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Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 6.

1. Metody immunocytochemiczne — detekcja biatek w preparatach
komoérkowych.

2. Barwienia histologiczne. Barwienie H&E, znakowanie cytoplazmy,
jadra i organelli komorkowych.

3. Metody hybrydyzacyjne — dot blot.

Wstep teoretyczny

Immunocytochemia zajmuje sie wykrywaniem w komoédrkach substancji o charakterze
antygenowym za pomocg znakowanych przeciwciat. Immunocytochemia nalezy do grupy metod
okreslanych jako techniki immunohistochemiczne, w ktérych badanym materiatem obok komoérek sg
tkanki.

Immunohistochemiczne uwidocznienie antygenu w komodrce wymaga otrzymania przeciwciat
swoistych dla tego antygenu. Wyizolowany metodami preparatyki biochemicznej antygen stuzy do
immunizacji zwierzat laboratoryjnych, ktore bedg pdzniej stanowic Zrédto swoistych przeciwciat.

Stosowane w immunocytochemii przeciwciata mogg by¢ wyznakowane rdéznymi znacznikami,
umozliwiajgcymi uwidocznienie miejsca wigzania sie przeciwciata do znajdujgcego sie w komorce
antygenu. NajczeSciej obecnie stosowanymi znacznikami sg enzymy (peroksydaza chrzanowa,
fosfataza zasadowa) oraz szeroka gama fluorochroméw (immunofluorescencja). Metody
wykorzystujgce enzymy jako znaczniki sg czesto bardziej ztozone niz metody immunofluorescencyjne,
poniewaz wymagaja przeprowadzenia dodatkowej reakcji histochemicznej uwidaczniajacej aktywnos¢
enzymu, ktérym wyznakowane byto przeciwciato. Koricowa reakcja histochemiczna prowadzi do
nagromadzenia znacznych ilosci barwnego produktu reakcji, co umozliwia uwidocznienie miejsca
wigzania znakowanego przeciwciata nawet przy sladowych ilosciach antygenu w komérce. Stad tez
metody te charakteryzujg sie wysoka czutoscia.

Aby utatwic¢ dostep przeciwciat do wnetrza komdérek i ich wigzanie sie z antygenem stosowana jest
permeabilizacja bton komdrkowych detergentami (np. Triton X100). Chociaz wigzanie antygen-
przeciwciato charakteryzuje sie wysoka specyficznoscia, istnieje mozliwos¢ nieswoistych oddziatywan
(np. na drodze oddziatywan elektrostatycznych) miedzy badanym materiatem a biatkami osoczowymi,
w tym réwniez przeciwciatami. Aby zapobiec tym niespecyficznym reakcjom, przed przeprowadzeniem
wiasciwe]j reakcji immunohistochemicznej, wykonuje sie tzw. blokowanie, polegajgce na inkubacji
preparatéw z nieaktywng immunologicznie (nie zawierajgcg swoistych przeciwciat) surowicg innego
gatunku zwierzecia niz to, od ktérego uzyskano przeciwciata.

Stosowanie przeciwciat znakowanych enzymami wymaga dodatkowo unieczynnienia tkankowego
enzymu o takiej samej aktywnosci jakg wykazuje enzym znacznikowy. Istnieje bowiem mozliwos¢, ze

Katedra i Zaktad Biologii Molekularnej i Komérkowej Strona 1



Instrukcja ¢wiczen ,Biologia molekularna” dla Il roku Analityki Medycznej

badana tkanka zawiera taki enzym i w reakcji wykrywajgcej enzym znacznikowy mdgtby on powodowac
pojawienie sie zabarwienia w miejscu nie zwigzanym z obecnoscig antygenu (tzw. reakcja
niespecyficzna). Unieczynnienie endogennego enzymu przeprowadza sie poprzez inkubacje komérek
lub tkanki z odpowiednim inhibitorem (w przypadku zastosowania jako znacznika peroksydazy
chrzanowej uzywa sie 0,3 — 3% roztworu

nadtlenku wodoru) przed wykonaniem wtasciwej reakcji immunocytochemiczne;j.

Metoda biotyna — awidyna (metoda ABC)

W metodzie tej wykorzystuje sie trwate i specyficzne oddziatywanie pomiedzy glikoproteing awidyng,
a biotyng. Jedna czasteczka awidyny przytgcza 4 czasteczki biotyny. Zwykle biotyne sprzega sie
z przeciwciatem drugorzedowym oraz znakuje sie enzymatycznie. W tej sytuacji wigzanie awidyna-
biotyna petni role tgcznika pomiedzy przeciwciatem a znacznikiem. W najpopularniejszym wariancie tej
metody przeprowadza sie nastepujgce etapy: 1) inkubacja z nieznakowanym przeciwciatem
pierwszorzedowym, 2) inkubacja z biotynylowanym przeciwciatem drugorzedowym, 3) inkubacja
z kompleksem awidyna — biotynylowana peroksydaza chrzanowa 4) inkubacja z substratem dla
peroksydazy (np. diaminobenzydyng).

