
Single, Duplex und Multiplex

Immunhistochemie-Etablierung und Validierung



Etablierung

?


Nein!

Aber: Unterschiede 

wahrnehmen und 

Färbeprotokoll 

validieren! 

•gleichmäßige Schnittdicke 1-4 µm beachten

!Einfluss auf die Färbeintensität!

•Streckbad: frisches, sauberes Wasser

•geschnittenes, aufgezogenes Gewebe  

nicht länger als 1-2 Wochen auf OT lagern

•Objektträger (Qualität, Beschichtung) 

können zu ungleichmäßigen Färbungen, 

Artefakten, Hintergrundfärbungen 

beitragen(!)

•SOP dringend empfohlen



Etablierung

Epitopdemaskierung (Retrieval)

• Problem 1: zu kurze effektive HIER-Dauer

– Temp. 95-99 °C und Dauer i.d.R. 20 - 40 min*

• Problem 2: falscher HIER-Puffer

– ca. 90% aller Antikörper färben sensitiver bei alkalischer HIER-

Pufferlösung (z.B. Trilogy = Tris/EDTA-Rezept pH8; Declere=Citrat 

pH6)

• Problem 3: nicht standardisierte HIER-Methode

− z.B. Schwankungen der Temp.

HIER: Heat-Induced Epitope Retrieval
* alkalische HIER-Puffer mit kürzerer optimaler Dauer (15-30 min)



Epitopdemaskierung (Retrieval)

• Wasserbad (computergesteuert: PT-Modul)

• Dampfgarer

• Autoklav

• Dampfdrucktopf

• Mikrowelle (Standardisierung problematisch: !Six Sense!)

• Temperatur- und Zeitkontrolle(!)

– geeichtes Thermometer verwenden

• Morphologie-Erhalt

• Standardisierung besonders wichtig

Etablierung



(li) negatives Färbeergebnis bei Trocknung der Schnitte für 2h bei 58°C (falsch negativ)                (re) Trocknung der Schnitte über Nacht bei Raumtemperatur

Etablierung Trocknung

20x magnification

Quelle: Targos



Blockierung der unspezifischen Bindungen mit Ziegenserum

(li) 20 min

Etablierung Blockierung

20x magnification

(re) 30 min

Quelle: Targos



Quelle: LF-SK-Path-11/2013, 71SD4028, Rev 1.2

Etablierung



Protokoll Dako Austostainer Link48

N-Ton 74 Laufkontrolle

20x magnification

1/75 1/100 1/150

Quelle Targos

Quelle: Targos



(links) Verdünnung 1:25, (Mitte) 1:50, (rechts) 1:100 in Antikörperverdünnungsmedium Dako

Etablierung Primärantikörper Verdünnungsmedium

20x magnification

Quelle: Targos



Dako Verdünnungsmedium Ventana Verdünnungsmedium

Etablierung Primärantikörper Verdünnungsmedium

0,4 magnification

Quelle: Targos



Dako Verdünnungsmedium
Ventana Verdünnungsmedium

Primärantikörper Verdünnungsmedium

10x magnification

Quelle: Targos



22C3 SP26328-8 SP142

Gegenüberstellung

1x magnification

Quelle Targos



22C3
20x

28-8
20x

SP263
20x

Etablierung Primärantikörper-Klon

20x magnification

22C3
20x

28-8
20x

SP263
20x

SP142
20x

Quelle: Targos



(2014/I)

289 Institutes

n=148

n=  53

n=   8

n=  80

Etablierung Primärantikörper-Klon



Hercep Test Ventana 4B5

Etablierung Primärantikörper-Klon

20x magnification

Quelle: Targos
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Etablierung
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Etablierung
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Etablierung



Etablierung

• Beurteilung der Färbung durch den   Pathologen/Laborleiter

– Plausibilitätsprüfung (zytoplasmatisch, membranös, nukleär)

• Evtl. Verbesserungen vornehmen

– dabei Varianten nacheinander testen 

➢ nur 1 Parameter ändern

➢ Variationen in einem Lauf an einem Tag (Ak-Verdünnung)

➢ „Feinschliff“



Quelle: LF-SK-Path-11/2013, 71SD4028, Rev 1.2

Validierung: Verifizierung (Intraassay)



Validierung: Verifizierung (Interassay)

Quelle: LF-SK-Path-11/2013, 71SD4028, Rev 1.2



Plattformen

Dako Autostainer Link

Dako Omnis

Ventana BenchMark ULTRA

Leica Bond III



Monoplex
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Ki67 DAB 5x 

PD-L1 purple 10x

panCK teal 10x

CD32 perma green 20x

Monoplex

Quelle: Targos
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panCK yellow 20x

panCK red 20x

CD8 yellow 20x

CD68 purple 20x

Monoplex

Quelle: Targos
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Monoplex normale Milz

Granzym B DAB

20 x
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Monoplex normale Milz

Granzym B purple

20 x



Duplex Färbungen
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Duplex Färbung PD-L1 (DAB)/PD1(RED)

Tonsille 5x magnification

Quelle Targos

Quelle: Targos



Duplex Färbung PD-L1(DAB)/PD1(RED)

Lungenkarzinom LC-L92

20x magnification

Quelle Targos
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Duplex

ki67 (purple) / CD8 (yellow) Duplex Färbung

20x magnification

Quelle: Targos
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Duplex



Multiplexing (IHC)

Quelle: C.Hitzing



Quelle Targos

Triplex Färbung CD3/PD-L1/CD68

Tonsille 5x magnification



Quelle Targos

Triplex Färbung CD3/PD-L1/CD68

Lungenkarzinom 10x magnification
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FOXP3(DAB)-CD8(P)-panCK(teal)-CD25(Y)
20x magnification

Quelle: Targos
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FOXP3(DAB)-CD8(P)-panCK(teal)-CD25(Y)

20x magnification

Quelle: Targos



Page 38 Contact: info@targos-gmbh.de


