METODY IMMUNOCYTOCHEMICZNE. 
BARWIENIA FLUORESCENCYJNE KOMÓREK PRAWIDŁOWYCH I NOWOTWOROWYCH
Za prekursora immunocytochemii  uważa się Alberta Coonsa, który zastosował przeciwciała znakowane  izotiocyjanianem fluoresceiny do wykrywania  antygenów w mrożonych skrawkach (1941r). Intensywny rozwój metod immunocytochemicznych rozpoczął się w latach 70-tych XX w. Obecnie immunocytochemia stała się podstawową metodą zarówno w badaniach struktury i funkcji komórek jak i  diagnostyce histopatologicznej.
 Metody immunocytochemiczne  polegają na wykrywaniu obecności  i lokalizacji składników komórek i tkanek w oparciu o wysoce specyficzną reakcję  wiązania antygen-przeciwciało.  Zazwyczaj stosuje się je do wykrywania antygenów za pomocą swoistych przeciwciał, choć używa się również tzw. reakcji odwróconych, które polegają na wykrywaniu przeciwciał za pomocą znakowanych antygenów. Antygenami mogą być białka, ale również polisacharydy i kwasy nukleinowe (ogólnie wszystkie związki chemiczne, które są zdolne do wywołania przeciw sobie odpowiedzi immunologicznej oraz posiadaja właściwość wiązania się ze swoistymi przeciwciałami). Przeciwciała  to immunoglobuliny (syntetyzowane przez zwierzęta i ludzi w odpowiedzi na obecność antygenu), które  posiadają zdolność swoistego rozpoznania antygenu i wiązania się (poprzez anty-determinantę zlokalizowaną w obrębie fragmentu Fab) z  fragmentem antygenu zwanym determinantą  antygenową lub epitopem.   Przeciwciała stosowane w immunocytochemii zazwyczaj należą do klasy IgG i mogą być poliklonalne (zawierające mieszaninę przeciwciał przeciwko różnym determinantom tego samego antygenu) lub monoklonalne (wszystkie skierowane przeciwko takiej samej determinancie antygenowej).
Uwidocznienie miejsca wiązania się przeciwciała z antygenem zlokalizowanym w komórce czy tkance możliwe jest jedynie pod warunkiem odpowiedniego znakowania. Znaczniki nie powinny zmieniać właściwości substancji znakowanej (przeciwciała) oraz muszą  posiadać cechy, które dają możliwość ich bezpośredniej lub pośredniej obserwacji w jednym z rodzajów mikroskopów (mikroskop jasnego-pola, fluorescencyjny lub elektronowy). Najczęściej stosowanymi znacznikami są:
 - fluorochromy (w metodach immunofluorescencyjnych),
 - enzymy (w metodach immunoenzymatycznych)
 - białka zawierające metal ciężki  (zazwyczaj ferrytyna zawierająca żelazo) lub metale ciężkie, najczęściej złoto  koloidalne, stosowane przede wszystkim w badaniach ultrastrukturalnych (w mikroskopii elektronowej).
Metody immunocytochemiczne  są obecnie powszechnie stosowane zarówno w badaniach podstawowych jak i w diagnostyce medycznej.  Są stosunkowo mało czasochłonne i  proste w wykonywaniu, mogą być stosowane do wykrywania antygenów w  komórkach żywych, utrwalonych, na skrawkach tkankowych (kriostatowych lub parafinowych) oraz antygenów osadzonych na różnych nośnikach (np. kulkach spolimeryzowanej agarozy). 
W ostatnich latach, w  badaniach biologii i biochemii komórki największą popularność  z metod immunocytochemicznych uzyskały metody  immunocytofluorescencyjne.
Stosuje się różne  rodzaje metod immunofluorescencyjnych:
- metody (reakcje) bezpośrednie (bezpośrednie wykrywanie antygenów w komórce/tkance 
          za pomocą  znakowanych fluorescencyjnie  swoistych przeciwciał);
- metody  pośrednie  (w pierwszym etapie dokonuje się wiązania antygenu ze swoistym 
przeciwciałem nieznakowanym, a następnie związane już z antygenem przeciwciało 
lokalizuje się drugim przeciwciałem, znakowanym fluoroforem, skierowanym 
przeciw immunoglobulinom zwierzęcia, od którego wyizolowano przeciwciało pierwszorzędowe

- reakcje dwu- lub trójbarwne (umożliwiające uwidocznienie  2 lub 3 antygenów w tej samej 
komórce lub tkance, dzięki zastosowaniu kilku przeciwciał znakowanych 
fluorochromami o różnych kolorach fluorescencji).
Metody pośrednie są czulsze od metod bezpośrednich, ale są bardziej czasochłonne i skomplikowane, co zwiększa ryzyko wystąpienia reakcji niespecyficznych.

