B—D—galattosidasi a1l tantigene da
identificare comprende un enticorpo specifico per
1'antigene stesso.

_6) etodo citochimico immunoenzimatico secondo la
~ivendicazione 2 nel guale il legante specifico
che lega la ﬁ—D—galattosidasi all'antigene da 1-
dentificare comprende un anticorpo specifico per
1'antigene stesso.ed un sistema di coniugazione
in grado di darelu1‘P—B—galattosidasi coniu~ ;
gato..

7) lietodo citochimico‘immunoenzimatico secondo la
rivendicazione 6 nel quale 11 B-D-galattosidesi-
coniugato & un enti-anticorpo p~-D-galattosidasi-
—coniugsato.

8) ketodo citochimico immuncenzimatico secondo la

rivendicazione 6 nel quale il ?—D—galattosidasi co-

niugato & un sisvema Biotina—Avidina p-D-galatto-
cidasi-coniugato.

a) Lietodo citochimico immunoenzimatico secondo le
rivendicazioni 2—-4 nel quale i1l substrato cromo-
geno specifico & un derivato p-D-galattosidico.

10) Letodo secondo la rivendicazione 9 nel guale il
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derivato B-D-galettosidico & un derivato indolil- -33-
—P=D-galattosidico.

11) Ketodo secondo la rivendicaszione 10 nel quale il
derivato indolil-B-D-galattoszidico & il 5-bromo—
—4-cloro-3-indolil-p-D-galattoside.

12) Ketodo secondo la rivendicazione 9 nel gquale il
derivato B-D-galattosidico & un naftil-p-D-galat-
toside.

13) Metodo secondo la rivendicazione 12 nel guale 11
naftil-g-D-galattoside & il 6-bromo-2-naftil-R-D-
—gaiattoside. |

14) Netodo secondo le rivendicazioni 1-9 caratterizza—-
to dal fatto che quando si usa come substrazto cro-
mogeno un derivato indolil-p-D-galattosidico se-
condo le rivendicazioni 10-11, un agente azo-copu-
lente pud essere opzionalmente presente,

15) lietodo secondo le rivendicazioni 1-9 caratterizza—
to dal fatto che cuando si usa come substratb cro—

mogeno un derivato naftil-f-D-galattosidico secon-—

do le rivendicazioni 12-13, un agente 2Z0—Ccopu-
lante & presente come rezgente addizionsale,

16) Ketodo secondo le rivendicazioni 14 e 15 nel qua~—
le 1l'agente azo-copulante & p-rosanilina esazzo-—
tata.

17) }etodo secondo le rivendicazioni 14 e 15 nel Gun—



18)

19)

20)

'21)

. 22)

23)
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le l‘agente'azo—copulante & scelto nel éruppo
consistente di Fast-Blue VB, Fast-Blue BB, Fast-
—~Blue RR e Past-~-Garnet GBC,

Ietodo secondo le rivendicaszioni 1-9 caratteriz-
zato dal fatto che, cuando si usa come substrato
cromogeno un derivato indolil-B-D-galattosidico
secondo le rivendicazioni 10-11, un agente ossi-
dante o di trasferimento d4di elettroni pud essere
opzionaimente pfesente.

Uetodo secondo la rivendicazione 18 nel quale
1'agente ossidante o di trasferimento di elettro-
ni comprende il mevosolfato di fenazina,

Ietodo secondo la rivendicazione 18 nel guale

1' agente ossidante o di trasferimento di elettro- ;
ni comprende un sale di tetrazolio.

i‘etodo secondo la rivendicazione 20 nel guale

il sele di tetrezolio & scelto nel gruppo con-
sistente di p-nitro Ylu tetrazolio cloruro e
tetranitro blu tetrazolio cloruro.

L.etodo secondo lé rivendiéazione 18 nel quale
l'agente ossidaente o di trasferimento di elettro-
ni & una coppia ionica red-oXx,

Wetodo secondo la rivendicazione 22 nel guale la
coppia ionica red-ox comprende Fez+/Fe3+ ioni o

)
ce’+/Ce4+ ioni.

ERBA S.p.A.
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24) lietodo secondo la rivendicazione 23 nel guale 1la -35-
coppia ionica Fe2+/Fe3+ ¢ fornite dai rispettivi
cianuri complessi o-sali solfato.
25) l.etodo secondo la rivendicazione 24 nel guale i
cianuri complessi sono un ferrocisnuro alicalino
ed un ferricianuro 2lcalino.
26) lietodo secondo la rivendicazione 25 nel guale il
ferrocianuro ed il ferricianuro alcalini sono
rotessio ferrocianuro e potassio ferricianuro.
27) IFetodo secondo la rivendicazione 23 nel quale la
coppia ionica Ce2+/Ce4+ & fornita dai rispettivi
sali_solfato.
2&) ietodo secondo la rivendicazione 22 nel guele la
coppia ionice red-ox & sceltz in un ZIUPpo con-—
sistente di I /v0°  , I /vo. , T /oS » I /B o0 2"
4 3 4 477 ?
I /MO 42‘ e I"/M070 5 46_. ,
29) Metodo secondo 1a rivendicaziohe 28 nel quale
le coppie ioniche ivi menziona%e sono fornite
dai rispettivi ssli con metalli alcalini o al-
calino-terrosi.
30) Resgente per l'esecuzione di un metodo cito-
chimico immunoenzimatico per 1la identificagzio-—
ne cegli antigeni nei tessuti caratterizzato

dal fatto che 1a F<-D—galattosidasi & usata

come marcante, comprendente, come componenti
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v essenziali, a) un anticorypo specifico per l'an- - 36~

tigene da determinare, b) fB—D—galattosidasi )
un F~D—galattosidasi coniugato, e @) un sub- -
strato cromogeno specifico per 1la fg—D—galatto~
L sidasi e in grado di fdrmare_un prodotto inso-

lubile e colorato per azione .della ﬁ—D~galatto—

sidasi.

31) Reagente per l'esecuzione di‘ﬁn metodo citochi-
mico immunoenzimatico per la identificazione
degli antigeni nei tessuti c%ratterizzato dal

i

fatto che 1= {B—D—galattosidaSi e usata come

marcante, comprendente, come;komponenti essen--‘i
ziali, a') un anfi-anticorpo coniuvgato com
?—D-galattosidasi, e b') un substrato cromogeno
specifico per 1la E—D—galattosidasi e in grado
di formare un prodotto insolubile e colorato
per azione della {3—D—galattosidasi.

32) Reagente secondo ciascuna delle rivendicazioni

30 e 31 nel guale 1la FS—D—galattosidasi & come

3 definita nelle rivendicazioni 3 e 4.
33) Reagente secondo ciascuna delle rivendicazioni
30, 31 e 32 nel guale il substrato cromogeno
specifico per la P—D—galattosidasi & come defi-—
nito nelle rivendicazioni 9-13..

