Principy enzymové histochemie
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Enzymova histochemie (téz nazyvana katalyticka histochemie) je metoda slouzici k detekci aktivity enzymd v
bunkach nebo tkanich organismu. V soucasnosti je in situ prokdzano asi 150 enzymd, tj. asi 1/10 z celkového poctu
enzymU. Samotny princip katalytické aktivity spociva ve dvou krocich.

Prvni krok je samotnda histochemicka reakce"': tkari s enzymem + substrat = produkt.

Druhy krok je "reakce vizualizace": z testovaného produktu prvni reakce vznikne barevna a nerozpustna
sloucenina.

Aby probéhly obé tyto vySe uvedené reakce musi byt dodrzeny urcité podminky.

Zachovani aktivity enzym

Zachovani struktury bunék a tkani - kryostatové rezy (chemickd fixace témér vzdy snizuje aktivitu enzymu)
Ph prostredi

Substrat v nadbytku

Tyto optimalni podminky zajistime pomoci inkubacniho prostredi, které ma tyto slozky:

1. Substrat: ten by mél byt rozpustny ve vodé pfi pH optimaini pro dany enzym a mél by mit schopnost
vytvéaret barevny findIni produkt a zaroven dostatecné rychle pronikat do mist fyziologické lokalizace enzymu.
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Pokud je produkt reakce bezbarvy, pridava se do IP ¢inidlo slouzici k jeho zviditelnéni.

2. Aktivatory: tj. latka zvysujici aktivitu enzymu

3. Inhibitory: tj. latka snizujici aktivitu enzymu

4. Vhodny pufr: zajisti potfebné pH optimum (fosfatovy, citranovy, tris-maledtovy, octanovy, aj.)

Nejprve tedy nabidneme enzymu vhodny substrat:

Enzym Funkce
oxidoreduktazy |katalyzuji oxida¢ni nebo redukéni reakce
transferazy prenaseji chemické skupiny z jedné mlk na druhou
hydrolazy Stépi esterové, glykosidické a peptidové vazby za pritomnosti vody

réizné fosfaty

fosfatazy = glycerolfosfat (zastaralé)
= o-naftylfosfat (nebo substituované)
= BCIP

dehydrogenazy |oxidovatelny substrat odstépujici vodik

peroxidazy peroxid vodiku

esterdzy hydrolyzovatelny ester

glykosidazy glykosidicka vazba (cukry, glykoproteiny,glykolipidy)
sulfatazy sulfoestery

nukleotiddzy |nukleotidovy retézec

proteazy protein nebo peptid

ligdzy katalyzuji syntetické reakce za soucasného stépeni ATP.
Poté zviditeInime reakcni produkt reakci s chromogenem - vizualizacni reakce:

Precipitace s kationty kovd vznik barevné nerospustné soli Pb, Co
Simultanni azokopulace produkt (naftol) se prevede na azobarvivo

Indigogenni reakce Stépeni na indoxyl a jeho oxidace na indigo
Tetrazoliovd metoda redukce tetrazoliové soli na barevny formazan
Peroxiddzova reakce oxidace DAB (diaminobenzidin)

Samotné provedeni

= Prlikaz se provadi na volnych rfezech (na hod. skli¢ku nebo v malinkych Petriho miskach v inkuba¢nim roztoku)
nebo na fezech adhezi prilepenych na podlozni skli¢ko.
= |Inkubace 37 °C nebo laboratorni teplota. Délka inkubace je od nékolika minut az do dvou hodin (zavisi na
mnozstvi enzymu ve tkani a citlivosti metody)
= Fixace:
= Cerstvé kryostatové fezy z nefixované tkané
= fezy z fixovanych vzork{
= fezy pripravené lyofylizaci
= Kazdy histochemicky priikaz je tfeba doplnit o kontrolni pokus a inhibi¢ni testy.


https://www.wikiskripta.eu/w/Histochemie
https://www.wikiskripta.eu/w/PH_prost%C5%99ed%C3%AD
https://www.wikiskripta.eu/w/Pufr

Kontrolni pokus: slouzi k verifikaci vysledk( a provadi se jednoduse tak, Zze se v inkuba¢nim roztoku vynecha
substrat.

Inhibic¢ni testy: jsou indikovany v téch pripadech, kdy stejny substrat je atakovan nékolika enzymy soucasné.
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