Jest wiele przyczyn uzyskiwania fałszywych wyników reakcji immunocytofluorescencyjnych. Reakcje fałszywie negatywne występują zazwyczaj w przypadku nieprawidłowego utrwalania i przygotowywania komórek (skrawków tkankowych), które może doprowadzić do zablokowania determinant antygenowych lub ucieczki antygenów  z badanego materiału. Najczęściej występującymi przyczynami  reakcji fałszywie pozytywnych są : niespecyficzna adsorpcja przeciwciał, obecność kilku antygenów pokrewnych o podobnych epitopach, dyfuzja antygenów lub autofluorescencja naturalnych fluoroforów obecnych w badanej tkance. Dlatego w badaniach immunocytofluorecencyjnych  należy przestrzegać standaryzacji wszystkich etapów używanej metody oraz stosować kontrole i testy na specyficzność przeciwciał. 
Celem ćwiczenia jest praktyczne zapoznanie się z metodą immunofluorescencji pośredniej oraz możliwościami wykrywania obecności i kolokalizacji rożnych struktur w komórkach zwierzęcych poprzez równoczesne „wybarwienie” ich kilkoma znacznikami fluorescencyjnymi.

Wykonanie ćwiczenia:

1. Oglądnąć (w mikroskopie odwróconym) komórki wysiane na szkiełkach umieszczonych w szalkach hodowlanych. 
 
komórki prawidłowe – 
fibroblasty skóry ludzkiej (HSF)
 




ludzkie fibroblasty oskrzeli (HBF)
 
komórki nowotworowe – 
komórki XC (szczurzego mięsaka)





komórki  B16 (mysiego czerniaka) 
2.  Każda osoba wybiera do barwienia 2 szkiełka z takimi samymi komórkami (prawidłowymi lub nowotworowymi). 
jedno szkiełko należy przeznaczyć do wykrywania poszukiwanego białka metodą immunocytofluorescencji pośredniej (inkubacja utwalonych komórek kolejno z pierwszo- i drugorzędowym przeciwciałem),
 drugie szkiełko wykorzystać do przeprowadzenia kontroli negatywnej (inkubacja utrwalonych komórek tylko z drugorzędowym, znakowanym fluorescencyjnie przeciwciałem)
Utrwalanie komórek:

3. Zlać  pożywkę z szalki znad szkiełek z komórkami i przepłukać szkiełka 3 razy roztworem PBS  o temp. 37oC. 

4. Zlać PBS i zalać komórki 3,7% roztworem formaldehydu w PBS o temp.37oC
 i utrwalać komórki przez 15 min w cieplarce.

5. Zlać utrwalacz znad komórek i przepłukać szkiełka 3 razy roztworem PBS.

6. Zlać PBS i zalać komórki 0.1% roztworem Tritonu X-100 i pozostawić na 7 min w temperaturze pokojowej. 

7. Zlać Triton X-100 znad komórek i przepłukać szkiełka 3 razy PBS.
Inkubacja komórek  z przeciwciałem I-rzędowym:

(nieznakowanym,  swoistym przeciwciałem  skierowanym przeciwko poszukiwanemu antygenowi)
8. Zlać PBS i zalać komórki roztworem 1% BSA (albuminy surowicy wołowej) w PBS i inkubować w temperaturze pokojowej około10 min

9. Przygotować komory wilgotnościowe do barwienia komórek:
Małe szalki szklane umieścić  w  dużych szalkach wyłożonych wilgotną watą (komory wilgotnościowe), aby krople przeciwciała nie wysychały.