24) Reagente secondo le rivendicagzioni 30, 32 e 33



L

nel guale il fa—D—galattosidasi coniugato pre-

- visto come componente b) nella rivendicazione

35)

36)

37)

30 ¢ come definito nelle rivendicazioni 7 e 8.
Reagente secondo le rivendicazioni 31, 32 e 33
nel guale l'anti-anticorpo coniugato con iS—D-
—-galattosidasi previsto coﬁe componente a") nel-
la rivendicazione 31 & un anticorpo anti-coni-—
glio o snti-capra o snti-pecoras o snti-topo.
Reagente secondo ciascuna delle rivendicazioni
30-35 contenente un agente azo—-copulante come
definito nelle rivendicazioni 15-17 quale compo-
nente addizionale.

Reagente secondo ciascuna delle rivendicazioni
30-36 contenente un agente ossidante o di tra-
sferimento di elettroni come definito alle ri-

vendicazioni 19—29'quale componente addizionale.

FARMITAL CAHLOFMA.
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DESCRI ZIONE

‘Titoloz "METODO E REAGENTI PER IMMUNOCITOCHIMICA" |

' La presente invenzione ha per oggetto un metodo

" icitochimico immunocenzimatico per l'identificazione

%di antigeni in tessuti nel quale la f-D-galattosidasi
| _

& usata come tracciante.
‘L'invenzione comprende anche i reagenti per l'esecu-

zione di detto metodo,
i

Anticorpi marcati con enzimi e sostanze fluorescenti

: Co . . o i
. .vengono comunemente usati in immunoistochimica per i

i

l e - . - ., l -
evidenziare la localizzazionedagl antigeni nei tessuti

1
i
1

{Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 47:200-2031941; J.Immunol.
45:159-170, 1942; J. Exp. Med. 91:1-13, 1950; Arch.]
Pathol. Lab. Med. 102:113-121, 1978; J. Clin. Fathol.

27:14-20, 1974).

g e e
'

Tuttavia, 1'immunolocalizzazione per megzo di enzi@i ha ac-— .

quisito recentemente maggiore diffusione poiche of—?
@ ?fre ai patologi alcuni vantaggi ben definiti rispetf

to ail'immunofluorescenza. Questi vantaggli compren-—

dono la maggiore stabilita, il miglior contrasto e

dettaglio dei preparati colorati, la stabilita dei ve-

trini, la salvaguardia del tessuto circostante e,
vrer la maggior parte degli antigeni, l'impiego di
materiale preparato con procedimenti standardizzati

di‘fissaggio ed inclusione per microscopia ottica.



. A motivo di detti vantaggi, 1 metodi immunoenzimatici -2-
risultano essere metodi altamente sensibili e precisi c¢os} che
fra le tecniche immunoistochimiche, quelle isto-

chimiche immunoenzimatiche sono oggi le pil usate in

vatologia diagnostica. I metodi citochimici immuno-

enzimatici, in particolare istochimici, hanno fornito im-

portanti informazioni in.patologia renale, per esempio,
nello studié di malattie batteriche e virali, nella
fisiopatologia del sistéma immunitario come pure

della secrezione ormonalé.

Inoltre sono stati evide@ziatirivelatori specifici

di determinatevmalattie é tipi di cellule ottenendo
significative,informazio&i__'riguérdo alla istoge—.
nesi e_differenziazione éi Tumori. .

?Una grande quantitd di prodotti cellulari, fra cui

enzimi, ormoni steroidei e polipeptidici, immunoglo-=

:buline, antigeni deilo sviluppo oncogeno, antigeni
virali ed altre proteine cellulari, sono stati messi
in evidenza in sezioni di tessuto congelate o sotto%
poste convenzionalmente a tecniche di fissaggio ed ?I
inclusione, utilizzando le metodiche summenzionate.

Pill estese applicazioni di questi metodi comprendono,
per esempio, l'evidenziazione di varie classi di |

imnunoglobuline nei twnori di origine linforeticolare

e nel processi linfoproliferativi atipieci, l'identi-



'

ficazione di ormoni polipeptidici nei tumori endocrini

e 1l'evidenziazione di vari rivelsatori +tumorali come

l'antigene carcinoembrionico e l'a-fetoproteina in

condizioni necplastiche e preneoplastiche.

Un conciso sommario di alcune applicazioni delle tec-

| . . . .
—ﬁpiche immunoenzimatiche -in. istopatologia-.e riportat

. iin-Hwnan-Pathology,- 12, 590-596 (1981}, — oo . .-
} ,

- . Vi sono elencati non meno-di 70:possibili campi di -

applicazione._m“___._nw

La possibilita di identificare in cellule e tessuti

e grande_varieté,&i_segnalatori, alcuni dei quali spe

'__”_.mbifici_per_una_determinata malattia ed altri addirit-

}
Tura eziologici, offre al _patologo nuovi criteri. .
__ Obiettivi di. diagnosi al posto_dei _tradizionali pa-

fametri y. sSpesso soggettivi, puramente morfologici,.

La perossidasi rappresenta normelmente 1'enzima a .

pitt larga diffusione in immunocitochimica /Am. J.
Clin, Pathol. 71: 483-488, 1979/ . Bench&, da una pa
te quest'enzima offra vantaggli come notevole stabi

i
~1litd, possibilita di utilizzare un substrato insolu

|
bile ad alta definizicne e di formare . . caten
costituite da strati multiplii di anticorpi con tipi

di legami esclusivamente immunélogici (ad es. il si

stema perossidasi-antiperossidasi, FAP), diversi

o

S

3

_ . routinariamente fissati ed inclusi in paraffina, unag .

i

)

_I“—.

!
i

i
}
1

—
'

L)

t

¢



-

évantaggi<sono,emersi durante l'uso di ta2li metodi -4-
raggruppati sotto il termine comune di "immunoperos—
éidasi". }
Perossidasi e pseudoperossidasi endogene sono preseﬁ—

i in alcuni tessuti e possono condurre a_falsi ri-—: . _

sultati. positivi;.il. substrato_cromogeno piitlL larga- |
! H

. . mente usato: 3,3',4,4'-diaminobenzidina tetraclori-,.. . __

: :
i
drato (DAB) .possiede un'elevata azione carcinogena

/Registry. of toxic effects_of_ Chemical Substances — '

Ed. N IOSH - U.S. Dept. of Health and Human_Services -

Cincinnati -_19807 e diventa sempre pit difficile

Ltrovare in commercio un composto ad alto grado di

]

purezza /J. Histochem. N. 28, pagg. 191-192 (1980)/..