Metoda ta, mimo ze dos¢ czasochtonna jest czesto stosowana ze wzgledu na bardzo wysoka czutosé,
a zatem na mozliwosé wykrywania w komdrkach nawet antygendw wystepujacych w Sladowych
ilosciach.

Q
o ©

A antygen .znacznik
A A

Schemat reakcji immunocytochemicznej metodqg ABC.

Zadanie 1.

Przeanalizuj etapy reakcji immunocytochemicznej wykonanej na preparatach utrwalonych komadrek
z hodowli in vitro i odpowiedz na pytania:

1. Przeptukac preparaty z utrwalonymi komérkami w PBS (1 x 5 min)

2. Zanurzy¢ komorki w 0,1% Tritonie X100 w PBS przez 10 min

3. Przeptukaé¢ w PBS 2 x 3 min

4. Inkubowaé komérki w roztworze 3% nadtlenku wodoru w PBS przez 10 min

5. Przeptukaé¢ w PBS 2 x 3 min

6. Inkubowac¢ komarki w obecnosci 5% - 10% surowicy (w PBS) pochodzacej od gatunku zwierzecia, od
ktorego pochodzi przeciwciato drugorzedowe przez 10 min.

7. Delikatnie odsgczy¢ nadmiar surowicy.

8. Komoérki inkubowaé w obecnosci odpowiednio rozciericzonego przeciwciata pierwszorzedowego
przez 20 h w tem. 4°C
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9. Przeptukad buforem PBS 3 x 3 min

10. Natozy¢ przeciwciato drugorzedowe sprzezone z peroksydazg na 20 min w temp. 37°C

11. Przeptukaé buforem PBS 3x 3 min

12. Przeprowadzi¢ reakcje barwng: komadrki inkubowac przez 2-7 min w roztworze diaminobenzydyny
(DAB).

13. Przeptukadé szkietka wodg biezgcg w celu zakoniczenia reakcji.

14.Wybarwienie jader komérkowych poprzez inkubacje w hematoksylinie przez okoto 5 minut.

15. Przeptukaé szkietka wodg destylowana.

16. Naklei¢ szkietka z wybarwionymi komdrkami na szkietka podstawowe uzywajgc DPX/balsam
kanadyjski.

17. Ogladaé preparaty w mikroskopie swietlnym, poréwnaé ekspresje ocenianego biatka.

Rownolegle przygotowalé kontrole negatywng na jednym preparacie polegajacg na zastgpieniu
przeciwciata pierwszorzedowego PBS!

Wyijasnij w jakim celu stosujemy nastepujace kroki procedury:

1. Traktujemy komaorki 0,1% Tritonem X100 W PBS .......coceiieriririie st ereestsessssse st sessesessseesassssenes

2. Inkubujemy komérki w roztworze 3% nadtlenku Wodoru: .......c.ceeeeeeceineve s s

3. Inkubujemy komérki w obecnosci 5% - 10% surowicy (w PBS) pochodzacej od gatunku zwierzecia,
od ktdrego pochodzi przeciwciato drugorZEAOWE .......c..cueeveeeee ettt e b s

Zadanie 2. Przeanalizuj sposdb wykonania oceny immunocytochemicznej preparatéw ponizej,
a nastepnie wykonaj samodzielng analize:

Tabela. Skala intensywnosci zabarwienia reakcji immunocytochemicznej

Intensywnos¢ zabarwienia Oznaczenie Przyklad

Bez zabarwienia -

Stabe zabarwienie e
Srednie zabarwienie ++
Silne zabarwienie b 751 2
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Woybierz co najmniej 3 preparaty do oceny intensywnosci reakcji, dokonaj oceny co najmniej 2 dotkéw
objetych reakcjg, ponizej przyktadowe zdjecie preparatu:

Woybierz 3 rézne przeciwciata. Oceny dokonujemy analizujgc preparaty w mikroskopie prostym.

Przeciwciato 3 Odezyt 1 Odczyt 2 Odczyt 3
% wybarwionych
komorek
Intensywnosc
zabarwienia
Sredni wynik

Przeciwciato 3 Odezyt 1 Odczyt 2 Odezyt 3
% wybarwionych
komorek
Intensywnosc
zabarwienia
Sredni wynik

Przeciwciato 3 Odczyt 1 Odczyt 2 Odczyt 3
% wybarwionych
komorek
Intensywnosé
zabarwienia

