Programma

Principi & generalita: tecniche immunologiche, reazione antigene-anticorpo, specificita ed affinita deqgli
anticorpi. Preparazione e conservazione del siero e del plasma.

Tests immunologici. Sensibilita e specificita

Anticorpi: monoclonali e policlonali. Anticorpi coniugati con marcatori fluorescenti. Anticorpi coniugati con
enzimi. Anticorpi coniugati con proteina A. Anticorpi coniugati con marcaton radicattivi

Antigeni: solubili e corpuscolari. Immobilizzazione di antigeni solubili su eritrociti. Assorbimento di antigeni
solubili in fase solida

Immunofluorescenza

immunoistochimica

Test ELISA

Fissazione del complemento

western blotting

Prove di precipitazione:Precipitazione in gel. Immunodiffusione radiale singola. Immunodiffusione doppia
bidimensionale.

prove di agglutinazione: emoagglutinazione. Emoagglutinazione passiva. Agglutinazione indiretta.
Agglutinazione su latex. Applicazioni dei test di agglutinazione
immunoelettroforesi







Visualizzazione della reazione antigene-anticorpo
e marcando uno dei due reagenti con sostanze,
chiamate fluorocromi (es.: fluoresceina, rodamina)
che emettono fluorescenza se osservate al
microscopio a luce UV.




v Colture cellulati N < A

v Strisci di sospensioni di
cellule animali, batteriche e
protozoarie

Substrati ottimali = SEZIONI CONGELATE,
COLTURE CELLULARI
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v Individuare un microrganismo patogeno
nei tessutl infett

v Individuare complesst antigene-anticorpo
(malattie autormmuni)

v Rilevare gli anticorpi specifict nel siero di
sangue

v Identificare strutture di superficie o




v Preservazione del substrato
antigenico
v Adeguatezza dell’anticorpo

v Buona qualita del sistema 2
fluorescenza

v Correttezza delle procedure



Proprieta di alcuni atomi e molecole di
assorbire la luce ad una particolare A

ed emettere luce ad una A maggiore

Fluorescenza
. . Fluorescenza
primaria .
secondaria
(autofluorescenza)

vit. A
- porfirine

Aggiunta di fluorocromi

- clorofilla




Fonti di autotluorescenza nelle cellule:

Fluorescent compound

Localization

Excitation
maxima [nm]

Emission
maxima [nm]

Aromatic amino acid

cofactors in metabolism, concentrated to

residues: mitochondria, also present in cytoplasm
Tryptophan 280 348
Tyrosine 274 303
Phenylalanine AY 282
Pyridine nucleotides cofactors in metabolism, concentrated to
(reduced) mitochondria, also present in cytoplasm
NADH 290 440
351 460
NADPH 336 464
Flavins and flavin nucleotides riboflavin, FMN and FAD, mostly bound to enzymes as ~223 broad
(oxidized) coenzymes of flavoproteins, concentrated to ~268 maximum
mitochondria, also present in cytoplasm and outer ~374 ST
b
membrane ~449 ~530
Collagen connective tissue 280 310
265 385
330 390
450 530
Elastin connective tissue 290 340
320 405
350 420
410 500
450 520
Endogenous porphyrins In erythroid cells 400-500 630
690
Lipofuscin Pigment granules accumulated with age in various cells ~360 210
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Tetracicline

Tinea capitis Fluorescenza del plasma



Sir-George.S. Stokes (1852);

fluorescenza del minerale fluorspar (fluorite) se illuminato

con luce UV

> A della luce fluorescente rispetto alla luce di eccitazione

(Stokes shif?)