La soluzione usata per evidenzizre la perossidasi & in-

;stabilgAgﬁ@eyﬁm§§sqxg_9£ep§;@ta soltanto pochi minu-

ti prima dell'uso /Stenberger L.A.: Immunocytochemi-
stry - 2nd Edition - John Wiley and Sons - New York ~

19797, S

Inoltre, il substrato cromogeno della perossidasi

[
mostra una colorazione intensamente marrone

contro uno sfondo marrone chiaro,cosa che |
jpone talvolta seri problemi nella determinazione del
- A

’ \ . . e )
preparato e puo portare a risultati positivi erronei.

Sono stati proposti substrati alternativi per peros-

sidasi od altri enzimi come, per esempio, glucosio



jossidasi e. fosfatasi alcalina, marsinora ot sonc
fstati.ottenuti-risultati paragonabili a. quelli for-.
niti dal sistema perossidasi + DAB, specialmente
percheé molti metodi porténo alla formazione di compo-

sti cromogeni solubili nei solventi organici utiliz-—

meno sensibili nel. rivelare gli antigeni tissutali.'

i _ 'Noi- abbiamo trovato_che 1'impiego .di B8-D-galattosi-:

1
|
, i :
. . . . . H
m‘,,Jda51400meutrac01ante permette di_ovviare agli svan--

|

taggi . comuni. alle tecniche citochimiche immuno-

-t

1

P . ) ; N

- ..senzimatiche note,in particolare al metodo citochimigo
I ' : ]

e

___ _iconseguentemente, 1la presente invenzione ha per ogr
' ’ - v =i S P

( i
igetto un metodo citochimico immunocenzimatico per l'%

t . o . . . . . . . :
~ tidentificazione di antigeni nei tessuti, particolar-

‘mente_ fessuti umani, caratterizzato dal fatto che

l'enzima B-D-galattosidasi viene impiegato come trac-

,clante,
‘

‘Secondo l'invenzione l'identificazione degli antigeni

w .

nei tessuti si ottiene tramite la formazione di un

t
[

] tprodotto insolubile e colorato generato per azione E
idella B-D-galattosidasi su uno specifico substrato
i el e .

cromogeno.,

1

Piu precisamente l'invenzione ha per oggetto un me-.

todo per l'identificazione di antigeni in tessuti

;zati per disidratare e purificare i preparati, oppure_

iimmunoperossidasiceOe _“i
| S N

s
e cae e ——————



i
fqpmprendggje_il_lgga;eﬂlfenzima F—D-galattosid@si‘i —-6—

8ll'antigene da identificare tramite qualsiasi posi

sibile legente specifico ed il rivelare 1'attivitd .
della P-D~galattosidasi per mezzo della reazione cdn uno

. :..[specifico substrato in grado di fornire,per azione della s i
. . ‘ . . , | '

S

: I
,55—D—galattosidasi,.un_prodotto_insolubile“e*colorato.,

..iL'énzimaﬁB—D—galattosidasiuusato nel metodo dell'in-
"__-_Jvenzione.pub,essere,qualsiasi_B—Drgalattosidasi di -
f

- lorigine microbica, benché _esso sia _preferibilmente,

. B-D—-galattosidasi _da Escherichia coli.

v a .

“fSecondoml'inyeHZIQne_la_ﬁfD—galattOSidasi_ﬂgé_ﬁsserﬁ&”;,
E -

.. ... legata _all'antigene da _identificare tramite qual-

A.isiasihtipondimlegante specifico.,In_pa:ticolare,_pei__

‘esempio,*qualsiasimjecnica_di marcatura o di coniugazio-

ST

i
}

. ne.gid _descritta per perossidasi nei metodi immuno—,
. f

‘perossidasici, pud essere utilizzata per_ = 1legare

'la_B-D-galattosidasi all'antigene da rivelare.

Secondo la tecnica preferita, detto antigene viene

fatto reagire con un primo anticorpo specifico per ?

: | i
L'entigene stesso e che, a sua volta, viene  legapo
‘ 1

alla B-D-galattosidasi o . direttamente ondiramitaf

qualsiasi sistema specifico di coniugazione in grado
: ' - . - - - e - e s . i..,_ .
i.

di dare un coniugato gpecifico con B—D—galattosidas:

.Un opportuno coniugato con S-D-galattosidasi pud

essere, in particolare, per esempio, un anti-anticorpo

R




‘enzima-coniugato del tipo descritto, per esempio, in
FEBS. Lett. 95, 311-(1978) o in Am, J. Clin. Pathol.
71, 483 (1979), oppure un éistema biotina-avidina -en~—
zima coniugato, in gqualunque delle sue possibili
configurazioni, per esempio del tipo riportato in
'J. Histochem. Cytochem._vol. 27, n..8, 1131_(1979).
iPreferibilmente.lo.stadioq@k;reazionemdelliaﬁtigeﬁe
!da identificare_con_il_primo anticogpo specifico. per
‘lmntigene steéso ed_il.succeséivo‘_stadio_o.stadi_
che paﬁenb_a stabilire,un,ponte_fra detto specifico

1 .
iaﬁticorpo_e_la_Bengaiattosiéasi,_vengono_sseguiti‘

congecutivamente. . __ .

e o

Per. evidenzisre 1'attivitd della B-D-galattosidasi,

'secondo_il metodo_dell'invenzione pud essere usato

t
qualsiasi substrato cromogeno che sia specifico per
l'enzima B-D—galattosidasi e che, in aggiunta, sia in

i

grado di fornire, per azione della 3-D-galattosidasi,
un prodotto di reazione colorato’insqlubile_e_stabiie.
I1 prodotto che si origina da detto substrato cromoge -
no per azione della B;D—galatfosidasi, élt?g_ad ess¢—
irg colorato e stabile, deve essere insolubile .o

Enei solventi acqgosiA”q;_ng;dsoléepﬁ;_grggniqi comu~—

!
nemente usati per trattare i tessuti in istologia,

easendo preferibilmente insolubile in ambedue 1 tipi

di solventi suddetti sia acquosi che organici,



i
'

%referibilmente,nil.substrato cromogeﬁo specifico pér -8—
. :1a B-D-galattosidasi_ & solutbile negli stessi solventi.

Questo substrato cromogeno con specificita per 1la fLD—galat—

‘tosidasi pud essere gualsiasi derivato,B—D—galaﬁto—

. !
sidico che, una volta scisso dall'enzima, sia in _ i
[ -

F
|
i

. grado di produrre una sostanza colorata, insolubile

. : |
_..e stabile come sopra. specificato. _._ _  _ i

i i
' !
H

ug_AMAMJJEsempihdi_substratimpromogeni_pa:jipglarmeﬁig_gtili,

.!secondo.il metodo _dell'invenzione sgono, per esempio,

H
i |

. lalcuni derivati indolil— e naftil-p-D-galattosidici.

