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Cwiczenie 2
Analiza immunocytochemiczna wybranych przeciwcial w preparatach komorkowych

Zagadnienia: przeciwciala, metody z wykorzystaniem przeciwcial, budowa komorki, metoda
immunocytochemiczna

Cwiczenie obejmuje dwie czesci:
(1) Barwienie organelli komérkowych — budowa komorki

(2) Analiza znakowania przeciwcialami w wybranych preparatach komorkowych

Metody immunohisto- i cytochemiczne pozwalaja na identyfikacje w materiale histologicznym lub komérkowym
specyficznych biatek (antygendw) dzieki wykorzystaniu swoistych przeciwciat. Dzieki czutym metodom detekcji
umozliwiajg rozpoznanie bardzo matych ilosci antygenu

Zadanie 1. Barwienie H&E

Hematoksylina i eozyna: Barwienie hematoksyling i eozyna (H&E) jest najczesciej stosowang metoda
barwienia przegladowego w histologii. Hematoksylina jest naturalnym barwnikiem pozyskiwanym
z amerykanskiego drzewa Erytroxylon campechianum. Uzywa si¢ jej w postaci zlozonych roztworow
zawierajacych sole glinu, zelaza, chromu lub wolframu. Zawarto$¢ tych metali sprawia, ze tkanka przyjmuje
barwnik. Elementy zasadochtonne takie jak jadra komorkowe (grupy fosforanowe DNA), rybosomy, depozyty
wapnia, bakterie G(+) barwig si¢ na niebiesko (fioletowo). Po barwieniu, nalezy preparaty dtugo ptukaé
w biezacej wodzie, gdyz dopiero po wyptukaniu uzyskuje si¢ czysto niebieskie zabarwienie jader
komoérkowych. Eozyna jest bromowa pochodng fluoresceiny, jest stabym kwasem i wykazuje silne
powinowactwo do kwasochlonnych elementéw komorki, takich jak biatka cytoplazmy czy biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej (kolagen i elastyna), witokna nerwowe, wtokna glejowe i tym samym barwi je na czerwono
(r6zowo). Procedura barwienia hematoksyling i eozyna:

Materialy :

- preparaty komorkowe utrwalone formaling 4% na szkietkach mikroskopowych,
- roztwér hematoksyliny

- roztwor eozyny

- szklane ,,kominki” do barwienia

- Rekawiczki — kazdy przynosi swoje!!!

Procedura:

1. Utrwalone komdrki na szkietkach przeptuka¢ w PBS

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

2. Preparat przenies¢ do kominka z woda destylowang na 5 minut;

3. Ptluka¢ preparat pod bardzo delikatnym strumieniem biezgcej wody okoto 20 minut, az do uzyskania

niebieskiego zabarwienia jader komorkowych (kontrola pod mikroskopem lub do widocznej makroskopowo

zmiany zabarwienia komorek)
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4. Umies$ci¢ preparat kominku z roztworem eozyny i barwi¢ przez 5 minut poprzez zanurzenie szkietka do
szklanego kominka;

5. Przeptuka¢ preparat woda destylowang poprzez zanurzenie szkietka w szklanym kominku z woda
destylowang na 2 minuty;

6. Preparat odwodni¢ umieszczajac go w roztworach alkoholu (80%, 90% i 96%) na 1 minute (pod dygestorium)
7. Preparaty ,,zamkna¢” za pomoca 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 2. Przeprowadzenie oceny intensywno$ci znakowania immunocytochemicznego preparatow
komorkowych w mikroskopie prostym, w tabeli zapisa¢ wynik barwienia. W ponizszej tabeli pokazano skalg
oceny reakcji barwnej preparatow.

Tabela. Skala intensywnos$ci zabarwienia reakcji immunocytochemicznej

Intensywnos$¢ zabarwienia = Oznaczenie Przyklad

Bez zabarwienia -

Stabe zabarwienie +
Srednie zabarwienie ++
Silne zabarwienie +++

Tabela to wynikéw

Woybierz co najmniej 3 preparaty do oceny intensywnosci reakcji, dokonaj oceny co najmniej 2 dotkow objetych
reakcja, ponizej przyktadowe zdjgcie preparatu

wybierz 3 rdzne przeciwciala. Oceny dokonujemy analizujac preparaty w mikroskopie prostym.

Przeciwciato 1 Odczyt 1 Odczyt 2 Odczyt 3
% wybarwionych
komérek
Intensywnos$¢
zabarwienia
Sredni wynik
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Przeciwciato 3 Odczyt 1 Odczyt 2 Odczyt 3

% wybarwionych
komorek

Intensywnos$¢
zabarwienia

Sredni wynik

Przeciwciato 3 Odczyt 1 Odczyt 2 Odczyt 3

% wybarwionych
komérek
Intensywnos$¢
zabarwienia
Sredni wynik
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