Immunologie: Sekundarantikorper

Farbstoffempfehlungen ftr Doppel- und Dreifachmarkierungen
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CINOVIC

Rhodamine- Red X

Rhodamine Red-X (RRX) ist wegen seiner spektralen Eigenschaften ein nahezu ideales
Fluorochrom fur Dreifachmarkierungen, die durch konfokale Laserscanningmikroskopie
ausgewertet werden kann.

Rhodamine Red-X, Cy5 und Cy2 zeigen fast keine Uberlappung ihrer Spektren und kénnen daher
alle ohne relevanten Empfindlichkeitsverlust detektiert werden.

Besonders geeignet ist Rhodamine Red-X fiur Doppelmarkierungen mit dem stark grun
fluoreszierenden Carbocyanin Cy2 und anschlieBende konventionelle Fluoreszenzmikroskopie.
Mdoglich ist auch der simultane Einsatz Rhodamine Red-X-gekoppelter Antikérper fur die
Visualisierung des ersten Antigens und von blau fluoreszierenden AMCA-Konjugaten fir die
Markierung des zweiten Antigens.

Hersteller der Rhodamine RedX Farbstoffe ist die Fa. Molecular Probes Inc., USA

U Darstellung des Kalzium-bindenden Proteins
Calretinin im parietalen Cortex der Ratte mit einem
Kaninchen-Antiserum und Rhodamine Red-X-
konjugierten Ziege-anti-Kaninchen IgG.

U Doppelmarkierung der Kalzium-bindenden Proteine
Parvalbumin und Calbindin in priformen Cortex der
Ratte. Darstellung von Calbindin mittels Rhodamine
Red-X Ziege-anti-Maus 1gG (rot) und von Parvalbumin
mit Cy2-Ziege-anti-Kaninchen 1gG (griin). Zellen, die
beide Kalzium-bindenden Proteine enthalten,
erscheinen gelb.

Carbocyanine - erste Wahl fur die Immunfluoreszenz

Cy3: Im Vergleich zu den klassischen Fluoreszenzfarbstoffen wie Tetramethylrhodamin und
Texas Red erweist sich das rot fluoreszierende Carbocyanin 3 (Cy3) als extrem leuchtintensiv und
photostabil.

Die relativ hydrophilen Cy3 konjugierten Nachweisreagenzien zeigen kaum unspezifische Bindung
an biologische Gewebe. Da Cy3 ein Exzitationsmaximum von 550 nm aufweist und sein
Emissionsmaximum bei 570 nm liegt, kann die Untersuchung Cy3-markierter Praparate ohne
apparativen Mehraufwand mit einem konventionellen ,,Rhodaminfilter" am Fluoreszenzmikroskop
erfolgen.  Alternativ  ist die Analyse von Cy3-Markierungen am  konfokalen
Laserscanningmikroskop (CLSM) mdglich, die sowohl nach Anregung mit einem Argonlaser (bei
514 oder 528 nm) als auch mit einem Helium—-Neon-Laser (bei 543 nm) erfolgen kann. Nach
Aufbewahrung Cy3-gefarbter Praparate in geeigneten organischen Eindeckmedien wie z.B.
Entellan (Merck, Darmstadt) dunkel bei 4 Grad Celsius bleibt die Instensitdt oft jahrelang
erhalten.
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Cy2: Dieses grun fluoreszierende Carbocyanin ist dem klassischen Label Fluorescein in
wesentlichen Parametern deutlich tberlegen. Das betrifft vor allem die Leuchtintensitat von Cy2,
die Langzeitstabilitdt dieses Fluorophors nach Einbettung gefarbten Gewebes in organischen
Medien sowie die geringe Tendenz von Cy2, auszubleichen. Mit einem Exzitationsmaximum bei
490 nm und einem Emissionsmaximum bei 508 nm weist Cy2 &hnliche Spektraleigenschaften wie
Fluorescein auf und ist mit Gblichen "FITC- (Fluoresceinisothiocyanat-) Filtern" kompatibel.

Cy2/Cy3- Doppelmarkierungen: Fir die gleichzeitige Detektion zweier verschiedener Antigene
im gleichen Gewebe sind Carbocyanin-Doppelmarkierungen oft die Methode der Wahl fir
konventionelle Fluoreszenzmikroskopie. Die gebrauchlichste Variante solcher
Doppelmarkierungen beruht auf der Inkubation von Gewebe mit einem Cocktail aus zwei
Priméarantikdrpern verschiedener Wirtsspezies (z.B. Kaninchen und Maus) gefolgt von ihrer
zeitgleichen Visualisierung mit nicht kreuzreaktiven fluorochromierten Sekundéarantikorpern (z.B.
Cy2-Ziege-anti-Kaninchen 1gG und Cy3-Ziege-anti-Maus IgG).

U Doppelmarkierung von GFAP (saures Gliafaserprotein) und Astrozyten (Cy2,
grin) und Keratansulfat in Mikroglia (Cy3,rot). Hippocampus der Ratte.

Cy5: Dieses neuartige Fluorochrom zeichnet sich ebenfalls durch einen hohen
Extinktionskoeffizienten aus. Cy5 wird bei 650 nm maximal angeregt und zeigt bei 674 nm das
Emissionsmaximum. Cy5-markierte Praparate lassen sich optimal an konfokalen Laserscanning-
Mikroskopen nach Anregung mit einem Krypton/Argon-Laser (bei 647 nm) analysieren. Weil die
Fluoreszenz von Cy5 fiur das menschliche Auge kaum sichtbar ist, kdnnen Cy5-Markierungen mit
konventionellen Fluoreszenzmikroskopen praktisch nicht untersucht werden. Ein besonderer
Vorteil von Cy5 und seiner Anregung mit rotem Licht ist die resultierende niedrige
Autofluoreszenz biologischer Proben.

Mehrfachmarkierungen mit Cy5: Der von der Emissionswellenlange anderer gebrauchlicher
Fluorochrome deutlich getrennte Emissionspeak von Cy5 legt seine Nutzung fur
Mehrfachmarkierungen nahe. Dabei kénnen die anderen eingesetzten Fluorophore z.B. Cy2 und
Cy3 oder DTAF und Texas Red oder das neu entwickelte Rhodamine Red-X sein. Die Wahl der
eingesetzten fluorchromierten Nachweisreagenzien ist vor allem von der Ausstattung des
nachfolgend bendgtigten konfokalen Mikroskops abhéngig.
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Extinktions- und Emissionsmaxima der wichtigsten Fluorochrome

Absorption Emission Farbe
Cy2 Carbocyanin 490 nm 508 nm Grin
FITC ey 492 nm 520 nm Griin
Isothiocyanat
Cy3 Indocarbocyanin 550 nm 570 nm Rot
TRITC Tetramethyl Rhodamin- g5 |\ 570 nm Rot
Isothiocyanat
RRX Rhodamin RedX 570 nm 590 nm Rot
TRSC Tetramethyl Riodamin= == coq oy 620 nm Rot
Sulfonylchlorid
Cy5 Indodicarbocyanin 650 nm 670 nm Infrarot
AMCA ALY LI 350 nm 450 nm Blau
Acetat
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