S Sﬁbstratinparﬁicolarmenteﬁpreferixi_sonokiwderiyati_ S

e woomew:indolil~B-D-galattosidici_e,. fra_questi, & pit par-! = _

|

-iticolarmente .preferito.il 5=bromo=4-cloro-3-indolil~+  _

—— .—,B:-Ds-gala’ctosi de. o e e — e

S
!
i

-u.mm_JFramiuderivati,naftil:BrDrgalattosidici_ilAS:bromo—ai L

H

b

;-naftier:D:galattoside_éwuno_dei+pne£eriti.

‘Per evidenzisre 1'attivitd della f-D-galattosidasi_pud - _

‘essere talvolta necessario far reagire il substrato

‘cromogeno in_presenza di uno o pil reagenti addizio

I
__;nali_che possono essere, per esempio, copulanti, os-

{
_isidanti od agenti di trasferimento_di elettroni. |
! ' |
~.Cosl, per esempio, quando si usa come substrato cro-
[ - !
‘mogeno un derivato naftil-p-D-galattosidico, per

rivelarse l'attivitd enzimatica si richiede la pre-

'senza di un opportuno azoc-copulante il quale azo-co-




i
t

,‘pulaﬁte pud anche. essere opzionalmente presente nel - . =9-

..... ?reattivo di rivelazione dell'attivita allorché si im- | -
‘piega unl cromogeno indolil-B-D-galattosidico. .
Azo-copulanti opportuni possono essere, per esempio,

. :p—rosanilina esaazotata, Fast Blue VB, BB e RR, PFast

Jfarnet,GBC e s8imili, essendo particolammente preferi- e

. ta.la p-rosanilina esaazotata., _.._____ . . _ ___ __

1
!
: |
Incltre, per_accelerare la reazione catalizzata. dall’
!

‘enzima, in particolare_guando._si usa un _substrato

:
i

;indolilwﬁ—ngalattosidico,ﬁnel mezzo di reazione,pub,,

_ _anche_essere opzionalmente presente un ossidante od;__

un agente di trasferimento di elettroni._

et i

t

H

: I .
Agenti ossidanti o di trasferimento di elettroni pos-. = _ e -

i |

_‘sono_essere, purche appropriati, tubti quelli noti . = _ : 4

| . ; T
i i

...\come agenti ossidanti o di trasferimento di elettroni _

. [in chimica organica ed inorganica,con preferenza ge-.

i !

: 3 - El » . i

neralmente per gli agenti inorganici. , |

. 1

H

Esempi di agenti ossidanti o di trasferimento di,e—f

lettroni preferiti sono, in particolare, fenazina

—— e e = &

E
!
S

S ﬁetosolfatg, sali di tefrazolio oppure qua;giagi‘cpﬁ—
i ' i

_fEia ionica red-ox appropriata. '
i?Un:sale_di tetrazolio opportuno pud essere, per esem-

 pio, il clorurd di p-nitro-blu-tetrazolio oppure ilé
!cloruro di tetranitro-blu-tetrazolio, 7

)
1
i

Una coppia ionica red-ox opportuna pud essere, per



!
: +

. —— . potassio- ferr001anuro/ferr101anuro.‘
. [
|

T

~rem . cedura nota, e.g._procedimenti di fissaggio, inclu-

-—._. ...B8ione _e congelamento. _ comunemente usati in istoch

esempio, scelta nel gruppo delle coppie ioniche

re’t /mest | celt/ce , 17 /v0T

4 - ’
-, 22— - 6— .o
I /Mo , I /Mo70 e simili.

- - - o
:F, /VO3. ,,,,I‘/qu:w Moo

Copple del tipo Fe /FeBT , in particolare, possono .

essere fornite,e.g.,dai. rispettivi cianuri comp18581__uw

0 sali solfato; cianuri complessi sono preferlbllmente

1

' ferrocianuri/ferriCianuri-alcalinirmin-particolare|-n-~m

b
i

Copple Cek /Ce“m sono .preferibilmente. fornite dai ri-

i
spettivi“sali-solfato- S

Secondo il metodo dell'invenzione._ i_. campioni _di_tessu-

-10-—

to_possono”esserehpreparatinmediantemqualsiasifproﬁ

! ' i
I

f

| .
I !
-mica._ U SR
T ' |

Per esempio,. tessuti_fissali_con. formalina ed inclu—

t

i-

si 1n paraffina possonoc esgsere esaminativmolto_fafh

cilmente col metodo dell'invenzione. _

L'esame dei campioni pud essere eseguito con ogni |

normale microscopio ottico con ingrandimenti di
, ,

I
20-800 volte.
|

e

L'impiego dell'enzima B-D~galatt051da81 e di opportuni

)

substrati cromogeni specifici permette di ovviare,
come gia detto, agli svantaggi che si incontrano im-

piegando, e.g&.,perossidasi,

+




1

: . . . s |
In particolare, -per-esempio, 1 .problemi.causati dalla
- -presenza nei campioni-di tessuto di perossidasi e i
; ~ ‘

ﬁseudoperossidasi endogene , che, come anche detto
frecedentemente,.costituiscono una grande 1imitazio{
. ﬁé,dei metodi immunoistochimici perossidasici, Vengé—

- _ no.ovviati.nel metodo dell'invenzione sia perchd 1' i

_ . ‘enzima B-D-galattosidasi & normalmente  assente .

‘dai.tessuti umani, sia. perche, in _ogni caso, il cam-

po. di pH_per l'attivita _della B-~D-galattosidasi uma-
_na & completamente differente dal campo di pH per 1}

,aitiyiﬁé;de11awﬁ:D7galattosidasi microbica usata nel

fi

')
metodo_dell'invenzione; il range di pH per l'attiviyé

ﬁella_B:D:galattpsidasiTumana_é_girqa_ﬁ,S—ﬁ,mentre

€eSey ] 1l range d1 _PpH_di attivi t della B-D-galiatto-

- .

_isidasi_ dell'Escherlchla coli & circa 7,0-7,5.

i
i

_ Inoltre la B-D-galattosidasi viene inattivata in me

no di un minuto a circa. 55°C /The Enzymes 1960 2nd_ kd.