1) Fotone di radiazione UV
che collide con un elettrone in

2) Eccitazione dell’elettrone e

un atomo semplice passaggio ad un livello di

energia piu alto

. . . 2 {
4) Emissione di luce sotto 3) I'elettrone eccitato
(o b Farverie diminuisce ad un livello di

energia piu basso



Spectrum of “White” Light

‘-—\ri:ihle Wavelengths --‘

Ultraviolet Infrared

uv

IR
(Invisible) - - (Invisible)
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Regione di luce visibile della



Microscopio a fluorescenza

Phoba: Feles




Produzione luce UV di una specifica A attraverso il
passaggio di luce da una fonte di emissione UV in
un filtro di eccitazione
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Light Emitted
Blue —
Light

Excitation
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Fluorescent
Specimen

Emissione luce fluorescente dal , ,
Filtrazione attraverso un filtro

di barriera (NO passaggio luce
UV riflessa)

campione



-Lente collimatrice (collima il
raggio divergente della fonte di
luce)

-Filtro di eccitazione (selezione la
A di eccitazione)

- specchio dicroico: riflette la luce
a A minore (luce di eccitazione),
trasmette la luce a A maggiore
(luce fluorescente), dirige il fascio
verso la lente obiettivo

-Lente obiettivo: focalizza il fascio
sul campione

-Produzione luce fluorescente

-Luce di eccitazione riflessa e luce
fluorescente (fascio collimato)

-Riduzione di intensita luce
fluorescente (specchio dicroico)

-Filtro barriera (solo passaggio
luce fluorescente)

@ Evepiece

Excitation
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lens
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Ak filter
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Ethidium Bromide 493
R-Phycoerythrin (PE) 480
Fluorescein 495 519

Texas Red 615
——




Fluorescent Dye Properties

Fluorochrome Excitation (nm) Emission (nm) Color Application
. 526 (DMA) Green(DMNA) Mucleic acid stain. Flow cytometry, fluorescence
Adidine Orange 200 650 (RNA) Red (RNA) microscopy
Cy3 5.2 CHB-574 Red-orange Protein conjugation. Flow oytometry.
Cys 649 B70 Red Protein conjugation. Fluorescence microscopy.
DAPI 360 450 Blue AT, mimor groove dsDNA s_tam. Flow
cyctometry, fluorescence microscopy.
. Membrane stain (ER,CM) - cell fusion/
Dil-C18-(3) ety EA5 Red-orange permesabilization. Flow cytometry
Ethidium Bromide 493 620 Red Mucleic acid stain. Gel electrophoresis.
Fluarescein (FITC) 495 525 Green Protein conjugation. Flow cytometry,
fluorescence microscopy.
Green Fluorescent 395 (470) 509 Green Fusion pr::-tem. Heccml:unar_lt protein
Protein {GFF) expression. Fluorescence microscopy.
Hoeschst 33258 360 470 Blue AT, minor groove dsDNA stain. Flow cytometry,
fluorescence microscopy
R-Phycoerythrin (PE) 4588 578 Red-orange Protein conjugation. Flow oytometry.
PKH2 490 04 Green Cell membrane stain-cell tr.aclung. Flow
cytometry, fluorescence micrscopy
PKHIE cc c67 Red-orange Cell membrane stmln—celltrack|ng. Flow
cytometry, fluorescence microscopy.
PKHET 490 02 Graen Cell membrane stain-cell tfacklng. Flow
cytometry, fluorescence microscopy.
CellVue® Clarat 655 575 Far-Red Cell membrane stain-cell t_racl-:mg, Flow
oytometry, fluorescense microscopy.
. . Mucleic acid stain. Flow cytometry fluorescence
Propidium lodide 493 632 Red R ———
Quantum Red™ 458 670 Red Protein conjugation. Tandem dye. Flow
cytometry
Rhodamine (TRITC) 552 570 Red-orange Protein conjugation. Flow cytometry,
fluorescence microscopy.
Texas Red c96 620 Red Protein conjugation. Flow cytometry,

fluorescence mircoscopy.




Lunghezza
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prop. all’energia
della radiazione

Relative Intensity
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Metodo diretto

FLUOROCROMO

T

ANTICORPO

PRIMARIO

Doppia colorazione

ANTICORPO
PRIMARIO




Tipologie i mrzteatorl flugregcertl
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Corl attinie speciticz per alcune corparienil cellulzel

Acidi nucleici acridine orange, Hoechst
33342, DAPI, propidium iodide
(ioduro di propidio), ethidium
bromide (etidio bromuro)

Proteine, mempbrana DiO, Dil
plasmatica e reticolo
endoplasmatico
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Arancio di acridina
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]
Nucleo

