BARWIENIA IMMUNOCYTOCHEMICZNE KOMOREK ZWIERZECYCH

Celem ¢éwiczenia jest praktyczne zapoznanie si¢ z wybranymi metodami
immunocytochemicznymi, z metoda posredniej immunofluorescencji i metoda
immunoenzymatyczng i oraz mozliwosciami wykrywania obecnosci i lokalizacji i réznych
biatek w komodrkach zwierzecych..

Przebieg ¢wiczenia:

I. ldentyfikacja roznych izoform aktyny w otrzymanych komoérkach metoda posrednie;j
immunofluorescenciji.
Il. ldentyfikacja roznych izoform aktyny w tych samym typie komorek posrednig metoda

immunoenzymatyczng.
I11. Poréwnanie trudnosci, czutosci i przydatnosci obu metod do wykrywania takiego

samego antygenu

Wykonanie ¢wiczenia:

Praca w dwuosobowych zespolach

1. Ogladna¢ (w mikroskopie odwroconym) komorki z hodowli in vitro (wysiane na szkietkach
umieszczonych w szalkach hodowlanych).
fibroblasty skory ludzkiej (HSF)
ludzkie fibroblasty oskrzeli (HBF) wyizolowane od osoby zdrowej
ludzkie fibroblasty oskrzeli (HBF-AS) wyizolowane od osoby chorej na astme¢ oskrzelowg

2. Kazdy zespol wybiera do barwienia 4 szalki ze szkielkami z takimi samymi komérkami

Dwa szkielka nalezy wykorzysta¢ do identyfikacji odpowiednio B-aktyny lub a-aktyny (a-SMA)
metoda posredniej immunofluorescencji

Jjedno szkietko nalezy przeznaczy¢ do wykrywania poszukiwanego biatka metodg
immunocytofluorescencji posredniej (inkubacja utwalonych komaorek kolejno z pierwszo- i
drugorzedowym przeciwciatem),

drugie szkietko wykorzystac do przeprowadzenia kontroli negatywnej (inkubacja utrwalonych
komorek tylko z drugorzedowym, znakowanym fluorescencyjnie przeciwciatem

3. Dwa szkielka nalezy wykorzysta¢ do identyfikacji odpowiednio -aktyny lub a-aktyny (a-SMA)
posrednia metoda immunoenzymatyczng
Jjedno szkietko nalezy przeznaczy¢ do wykrywania poszukiwanego biatka metodg
immunoenzymatyczng (inkubacja utrwalonych komorek kolejno z pierwszo- i drugorzedowym
przeciwciatem oraz substratem),
drugie szkietko wykorzystac¢ do przeprowadzenia kontroli negatywnej (bez inkubacji komorek z
przeciwciatem przeciw poszukiwanemu antygenowi)



Identyfikacja bialek metodg posredniej immunofluorescencji
w komorkach z hodowli in vitro

Wybra¢ do barwienia 2 szkielka z takimi samymi komorkami.

10.

11.

Utrwalanie komorek:

Zla¢ pozywke z szalki znad szkietek z komorkami i przeptukac szkietka 3 razy
roztworem PBS o temp. 37°C.

Zlaé PBS i zala¢ komorki 3,7% roztworem formaldehydu w PBS o temp.37°C

1 utrwala¢ komorki przez 15 min w cieplarce.

Zla¢ utrwalacz znad komorek i1 przeptukac szkietka 3 razy roztworem PBS.

Zla¢ PBS i zala¢ komorki 0.1% roztworem Tritonu X-100 i pozostawi¢ na 7 min w
temperaturze pokojowe;j.

Zla¢ Triton X-100 znad komorek i przeplukaé szkietka 3 razy PBS.

Inkubacja komdrek z przeciwcialem I-rzedowym:

(nieznakowanym, swoistym przeciwciatem skierowanym przeciwko poszukiwanemu
antygenowi)

Zla¢ PBS 1 zala¢ komorki roztworem 1% BSA (albuminy surowicy wolowej) w PBS 1
inkubowa¢ w temperaturze pokojowej okoto10 min

Przygotowac komory wilgotno$ciowe do barwienia komorek:

Mate szalki szklane umiesci¢ w duzych szalkach wylozonych wilgotng wata (komory

wilgotnosciowe), aby krople przeciwciata nie wysychatly.

Na suchg malg szalke potozy¢ 1 pasek parafilmu o wielkosci okoto 2cm x 2cm, na
srodek kazdego kawatka parafilmu nakropi¢ 20ul przeciwciata:

- monoklonalne mysie przeciwcialo przeciwko B-aktynie lub a-SMA (1gG).