4
-1
i

‘pagg. 409-430 Vol., 4 Ed.: P.D. BOYER, H. LARDY, K.
MYRBACK, Academic Press — New York/ la quale & una
!
_#temperatgparcﬁevsi raggiunge normalmente durante i

_:convenzionali procedimenti di inclusione.

razie all'assenza di interferenza da parte di B-D—

!
el
ﬁ‘g ikl

;—galattosidasi endogene, i problemi della colorazios

| !
ne di fondo che insorgono con le perossidasi comune-

L

mente impiegate a motivo dell'attivita perossidasi-

~-11-



l .
4quasi_jotalmente,incolore,_Ne consegue che_ la visua-+

i

—simile nei tessuti, non si incontrano con la B—D—gq—

|
Jattosidasi. ?
La B-D-galattosidasi microbica non produce colorazi?—.
4 ;
ne di fondo nei tessuti dei mammiferi e. reagisce.con

|

.1 substrati cromogeni disponibili creando profili %

i
1

Imorfologici altamente contrastati e caratteristici.

Le colorazioni . .ottenute._sono assai meglio definite
.e distinte di guelle usualménte“ottenibrli‘con le
o ' )
' .
tecniche perossidasiche anche. in vista . del fatto che

la maggior parte dei substrati cromogeniutilizzati per .

~12-

la P-D-galattosidasi. permetie di ottenere un _fondo

i
i . . . . C s oA
lizzazione ed il_riconoscimento dei siti di immuno-]

reattivitd specifica sono _grandemente facilitati.

'Cid implica una aumentata sensibilitd per il metodoicon

f-D-galattosidasi oggetto dell'invenzione e 1lo _
pende_specialménte utile _per l'esame di_ tessuti |

con lesioni emorragiche od infiammatorie.

In aggiunta, i reagenti usati per le reazioni isto-j -

’1ogicheddkiﬁ-p—galattosidasi in particolare per e-!}

'
sempio, 1 cromogeni indolil B-D-~galattosidici prefe—
ribilmente usati,non sono conosciuti come carcinogeni

1

a differenza della diaminobenzidina, substrato ad

elevato contrasto largamente usato per 1la colorazio—

ne 8ella perossidasi.



v_.wmﬁVWf.con_quelloldelle_tecnicheAperossidasiche,.mentfe,

i )
? ' !
FInoltre, i reattivi usati per eseguire il metodo del~ ~13-
! .

.- ~-.1'invenzione sono stabili- e producono sezioni- che ‘--- - -
£ |

- sono esse pure permanentemente stabili e che richie-

+dono 1l'uso di un semplice microscopio ottico normale,

‘iGrazie ai vantaggi brevemente riportati sopra,_il.mér
i i

. -itodo ﬁ—D—galattosidasi—immunocitochimico dell’in—l";f__- e
| ] : ;

: - b1 N L] - - L3 - *
-—-——¢venzione-&- dotato di un elevatissimo grado di .

L --— {precisione e sensibi1ité,mche_sta.alla rari almeno.

¢ b vt

inello stesso. tempo, .& privo degliLsvantaggi;che_car?t—n

v —iterizzano queste ultime tecniche. ' S S

|A motivo dell'elevata sensibilita, il metodohdell'*WWﬁ_

e tinvenzione  permette di raggiungere risultati ottimali
_ _ ;

‘anche_nella_localizzazione di antigenisy materiali

Afissati ed_inclusi_routinariamente nei quali l'anti

genicita residua_é_soltantqdunaifrazione di quella

del tessuto congelato.

o ‘ !
;Benché con il metodo dell'invenzione nonsia di.ngnnq

v
H H

'necessario un pretrattamento dei campioni diﬁtessugb,w.
Etuttavia, allo scopo di aumentare ulteriormente la
! :

sensibilitd della tecnica, un pretrattamento, e.g. |

gecondo Heydermannl[Tglrplin.jPathql. 32, 971-978

(1979)/, pud essere talvolta utile per eliminare pos-
|

1 8ibili leggere interferenze delle perossidasi endo;

Egene e/o del ferro tissutale, ;




}

P

| : !
Il metodo-dell'invenzione permette di identificare - .. .. =14~

una.- grande varietd di prodotti-cellulari e,-in parti—.-
{ B

1

colare, un grande numero.di rivelatori , molti del !

quali specifici per determinate malattie ed alcuni.f
| :
addirittura eziologici, i.quali prodotti cellulari ... _.
! . H
' _%.rivelatori _possono essere, per esempio+“quelliw__L___;___"_____,

. previamente indidati_in_questa,domanda.di_brevetto.: R

. ' . i '
...L'invenzione .ha per oggetto. .anche un_reagenteper 1" ... .

‘ o . ;
... esecuzione del metodo p -D-galattosidasi-immunoisto- " -
i o ) :
1 - : :

]

chimico sopra deseritto. . R S

3ejtom:reagentecompxénde,_QDMe“pomponentifessenzialiF___m]
i
__,%lwun_anticorpogépecificq_per_liantigene_da“identifir

] . e

i s
care, b) B-D-galattosidasi od uno_specifico an_galat_hwr"

!

fosidasi doniugafb _e_¢) un substrato cromogeno spe— _ .
i -l '

_ cifico perlia B-D-galattosidasi ed in grado di forunire,

i : . .

! i

per azione della B-D-galattosidasi, un prodotto in- ]i o

r

|
solubile e colorato. -

Tale reagente pud ulteriormente comprendere un certo
. - - - - - ToTmm—— - - !
| |

numero di cbmponenti addizionalil come, per esempio,

!

?rasferi@eaﬁq,ﬂi,elettfoniped_un tampone. |

| |

~ Nel reagente descritto le caratteristiche dei vari
|

componenti sono quelle previamente indicate esponen-

+

i . . s .
do il metodo dell'invenzione, essendo componenti pre-
0 ' ’ i

feriti quelli che nella suddetta domanda d4i brevett&




i

- ﬁsono pure-stati indicati.come‘preferiti.ACosi, per S =15-

f

esempio, in- alcune formmulazioni preferite,.ilx@agenté.M_JH,

~dell'invenzione comprende,come componenti essenziali,

._-%a) un anticorpo specifico per l'antigene da identifi-

. |care, b} um SpecificoJ3-D—gaiattosidasi—coniugato

le. ¢).un_indolil-B-D-galattoside come. substrato cromé— L

13 4 U o S

___~__”wﬁNellefsuddgtted%nmﬂaﬁbni—Preferite_il,P_D_gglattosi_
were— ... dasi coniugato &, preferibilmente ,un anti-anticorpo

}
Jeconiugato.con.la_f-D-galattosidasi _oppure un sistema .