Sredni wynik

Zadanie 3. Barwienie H&E

Barwienie hematoksyling i eozyng (H&E) jest najczesciej stosowang metodg barwienia przeglagdowego
w histologii. Hematoksylina jest naturalnym barwnikiem pozyskiwanym z amerykanskiego drzewa
Erytroxylon campechianum. Uzywa sie jej w postaci ztozonych roztwordw zawierajgcych sole glinu,
zelaza, chromu lub wolframu. Zawartosé tych metali sprawia, ze tkanka przyjmuje barwnik. Elementy
zasadochtonne takie jak jagdra komorkowe (grupy fosforanowe DNA), rybosomy, depozyty wapnia,
bakterie G(+) barwig sie na niebiesko (fioletowo). Po barwieniu, nalezy preparaty dtugo ptukaé¢ w
biezgcej wodzie, gdyz dopiero po wyptukaniu uzyskuje sie czysto niebieskie zabarwienie jader
komérkowych. Eozyna jest bromowa pochodng fluoresceiny, jest stabym kwasem i wykazuje silne
powinowactwo do kwasochtonnych elementéw komorki, takich jak biatka cytoplazmy czy biatka
macierzy zewngatrzkomoérkowej (kolagen i elastyna), widékna nerwowe, wtdkna glejowe i tym samym
barwi je na czerwono (rézowo).

Procedura barwienia hematoksyling i eozyna:

Materiaty :
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- preparaty komdrkowe utrwalone formaling 4% na szkietkach mikroskopowych,
- roztwor hematoksyliny

- roztwoér eozyny

- szklane , kominki” do barwienia

- Rekawiczki — kazdy przynosi swoje!!l

Procedura:

1. Utrwalone komarki na szkietkach przeptukac w PBS;

2. Przetozy¢ preparat do kominka z hemetoksyling i barwi¢ przez 1.5 minuty poprzez zanurzenie
w szklanym kominku, mozna wykorzystac stoper z telefonu);

3. Preparat przenies$¢ do kominka z wodg destylowang na 5 minut;

4. Ptukac preparat pod bardzo delikatnym strumieniem biezgcej wody okoto 20 minut, az do uzyskania
niebieskiego zabarwienia jader komodrkowych (kontrola pod mikroskopem lub do widocznej
makroskopowo zmiany zabarwienia komorek);

5. Umiescié preparat kominku z roztworem eozyny i barwic przez 5 minut poprzez zanurzenie szkietka
do szklanego kominka;

6. Przeptukaé preparat wodg destylowang poprzez zanurzenie szkietka w szklanym kominku z woda
destylowang na 2 minuty;

7. Preparat odwodnié¢ umieszczajac go w roztworach alkoholu (80%, 90% i 96%) na 1 minute (pod
dygestorium);

8. Preparaty ,,zamknac¢” za pomocg medium do zamykania preparatow — przy pomocy bagietki szklanej
naktadamy krople medium DPX na szkietko podstawowe i przykrywamy szkietkiem nakrywkowym - pod
dygestorium - DOKLADNA KONTROLA PROWADZACEGO!!!

Zadanie 4. Analiza metodgq dot blot

Metoda dot blot jest podobna zasadg dziatania do metody western blotting (obie metody pozwalajg
na identyfikacje i analize biatek). Jednak w metodzie dot blot biatka nie sg rozdzielane przy uzyciu
elektroforezy a bezposrednio nanoszone na membrane a nastepnie wykrywane za pomocg przeciwciat.

Odczynniki:

- Nitroceluloza, peseta, szalka

- Przeciwciato A —biotynylowane kozie anty- mysie immunoglobuliny IgG
- ExtrAvidin - koniugat awidyny z peroksydaza

- Kazeina w odttuszczonym 5% mleku

- bufor TBS pH 7,6

- bufor octanowy

- diaminobenzydyna (DAB) do wybarwienia reakcji

Procedura:
1. Pasek nitrocelulozy umiesci¢ na reczniku papierowym, podpisa¢ otéwkiem rozciericzenia i obrysowac
miejsca nanoszenia przeciwciafa.
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2. W zaznaczone miejsca na bibule naniesé po kropli przeciwciata A w réznych rozciericzeniach: 1:1,
1:2, 1:5.

3. Wysuszy¢ ok 10 min. na powietrzu

. Inkubowac w szalce z kazeing 30 min.

. Ptuka¢ 3x 5 min. w buforze TBS, bufor usungc z szalki.

. Na bibute w szalce natozy¢ awidyne skoniugowang z peroksydazg i inkubowaé 30 min.

. Ptuka¢ 2x 5min buforem TBS.

. Ptukaé 1x 5 min w buforze octanowym, bufor usungc z szalki.

. Natozy¢ DAB.

10. Odptukac substrat w wodzie wodociggowej.

O 00 N O U b

Polecenie sprawdzajgce 1:
Zanotuj obserwacje wybarwienia przeciwciata w zaleznosci od jego stezenia z wykonanego ¢éwiczenia.

Polecenie sprawdzajqgce 2:

Uzupetnij tabelke:
Rodzaj rozpoznawanej Nazwa metody hybrydyzacyjnej Stosowana ”sonda
sekwencji stosowanej w biologii molekularnej hybrydyzacyjna”

aminokwasy w biatkach

nukleotydy w RNA

nukleotydy w DNA
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