Wyjaé szkietko z utrwalonymi komorkami z roztworu BSA w PBS, osuszy¢ brzegi
szkietka bibutg i potozy¢ je na parafilmie, tak aby komorki dotykaty kropli przeciwciata.
Inkubowa¢ komorki z przeciwciatem 45 min, w temperaturze pokojowej.

Po inkubacji komorek z przeciwciatem pierwszorzedowym szkietko umiesci¢ w szalce
wypetionej roztworem PBS 1 przeptuka¢ starannie 3 razy.

Inkubacja komdrek z przeciwcialem II-rzedowym:

(znakowanym fluorescencyjnie przeciwciatem skierowanym przeCiwko
immunoglobulinom zwierzecia, od ktdrego uzyskano przeciwciato I-rzedowe).

Roztwor przeciwciata dodatkowo zawiera barwniki fluorescencyjne do wybarwienia jader
i filamentéw aktynowych.

Na wieczko matej szalki potozy¢ pasek parafilmu o wielkosci okoto 2cm x 2cm i na $Srodek
nakropi¢ 20ul mieszaniny barwnikow, ktéra zawiera odpowiednio rozcienczone:

- kozie przeciwciato anty-mysie IgG znakowane Alexa-488

- roztwor barwnika Hoechst 33258, o stezeniu 500ng/ml

- falloidyn¢ znakowang Alexa 546 w stezeniu 500ng/ml.
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Barwione szkietko z komorkami potozy¢ na parafilmie tak, aby komorki dotykaty kropli
mieszaniny barwnikow i barwi¢ komoérki 35 min, w ciemnosci, w temperaturze
pokojowej, w szalce wylozonej wilgotng wata.

Po zakonczonym barwieniu zdja¢ szkietko z parafilmu i przenies¢ do szalki z H,0O
destylowang i wyptuka¢ starannie 5 razy.

Przygotowanie preparatu:
Wyczysci¢ szkietko podstawowe i nakropi¢ na nie 2 razy po 10ul H,O destylowanej.
Na krople wody natozy¢ kolejno (komdrkami do wody):
szkietko z wybarwionymi komorkami oraz szkietko po reakcji kontrolnej,
osuszy¢ brzegi szkielek bibulg i oklei¢ je lakierem do paznokei.
Tak przygotowane preparaty ogladna¢ w mikroskopie fluoresencyjnym przy
odpowiednim zestawie filtrow (wzbudzenia i emisji)
dla struktur barwionych:
Hoechst 33258
$wiatto wzbudzajace: UV (max 352nm), a emisja - Swiatto niebieskie
Aleksa-Fluor 488:
$wiatlo wzbudzenia: niebieskie (max 488 nm), a emisja — $wiatto zielone
Alexa-Fluor 546:
$wiatlo wzbudzenia: zielone (max 554 nm), a emisja — swiatlo czerwone.

Poréwnac¢ fluorescencyjne obrazy barwionych komorek, okresli¢ obecnos$¢ i organizacje
roznych izoform aktyny w komorkach (preparaty wykonywane przez roznych studentow).



Identyfikacja bialek posrednia metoda immunoenzymatyczna w wybranych
komorkach z hodowli

Wybra¢ do barwienia 2 szkielka z takimi samymi komorkami.

Utrwalanie komorek:

1. Zlaé¢ pozywke z szalki, w ktorej znajduje si¢ szkietko i przeptuka¢ doktadnie szkietko
roztworem PBS z jonami Ca**,Mg?* o temp. 37°C.

2. Zla¢ PBS i zala¢ komorki 3,7% roztworem formaldehydu w PBS o temp.37°C i
utrwala¢ komorki przez 15 min w cieplarce.

3. Zla¢ utrwalacz znad komorek i przeptukac szkietka 3 razy roztworem PBS.

4. Zla¢ PBS i zala¢ komorki 0.1% roztworem Tritonu X-100 i pozostawi¢ na 7 min w
temperaturze pokojowe;j.

Inaktywacja endogennego enzymu znacznikoweqo:
5. Zla¢ Triton X-100 znad komorek i przeptukac¢ szkietka 2 razy PBS.