BiotinarAvidinamconiugaﬁo_con_la_ﬁ:ﬁrgalaiﬁgﬁidﬂsi-

___imalina al 1p%nﬁgmpon§t§_gppAtampgnemﬁqsfatodgdtinclﬁ—

tgeno &, preferibilmente, in particolare, 5-bromo-4-

L'indolil BfD—galattosideuusatQJcomaﬁsubstrg&g_grom%—
;
i
|

;:clqrof3:indolil:ﬁ:D:galattgside-_"n__

.I“seguenti-esémpi“il;uatzangug@~ggn"}imiFéngqin al-!

| | |

| N . .
_icun modo l'invenzione. _

Esempio 1 _ o ; . o !

i
H

1
' .

‘con la seguente procedura,

:L'insulina umana nel pancreas umano fu identificata

i

"_;Siiutilizzbvtessuto pancreatico umano fissato ?Q_foff, o

—e e e,

. So routinariamente in paraffina. Gli strati seziona-
| ' - :

.ti di paraffina vennero immersi in fisiologica tampo-
o

‘nata con tampone fosfato (PBS) a pH 7,2 e trattati

! I3

‘per 5 minuti con H202 7,5%, indi per 5 minuti con




i :

!

‘ |

. - . —.,acido periodico 2,28% ed alfine per 2.minuti con. N e h

; .
. -NaBHia0,00Z% /-J.-Clin. Pathol..32, 971-978 (1979)/. .
‘ z
- Dopo-alcuni lavaggi in PBS, le sezioni.furono incu-,

bate a 4°C per una notte con un antisieroco._di conir_?,.._

s s ‘glio anti~h-insulina diluito 1/1000 con PBS.

Dopo.lavaggio in PBS,snticorpi immunoglobuliniei '
[ ) -

.. .. . enti-coniglio prodotti in asini e coniugsti B

i i
: 1

- _.la B-D-galattosidasi_da Escherichia coli. secondo.il_ . _ . ___

' |
e —._iprocedimento_riportato.in FEBS Letters 95, 311 _(1978), _ . .

i ey diluiti 1/30.in_FBS. contenente_l1l'1%4 _di_siero _suino |

: urong . . . : \ .
_Jnonmale,ﬁf_aggluntl_allewsezlonl.“Dppo 30 minuti a |

[#2]

temperatura_ambiente, i_tessuti furono_lavati in PB

~le 1'attivita enzimatica rivelata con una soluzione

ottenuta sciogliendeo in PBS a pH 7,2:

——

| 5-Br-4—Cl-—3-indolil-B-D-galattoside 0,44 g/1 |

1,1 mM/1 |

AfMagnesio,clozuyg____
' Potassio ferricianuro 3,0 mM/1 e
Potassio ferrocianuro 3,0 mM/1

"Il trattamento con questa soluzione di rivelazione j

'fu eseguito incubando per 1 ora a 37°C, Dopo lavag-—

: :
Do . ) . |
. 1glo i nuclei vennero contrassegnati colorandoli con

. I
. rosso neutro e le sezioni vennero disidratate e mon-
| R |
 tate in Bukitt . N

I tessuti furonoc esaminati con un microscopio otti—
i

"co (Leitz Orthoplan) a 200 ingrandimenti. I luoghi




di reazione positiva.apparivano.intensamente colora-
ti in blu, La colorazione poéitiva era molto evidente
in gquanto il fondo era incolore ed i1 nuclei apparivano
colorati in rosso, I risultati furono confrontati con
guelli ottenuti negli stessi tessuti trattaii con 1lo
stesso antisiero anti-insulina e Poiesaminati se-
condo ia procedura perossidasica PAP [gternberger -

J. Histochem. Cytochem. 18, 315 (1970)/. Il risulta-—

to con la procedura perossidasica fu una reazione
positiva di intenso colore marrone. La colorazione

; s . s . |

positiva era pero meno evidente e meno_nitida di quel-
|

la ottenuta con il metodo B-D-galattosidasico a cau-

sa della leggera colorazione marrone del fondo. Cosi
con i

. il metodo/B-D-galattosidasi  permette di ottenere

irisultati di colorazione molto migliori di guelli

- i

ottenuti con il procedimento perossidasico PAP,

Esempio 2

Impiegendo il procedimento dell'esempio 1 ma sosti-
!

tuendo gli appropriati antisieri, tutti prodotti nel
i

coniglio, all'antisiero anti-insulina, vennero P

identificati anche i seguenti antigeni:
caseina umana in tessuto mammario umano; i
antigene di superficiedi epatite B (HBsAg) in fegato

unano,

lisozima unenc in intestino tenue umano;

-17-



- e

i
i

mioglobina umana in muscolo.scheletrico umano;. ..

. glucagone umano in .pancreas.umano.,

V
1
i

———— 1

:nell!esempio.l.

!Esemgio — e

La mioglobina. umana nel muscolo.scheletrico fu

-18-

;Furonp raggiunti risultati. analoghi a quelli ottenuti

jtificata_con_la_seguente_procedura. Si_impiegd tes-'

] !
suto . di_muscolo_scheletrico_umano:fissato in formali-

iden-

f
i

na_al 10%_in_tampone fosfato ed_ incluso_secondo routi-

T

ne in paraffina. Le sezioni paraffiniche vennero po

y R

tate in PBS ed incubate per una notte a 4°C con un

antisiero anti-mioglobina di coniglio (Behringwerke

-4
B

i :
copportuni furono identificati i seguenti antigeni: |

N i

11la procedura dell'esempio 1 e furono ottenuti _

istessi risultati,.

insulina umana in pancreas umano;

e
I
.

Procedendo analogamente

aseina umana in tessutq mammario umano,

{umano;

. lisozima umano in intestino tenue umano;

rglucagone umano in pancreas umano,

:EsemEio 4

gli

ed impiegando gli antisieri

antigene &i superf1c1ed1 epatlte B (HBsAg) in fegat

)

diluito 1/500 con PBS. Dopo lavaggio in PBS fu seguita .

H

-

!




- -—-----L'antigene di supeffiéie di epatite B (HBsAg) nel-

¥

¢
I
I
|
!

| :

-19-

|
- --ifegato umano fu identificato come segue. iFu~impie-+-‘~
*‘ i

gato tessuto di fegato umano fissato ed incluso

.come descritto nell'esempio 1. Si segul la procedu-

|
lra dell'esempio 1 .sostituendo all'antisiero anti-in-

i
y v

o _lsulina un antisiero di coniglio anti HBsAg .(Behring+

iwerke) diluito.1/500 con. PBS.. oo

i . . . .
_iferrocianuro e di potassio ferricianuro., Con questa

: {
lprocedura si ottenne lo stesso tipo di risultato ot-

181 usod_inoltre. una _soluzione PBS.di_rivelazione come

quella impiegata_nell'esempio 1 ma priva. di potassi

tenuto_nell'esempio 1., .