10. Inkubacja komórek z I-rzędowym przeciwciałem:
Na suchą  małą szalkę  położyć 1 pasek parafilmu o wielkości około 2cm x 2cm, na środek każdego kawałka parafilmu nakropić 20µl przeciwciała 
(przeciwciało otrzymane od asystenta – jedno z poniższych)
 -  monoklonalne  mysie przeciwciało (IgG lub IgM) przeciwko: 


-aktynie


α-SMA (α-smooth muscle actin) (1:400)


α- tubulinie (1:500)
cytokeratynie 

wimentynie (IgM) (1:200)
winkulinie (1:400)
11. Wyjąć szkiełko z utrwalonymi komórkami z  szalki, z roztworu BSA w PBS, osuszyć brzegi szkiełka bibułą i położyć je na parafilmie, tak aby komórki dotykały kropli przeciwciała.
Inkubować komórki ze swoistym przeciwciałem 45 min w temperaturze pokojowej.

12. Po inkubacji komórek z przeciwciałem pierwszorzędowym szkiełko umieścić w szalce wypełnionej roztworem PBS i przepłukać starannie 3 razy.

13. Inkubacja komórek  z przeciwciałem II-rzędowym:

(znakowanym fluoresecncyjnie  przeciwciałem skierowanym przeciwko immunoglobulinom zwierzęcia, od którego uzyskano przeciwciało I-rzędowe).

Roztwór przeciwciała może dodatkowo zawierać barwniki fluorescencyjne do wybarwienia jąder i filamentów aktynowych.


Na wieczko małej szalki położyć paskek parafilmu o wielkości około 2cm x 2cm i na  środek nakropić 20µl mieszaniny barwników (mieszanina barwników otrzymana od asystenta),
 która zawiera odpowiednio rozcieńczone:      
   -  kozie przeciwciało anty-mysie IgG znakowane Alexa-488 (1:500)
        lub kozie przeciwciało anty-mysie IgM znakowane Alexa 546 
   -  roztwór  barwnika Hoechst 33258, o stężeniu 500ng/ml
   -  falloidynę znakowaną TRITC lub Alexa 488, w stężeniu 500ng/ml.

14. Barwione szkiełko z komórkami  położyć na parafilmie tak, aby komórki dotykały kropli mieszaniny barwników i barwić komórki 35 min, w ciemności, w temperaturze pokojowej,
 w szalce wyłożonej wilgotną watą. 

15. Po zakończonym barwieniu  zdjąć szkiełko z parafilmu i przenieść do szalki z H2O  destylowaną i  wypłukać starannie 5 razy.

16. Przygotowanie preparatu:
Wyczyścić szkiełko podstawowe i nakropić na nie 2 razy po 10µl H2O  destylowanej.
 Na krople wody nałożyć kolejno (komórkami do wody):
szkiełko z wybarwionymi komórkami oraz szkiełko po reakcji kontrolnej,  osuszyć brzegi szkiełek bibułą i okleić je lakierem do paznokci.

17. Tak przygotowane preparaty oglądnąć w mikroskopie fluoresencyjnym przy odpowiednim zestawie filtrów (wzbudzenia i emisji)
dla struktur barwionych:
Hoechst 33258 -   światło wzbudzające: UV (max 352nm), a emisja - światło niebieskie 
Aleksa-Fluor 488: 
  światło wzbudzenia: niebieskie (max 488 nm), a emisja – światło zielone 
TRITC lub Alexa 546: 
  światło wzbudzenia: zielone (max 554 nm), a emisja – światło czerwono-pomarańczowe.
18. Porównać fluorescencyjne obrazy tak samo barwionych  komórek prawidłowych i nowotworowych.

19. Na podstawie obserwacji komórek w wykonanych preparatach należy odpowiedzieć na pytanie:
Jakie struktury subkomórkowe zostały uwidocznione na przygotowanych preparatach, jaka jest ich lokalizacja i jakie przeciwciało pierwszorzędowe zostało zastosowane do wizualizacji wybarwionego elementu cytoszkieletu w badanych komórkach?  (swoją odpowiedź uzasadnić).
Temat referatu na ćwiczenia:

1. Metody immunocytochemiczne w badaniach biologii komórki.
Zakres materiału, który należy przygotować do ćwiczeń:

- Organizacja, funkcje i  metody badania cytoszkieletu w  komórkach zwierzęcych (prawidłowych i nowotworowych).

- Metody immunocyfluoresencyjne  i ich znaczenie w badaniach biologii komórki.

- Zastosowanie barwników fluorescencyjnych  w badaniach struktury i funkcji komórek.
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