Zala¢ komorki 1 ml roztworu 0,1% H,0; i inkubowa¢ komorki przez 5 minut.
6. Zla¢ wodg utleniong i1 przeptuka¢ trzykrotnie PBS

Inkubacja komoérek z przeciwcialem I-rzedowym:

(nieznakowanym, swoistym przeciwciatem skierowanym przeciwko poszukiwanemu

antygenowi)

7. Zla¢ PBS i zala¢ komorki roztworem 1% BSA (albuminy surowicy wotowej) w PBS i
inkubowa¢ w temperaturze pokojowej okoto 10 min.

8. Przygotowa¢ komory wilgotnosciowe do barwienia komorek: Mate szalki szklane
umiesci¢ w duzych szalkach wytozonych wilgotng wata (komory wilgotnosciowe),
aby krople przeciwciata nie wysychaty.

9. Inkubacja komérek z pierwszorzedowym przeciwciatem:

Na suchg mata szalke potozyc¢ 1 pasek parafilmu o wielkosci okoto 2cm x 2cm, na

srodek kawatka parafilmu nakropic¢ 20ul specyficznego przeciwciata

- monoklonalne mysie przeciwcialo przeciwko B-aktynie lub a-SMA (19G).
10. Wyja¢ szkietko z utrwalonymi komorkami szalki z roztworu BSA w PBS, osuszy¢

brzegi szkietka bibulg i potozy¢€ je na parafilmie, tak aby komorki dotykaty kropli
przeciwciala.

Inkubowa¢ komorki z pierwszorzedowym przeciwciatem 45 min, w temperaturze
pokojowe;j.

11. Po inkubacji komorek z przeciwcialem pierwszorzedowym szkietko umiesci¢ w
szalce wypelnionej roztworem PBS i przeptuka¢ starannie 3 razy.

Inkubacja komdrek z przeciwcialem II-rzedowym:

przeciwciatlem znakowanym HRP (peroksydaza chanowa) skierowanym przeciwko
immunoglobulinom zwierzecia, od ktérego uzyskano przeciwciato I-rzedowe)
(przeciwcialo przeciwko mysim IgG sprzezone z enzymem).




12. Inkubacja komorek z przeciwcialem drugorzedowym sprzezonym z peroksydaza

chrzanowa (HRP).
Na szalke potozy¢ pasek parafilmu o wielkosci okoto 2cm x 2c¢m i na srodek
nakropi¢ 20 ul roztworu koziego przeciwciala anty-mysie 1IgG znakowanego
HRP (HRP-conjugated anti-mouse antibody)
Szkietka z komodrkami potozy¢ na parafilmie tak, aby komorki dotykaty kropli
przeciwciata i barwié komorki 35 min, w ciemnosci, w temperaturze pokojowej, w
szalkach wytozonych wilgotng wata.

13. Po zakonczonym barwieniu zdja¢ kazde ze szkietek z parafilmu i przenies¢ do szalek
z PBS 1 wypluka¢ szkietka starannie 3 razy.

Inkubacja komdrek z substratem:
14. Zla¢ PBS i inkubowa¢ komorki w roztworze substratu dla peroksydazy
(CN/DAB).
(zmieszane 0,2 ml CN/DAB Solution (10X) z 1,8 ml buforu Stable Peroxide
Substrate Solution ).
DAB (3,3’ diaminobenzydyna), zmieszana z 4CN (4-chloro-1-naftolem) dajg w
obecnosci HRP i H,0; czarny nierozpuszczalny produkt. Miejsca, gdzie zwigzato si¢

przeciwcialo drugorzedowe stang si¢ czarne.
15. Inkubowa¢ 7-10 minut, az szkietko zabarwi si¢ na czarno.
16. Po zakonczonym barwieniu wyplukac¢ szkietka starannie 3 razy PBS.
17. Zala¢ szkielka roztworem hematoksyliny — inkubowa¢ 1 minute, a nastepnie
przeptukac szkietka 3 razy wodg z kranu.

Przygotowanie preparatu:

18. Wyczysci¢ szkietko podstawowe i nakropié¢ na nie 2 razy po 10ul H;O.
Na krople wody natozy¢ kolejno szkietka z wybarwionymi komérkami (komaérkami
do wody), osuszy¢ brzegi szkietek bibutg i oklei¢ je lakierem do paznokci.

19. Tak przygotowane preparaty ogladnaé w mikroskopie jasnego pola .




Zakres materialu, ktory nalezy przygotowac do ¢wiczen:

- Organizacja, funkcje i metody badania cytoszkieletu w komorkach zwierzecych.

- Metody immunocyfluoresencyjne i ich znaczenie w badaniach biologii komérki.

- Zastosowanie barwnikdw fluorescencyjnych w badaniach struktury i funkcji komorek.
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