Procedendo analogamente ma impiegando gli_antisieri|

. glucagore. umarlo in pancreas umano,

linsuline umana in pancreas umano;

]

| .
...Esempio 5 .

opportuni vennero identificati i seguenti antigeni: !

o —

caseina umana in tessuto mammario umano;

1isozima umano in intestino tenue umano;

Pioglobina umana in muscolo scheletrico umano;

i

_‘__~§Il lisozima umano_nell'intestino tenue umano fu i-
i

_ tessuto di intestino tenue umano fissato ed ingloba-

dentificato con la seguente procedura, Si impiegod

3

to come descritto nell'esempio 1. Si segul 1la procé—

)dura dell 'esempio 1 sostituendo all'antisiero anti-

]



i
oo e—dnuti nell'esempio 1. ' ' —

Tantigenewdi'sﬁpmficﬁé_Qi_epéﬁiﬁﬁ_ﬁ_lﬂﬁﬁAg)ﬁin_ﬁegati

| to mammario umano congelato. Vennero preparate delle

| ;
[ }

opportuni_furono_ identificati_ i seguenti_antigeni:

ﬁFuronopraggiunti*risultati_analoghi;amquelli_ottef“ .

- Am-~J-insulina-un—antisierovdirconiglio;anti—lisozima__-i____l_go_
- --mL:(DAKo)-- diluito 1/500- con -.PBS-ed.-usando_comeﬂs'oluzio—i--_M _
fne di rivelazione una-soluzione .di. PBS a pH7,2.con;
i
fftenente: e e e e e - ?
: j
e - 7!5—Br-4—01-—3-—indolil-B—D—galat’sosid& .O.f44__g/l-_.§- e
e - qujMagnesio_cloruro 1,1 .mM/i_l _ .
. .—_'Potassio-ioduro. .- - ;20,0*“ g/1 %--—--- e
oo lIsodio-tungstato : ‘ 140,“Hg/lmim____m . | _

_iProcedendo analogemente ed impiegando_gli antisieri, e

' caseina_umana._in_tessuto mammario wmano; _ |

fumano; _ ; i

. glucagone umano in pancreas umsano..

jEsempio 6 B I

| La caseina umana fu identificata in tessuto mamma-

' ‘vennero
" sezioni di tessuto in criostato e/trattate come nel-
: 0. rave

!

‘mioglobina umana in muscolo scheletrico umano; |

rio umano con la seguente procedura, Fu usato tessu-

ipsulina_umana. in_pancreas_umaio; S I

' 1'esempio 1 utilizzando come sostituto dell'antisiero

] N !
- anti-insulina un antisiero di coniglio anti-caseina
i - i

§



-~ Procedendo analogamente con tessuti congelati ed_im%

.antigene di superficie di_ epatite B (HBsAg) in fegato

diluito 1/1000 in PBS. | . - i_

IVennero conseguiti._risultati analoghi a quelli otteé

piegando gli opportuni antisieri vennero identificati

i

!

nuti nell'esempio 1. ._

;

'l seguenti _antigeni:_

1 .
. . .

jinsulina umana in pancreas umano;
!

[

tq . . . . .
.lisozima umano in intestino _tenue umanoy;

!

. imioglobina umana in muscolo scheletrico umano;

H
1
1
H

l
o
. _IRIVENDICAZIONT _

_.1) Metodo citochimico immunoenzimatico per ltidentir—

'

i

i
i
i

)

'2) Metodo citochimico immunoenzimatico secondo la

umano; .

glucagone umano in pancreas umano,

i
;

_Ticazione di entigeni in tessuti caratterizzato

-21-

dal fatto che si usa come ﬁ?@?@i@%ﬁﬁwﬁ%ﬂ~éalaﬁt9

sidasi.

»
H
b

I
gli antigeni nei tessuti viene ottenuta attravers

la formazione di un prodotto insolubile e colora-

3

rivendicazione 1 nel guale l'identificazione de-,

o

togeneratq rer azione del tracoiante B—D—galgﬁ—

?

tosidasi su un substrato cromogeno specifico, e
' l
t

nel quale metodo la B-D-galattosidasi tracciante’

& legata all'antigene da identificare tramite un



-legante_specifico. . __.___ .

3). Metodo. citochimico immunoenzimatico. secondo_le i .

rivendicazioni 1 e 2 nel quale la B-D-galattosi--
dasi & B-D-galattosidasi microbica. .

4) Metodo_citochimico immunoengzimatico secondo .lza

i

. Lmicrobicawé,BrD—galattosidasi_da_Escherichiagcoli,

I

'5) Metodo_citochimico_immunoenzimatico_secondo_la.
| , | ‘
; JwriVendicazioneAzﬁhel_guale_il_legantemspecificoﬁ”
i
—-che_lega _la B-D-galattosidasi all'antigene da |

_identificare comprende _un_anticorpo specifico per

~rivendicazione_3 nel_quale_la_ﬁ—Drgalattosidasigéﬂ_______mw

. __l'antigene stesso._ _

'6)_Metodo_citochimico immunoenzimatico secondo la

i _ o .
i ___rivendicazione 2 nel quale il legante specifico |

_che lega la B-D-galattosidasi all'antigene da i-|_

_dentificare comprende un anticorpo specifico per .

l'antigene stesso ed un sistema specifico di co-
‘niugazione in grado di dare uno specifico B -p-ga

lattosidasi coniugato..

7) Metodo citochimico immuncenzimatico secondo la

i

e 6 nel quale il B-D_galattosidasi-

- rivendicaszion

~coniugato & un enti-anticorpo B-D-galattosidasiy

-coniugato,

{.
|
[_
i

8) Metodo citochimico immunoenzimatico secondo la

rivendicazione 6 nel quale il P—D—galattosidasi co-




niugato & un sistema Biotina-Avidina B-D-galatto-

H

i

1

-23~

+ ..gidasi-coniugato. -

9)

10)
.
i

11)

s ——— i —

12) Metodo secondo_la rivendicazione 9 nel quale il

=
!

i
ia
:

—

(RS Y

__derivato_indolil-p-D-galattosidico_& il 5-bromo-

31FM§todo secondo la rivendicazione 12 lemquglg_il

!

lietodo citochimico immuncenzimatico secondo 1le
rivendicazioni 2-4 nel quale il substrato cromo-
geno specifico & un derivato B-D—galattosidico,
Ketodo secondo la rivendicazione 9 nel quale il

_derivato.B-D-galattosidico & un derivato indolil-

+

i

_Metodo_secondqmla_tiyéndigazione_lo_ngl_qpale_il

_=B~D=galattosidico.. ___ . ___ __ .. .. ... .} .