Apparato d1
Golgt

Reticolo
endoplasmatico




e Fluoresceina

* Rodamina 123

e Tetrametilrodamina
* Texas red

* Ficoeritrina

Fibre di actina (rosso) e microtubuli (verde) nei
fibroblasti in coltura

Rodamina




(Com atiinita petattonidelimictoamibicate cellulate

Membrana

Versante ealemno . plasmatics Citosal / ioni idrogeno (PH)
o concentrazione di ioni calcio
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5 5 dopo I'aggiunta di sporma

3 min 22 » 9min 13 s

Variazioni della [Ca2+] in uovo di riccio di mare dopo fecondazione



Sjtipys ezl ekl erlzleell

Fluorescein
diacetate (FD.A)

FDA non fluorescente; attraversamento membrane; idrolisi da
esterasi; liberazione fluoresceina e acido acetico; NO fuoriuscita
fluoresceina

Cellile yiyes Cellule chnneyyizie: no
Huorescentl Huorescenti






IMMUNOFLUORESCENZA

T

Diretta Indiretta
Ricerca di

Ricerca di antigeni




Imirminolltorescenza ditetia

Cellule con

Ags di membrana /A\ /A\ /A\ /A\

Ab primario coniugato




I mminolltorescenzAadndiretta




ldentiticazionc difantiocnl

Ags di membrana L L] L] L ]

Ab secondatio
coniugato

Ab primario
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o Lt orEdiee;

Utilizzare sempre
un controllo negativo !!!!

Stesso campione




Fissazione

\4

Permeabilizzazione

A 4

Blocking

l

Ab primario

Ab secondario coniugato




EISSAAOHCY

JEtanolo: per le component del citoschieletros solubilizza
oli Ags dil membrana; da usare pretatireddato e a—20°C

Acctone pre-raffteddato

Paratormaldeide 49: pet gli Ags di memlbrana

Paraformaldeide 496 & 0.02%0 gluteraldeide in PBS:
metodo di elezione per la doppia marcatura dil Ags di
membrana e del citoscheletto

LGS (etileneglicol-bis-succinimidil-succinato) :metodo
pet presetvarte i mictotubull € gl antioent dil memibranas ¢
altamente instabile i acqua ¢ viene diluite i DIMSO;
MOlte) COStOSO




Farrreabilizzzaziconadelle cellile:

0.1% Triton

. N \
] \

cleterverite ngrl lgrico per L

solupilizzazigne clelle
pEgielnie dli ez




sizlriizizloe dai giil i legziile ziggeciilel
(Dlockinz);

adesione delle proteine al
collagene e agli elementi a carica
elevata del tessuto connettivo

interazioni idrofobiche o
elettrostatiche tra Ab e

Colorazione positiva del campione
non derivante dal legame Ag/Ab




Am‘zcorpo przmarz diltitorel BIocking

Anticorpo secondario om’ugato cor

.)

orocrorno e cdiluito in blockin
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Colorazione del IDINA - DAPT ¢ Hoechst




s st sezionitdit teSSiho

Fissazione Deparattinazione
l e 1dratazione
Permear;lizzazione
Smascheramento
Blocking

l

Ab primario

Ab secondario coniugato
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Wl S AvA F_f € o parrorcnslclelale e locliglorne Lol pziezhrrlng)

Deparaftfinazione i zylolo

Jdratazione iq seric di alcoli (etanolo 100%-50%)
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SATAADIICNI CISSTHG I CPATIIC

Anticorpo secondario coniugato

corl flugigcigmne, cliliiig coe plocldinio teclivibe
peEdsimimut (@IS aieN)




o Congeryzre zl b 21 2126




calla of gkic Dlocel vaggels







. Elevato

background???

. Assenza di

segnale???

. Ridotta intensita del

segnale???




Apoliczazicrl













Toxoplasma
adsorbito su vetrino

Siero da testare

Antiglobulina
marcata con
fluoresceina

Fluorescenza verde
che borda il

toxoplasma

2l
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AINAS GEsT:

Substrato cellulare:
- sezioni sottili di fegato di topo o ratto
- monostrati cellulari tumorali (HeLLA,

KB)

Siero in esame (Abs anti-nucleo?)

Siero anti-gammaglobuline marcato con







IgG e C3 (deposito granulare, diffuso)
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