Instrukcja do ¢wiczen ,Immunologia” dla kierunku Dietetyka
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Imiona i nazwiska studentdw: Imi¢ i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie 4
Metody dot-blot i dot-plot, procedura, zastosowanie

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

Wstep:

(1) Metoda dot-blot
Technika ,,dot — blot” jest najprostsza metoda hybrydyzacji. Polega ona na zatrzymaniu na filtrze
calkowitego wyizolowanego z komorek DNA, RNA lub biatka i poddaniu go hybrydyzacji z sondg
molekularng/przeciwciatem 0 okres$lonej sekwencji. Wynik otrzymywany jest w postaci ,,plam” na
filtrze podczas detekcji. Obserwowany sygnat §wiadczy o rozpoznaniu przez sond¢ poszukiwanej
sekwencji nukleotydowej lub aminokwasowe;j.

Rys. Wykrywanie transferyny w ludzkiej surowicy

. . . przy uzyciu substratu (Sigma).
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Wyniki mozna réwniez zapisywa¢ w postaci analiz densytometrycznych
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(2) Analiza wynikow dot-plot cytometrii przeplywowej — —
zasady metody e |
Cytometria przeptywowa umozliwia identyfikacje i - /

okreslenie ilosciowe subpopulacji komorek immunologicznych —
we krwi obwodowej (PBMC) lub komorek izolowanych z *
tkanek/narzadow immunologicznych, a nastgpnie Fa'™
wybarwionych za pomocg przeciwcial skoniugowanych @ Az SteysycTa
Z fluorochromem, reagujagcych z gldéwnymi markerami L A

powierzchniowymi lub wewnatrzkomorkowymi.
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Analiza cytometryczna komorek pozwala na
okreslenie parametrow FSC (okresla wielkos¢
komorki) i SSC (okresla gestos¢ 1 liczbe
ziarnisto$ci). W zaleznosci od tego mozemy
oznacza¢ populacje komorek krwi w zaleznosci
od tych parametréw jak pokazano na wykresie
ponizej

Limfocyty 2+

200

Metoda pozwala na okreslanie nast¢pujacych parametrow:

Strukturalnych: rozmiar, ksztalt, cytoplazmatyczne ziarnisto$ci, zawarto$¢ barwnika np. hemoglobina,
barwniki fotosyntetyczne, porfiryny—aminokwasy fluoryzujace w biatkach np. tryptofan, tyrozyna,
zawarto$¢ DNA, RNA, biatek, lipidow, cukrow, powierzchniowych antygenow

Funkcjonalnych: fadunek powierzchniowy, ekspresja receptoréw powierzchniowych, integralnosé¢
btony (zywotnoséc¢-apoptoza), aktywnos¢ enzymow

Zastosowanie cytometrii jest do$¢ wszechstronne, w diagnostyce immunologicznej umozliwia nam
analize = niedoboréw odpornosci zarowno pierwotnych jak i wtornych, diagnostyke alergii in vitro,
diagnostyke schorzen autoimmunologicznych, badania przy transplantologii, ocen¢ subpopulacji
limfocytow oraz stanu funkcjonalnego komérek.

. Markery:  Najczgéciej  wykorzystywanymi  do
Q cytometrii przeptywowej markerami sg czasteczki CD
<

z powierzchni komorek odpornosciowych, za pomoca
ktorych mozna zidentyfikowa¢ kilka podzbiorow
a2 monocytow (np. CD172, CD14, CD16, CD163)
i limfocytow (CD3, CD4, CD8, CD27, CD1, CDz2,
% s CD16, CD14, CD25, CD79). Mozemy tez badan status
(» 1

C aktywacji tych komoérek przez wewnatrzkomorkowe

znakowanie czasteczek zwigzanych z aktywacja
i sekrecja, takich jak czasteczki prozapalne (np. IL-1,
TNF-a, IL-6), odpornosciowe cytokiny (np. IL-2, IFN-
v, IL-10) i czynniki ekspresji (np. FoxP3). Przyktadowo
podczas infekcji mozna zidentyfikowaé i zbada¢ wielofunkcyjne subpopulacje immunologiczne zdolne
do jednoczesnego wytwarzania wielu cytokin.

0
FITC
Rycina z Biotechnologia.p!

Zadanie 1. Metoda dot-blot

Materialy i odczynniki:

v’ Bibuta lub nitroceluloza, peseta, szalka Petriego przeciwciato drugorzedowe  2Wigzany enzym
v' Przeciwcialo A (l-rzgdowe) — biotynylowane kozie anty- —

mysie immunoglobuliny 19G pierwszorzedowe R
v Roztwor kazeiny w odttuszczonym 5% mleku membrana wiataca biatka

v' TBST - sdl fizjologiczna buforowana TRIS-em z Tween 20 )/. - e ./
v' TBS pH 7,6 - sol fizjologiczna buforowana TRIS-em

v’ ExtrAvidin - koniugat awidyny z peroksydaza

v' Bufor octanowy pH 3.5

v' diaminobenzydyna (DAB) do wybarwienia reakcji
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Procedura:
1. Przygotowac¢ pasek membrany nitrocelulozowej i umiesci¢ na r¢czniku papierowym

(dostepny na sali ¢wiczeniowej). Membrany nie dotykamy palcami, w celu jej przektadania
uzywamy pesety!

2. W zaznaczone miejsca na nitrocelulozie nanie$¢ po kropli przeciwciala A w objgtosci 2.5,
I 5pl (zaznaczy¢ otdowkiem na bibule miejsce nakrapiania przeciwciata, np. koteczkiem,
przyktadowy obraz ponizej)

© 2 : )
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3. Osuszy¢ membrane na powietrzu przez 10 min.
4,

Inkubowac na szalce z kazeing w przez 30 min. :>

5. Phlukanie 3x 5 min TBS-T pH 7,6 potem bufor usuna¢ z szalki

6. Na bibul¢ na szalce natozy¢ po 10 pl awidyny skoniugowanej
(ExtrAvidin) z peroksydaza (odpowiednik Il-rzedowego
przeciwciata) w TBS i inkubowa¢ membrane przez 30 min

7. Plukanie 2 x Smin TBS

1x 5min w buforze octanowym, bufor usung¢ z szalki

9. Natozy¢ po 10 pl odczynnika DAB na membrang, przykry¢ folig aluminiowsa i inkubowac 3
min.

10. Odptuka¢ delikatnie substrat w wodzie wodociggowej i obserwowa¢ immunoreakcje

©

Opis wynikow:
1. Zanotowac obserwacje barwienia przeciwciala w zalezno$ci od zadanej objgtosci

Zadanie 2. Ocena wykresow dot - plot

Opisz populacje komorek w wykropkowanych miejscach
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Przeanalizuj ponizsze wykresy i opisz co si¢ na nich zmienia, jakie zostaty wykonane analizy
1)

1 x 10¢ cells 5 x 104 cells 1.5 x 10° cells

Dot
plots
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