A,JI.. W

_derivato B-D-galattosidico & un naftil-p-D-galat—

toside. e

_naftil-p-D-galattoside & il 6-bromo-2-naftil-g-D-

-galattoside,

14) letodo secohdq le rivendicazioni jf9wqaratterizza—_

i

15) lietodo secondo le rivendicazioni 1-9 caratterizz

i

- lante pud essere opzionalmente presente.

to dal fatto che'quandg_si”uga_cgmg_gubstratqvcrgj_

i
mogeno un derivato iEquingfogalgﬁﬁos;d{go sefi

condo le rivendicazioni 10-11, un agente azo-copu-
Lo Le fLVEe QWAL VTN A S = Gab™ b
4
i

to dal fatto che quando si usa come substrato cro-

mogeno un derivato naftil-p-D-galattosidico secon-

-----



h .. do_le .rivendicazioni 12-13, un agente azo-—copu-
! ! ' '

. .. - —i...lente & presente come reagente addizionale.
’ |

. ~ . . 1le l'agente azo-copulante_ & p-rosanilina Qsaazojwf

. ., . - tata.. L

117) Metodo_secondo le rivendicazioni 14 e 15 nel gua-
le 1l'agente_azo—-copulante & scelto nel gruppo

, !
__consistente di Fast-Blue VB, Fast-Blue BB, Fast-

T s ol
| ——ie 4 -

i
!
|
|
i
i

—Blue RR e Fast-farnet GBC.

! i
16) Metodo secondo le rivendicazioni 14 e_15 nel qua- _

—

118)_letodo_secondo le rivendicazioni 1-9 caratterizs

!
‘i __;w_“‘zatp“ﬁal_fattgﬁggej_ggggdpqsimgsa come substrato

-24-

_secondo_le rivendicazioni 10-11, un agente 0s5i;

J
i !
?I i
| _J._A__*ﬁqmmqgeno un derivato indolil-p-D-galattosidico
E -
: |
: dante o di trasferimento di elettroni pud essere

opzionalmente presente.

.19) letodo secondo la rivendicaziong_lS nel guale

I

! 1'agente ossidante o di trasferimento di elettrp-
; He. 2ee
! ni comprende il metosolfato di fenazina.

;201 etodo secondo la rivendicazinne 18 nel ‘quale

"‘—4‘ . ot '

1' agente ossidante o di trasferimento di elettro-

ni comprende un sale di tetrazolio.

21) Ketodo secondo la rivendicazione 20 nel guale |
. _ , |
| , il sale di tetrazolio & scelto nel gruppo con-— !

$

sistente di p-nitro blu tetrazolio cloruro e

j tetranitre blu tetrazolio cloruro,



__?_€22) Metodo. . secondo. la rivendicazione 18 nel quale

i
—— ~v¢—-mrl'agente ossidante o di-trasferimento di elettrq- — .
i |

. t
oy ni & una coppia ionica red-ox.

23) Metodo secondo la rivendicazione 22 nel guale 1la
i

1

. . . 2+ + . )
--: . coppia ionica red-ox comprende Fe /Fe3 ioni o.

”_m”__w__m__,cegf/ceef ioni. _ oo ol . -

- e e—i24 ) Metodo secondo- la-rivendicazione 23 nel quale lé

. .- - 2 b . . . <
______ coppiahlonlcaerff/Feéfﬁe*fornitafdalwrlspettlv%,

- . !
- i
]

--— 4 clianuri. complessio_sali. solfato. . o

....125) Metodo _secondo_la .rivendicazione 24Anelwquale_i[___m

. cianuri _complessi_sono_un_ferrocianuro_alcalino: o

ed_un_ferricianuro alcalino,
e . ;26) Metodo secondo..la rivendicazione 25 nel quale il

. __ferrocianurc_ed_il ferricianuroc alcalini sono

-

: : E
27) Metodo_secondo la rivendicazione 23 nel quale la

H
‘

coppia ionica'Ce?+/Ce4t & fornita dai rispettivi

sali solfatod.

i S e
28) Metodo secondo la rivendicazione 19 nel quale 1la
: |

: -
_ coppia ionica red-ox & scelta in un gruppo con-|

sistente di I /V0, , I7/v0 , I7/W05" , T7/m0%T,

- .. 6— |
I /307024- . . e - SR

..29) Reattivo per l'esecuzione di unumetodo citochimi-

i
zioni precedenti 1-28 comprendente, come compo-i

i

____potassio ferrocianuro_ e potassio ferricianuro., | _ .

co immunoenzimatico secondo clascuna delle rivendica-




.33) Reattivo secondo le rivendicazioni 29-32 conte—|

:
{

L]

i
i
!
oy

-
N
SR

1'

:35) Un metodo secondo la rivendicazione 1 sostanzial

. to e. ¢) un .substrato cromogeno specifico per. i . ..

. — azione. della BrD—galattosidasi,uunAperotto_in:m

30) Reattivo. secondo_la rivendicazione_29_ nel_quale

_ dicazioni_ 3) . e .4)._

:31). Reattivo_secondo_ le rivendicazioni 29 e 30 nel_|

.MAAqualemilIS—D—galattbsidasi Qéﬁiﬁgato

32) Reattivo _secondo le rivendicazioni 29-31 nel

, :
‘7*jHAW rivendicazioni 15-17 quale componente addizional

34) Reattivo secondo le r1Vend10aZ1on1 29-33 conte—'

_cazioni 9-13.

i

-nenti. essenziali, a) un. anticorpo specifico.-per

oppure .uno specifico P-D-galattosidasi coniuga-

la B-D-galattosidasi ed in grado. di fornire,.per . _._ _. .

solubile .e colorato.. ..

26—

- - lwuntigene da identificare, b)_B—D—galattosidasiul_;_,,m_"

- la B=D-galattosidasi_ e_come“deflnlta nelle_ rlyen:_",:ﬁ,

& come

_definito nelle rivendicazioni_ 7 ed 8,

_quale il 11 substrato _cromogeno spe01f1co _per_la |

_ B-D-galattosidasi. & come definito nelle rivendi-

)
i

nente un agente azo-copulante come definito nelle

nente un agente ossidante o di trasferimento di

elettroni come definito alle rivendicazioni 19-26

quale componente addizionale,

| —




R

- eeoe wwb.——mento-ad ognuno degli.esempi.l. — -

[
i
i
i

PV

'36) Un reattivo secondo la rivendicazione 29 .

zialmente come precedentemente descritto con

. riferimento ad ognuno degli esempi. .

mente_come.precedentemente. descritto con riferi-.

T
T I - o ) |
e e - S e
N S |
o — — —— . _§
i
R - - - - s
_ i
|
- H .
| |
& i J
l‘}' 1 : i f
.} . | — i
L
- . . ol i
!
!
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