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AΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΣ (IMMUNOFLUORESCENCE)

Ο ανοσοφθορισµός επιτυγχάνει την ανίχνευση αντιγόνων ή αντισωµάτων στους ιστούς,

στα κύτταρα ή σε ολόκληρους οργανισµούς. Η µέθοδος αυτή βασίζεται στη σήµανση του 

στόχου µε αντισώµατα σηµασµένα µε φθορίζουσες ουσίες. Η πρόσδεση των σηµασµένων 

αντισωµάτων στο στόχο γίνεται ορατή µε τη βοήθεια του µικροσκοπίου φθορισµού.

Τα µόρια, τα οποία παράγουν φθορισµό διεγείρονται µε φως ενός συγκεκριµένου µήκους

κύµατος και εκπέµπουν φως χαµηλότερης ενέργειας, δηλ. φως µακρύτερου µήκους 

κύµατος. Κάθε φθορίζον χρωµογόνο χαρακτηρίζεται από συγκεκριµένο µήκος κύµατος

διέγερσης και από συγκεκριµένο µήκος κύµατος εκποµπής. Μερικά παραδείγµατα από 

φθορίζοντα χρωµογόνα είναι η φλουορεσκείνη, και το συχνά χρησιµοποιούµενο παράγωγο 

της, το ισοθειοκυανικό οξύ της φλουορεσκείνης, άλλα είναι η ροδαµίνη, η ακριδίνη και η 

φυκοερυθρίνη. Αν και αυτή η τεχνική είναι πιο δύσχρηστη όταν απαιτείται ποσοτική 

µέτρηση της συγκέντρωσης του αντισώµατος, εν τούτοις παρουσιάζει µερικά πραγµατικά 

πλεονεκτήµατα. Χρησιµοποιώντας τοµές ιστών (οι οποίοι περιέχουν µεγάλο αριθµό 

αντιγόνων), είµαστε σε θέση να ανιχνεύσουµε σε ένα και µοναδικό πλακίδιο αντισώµατα 

εναντίον αρκετών διαφορετικών αντιγόνων, ως προς την κατανοµή τους σε διαφορετικά 

κύτταρα ή σε διαφορετικά ενδοκυττάρια διαµερίσµατα.
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Άµεσος και έµµεσος ανοσοφθορισµός

Ο ανοσοφθορισµός βασίζεται στην ειδική πρόσδεση του σηµασµένου αντισώµατος  

µε φθορίζον χρωµογόνο στο δικό του αντιγόνο. Κατά αυτόν τον τρόπο παράγονται 

συµπλέγµατα αντιγόνου-αντισώµατος, τα οποία µπορούν να ανιχνευθούν στο 

µικροσκόπιο ανοσοφθορισµού. Αυτή η µεθοδολογία διακρίνεται σε δύο τύπους, 

στον άµεσο και στον έµµεσο ανοσοφθορισµό.

Αµεσος ανοσοφθορισµός

Το αντιγόνο (βιοψία, αιώρηµα κυττάρων, αιώρηµα βακτηρίων κλπ.) µονιµοποιείται 

πάνω σε µια αντικειµενοφόρο. Το δείγµα επιστοιβάζεται µε αντιγονο-ειδικό αντίσωµα 

σηµασµένο µε φθορίζον χρωµογόνο. Το σηµασµένο αντίσωµα προσδένεται στο αντιγόνο, 

η περίσσεια του αντισώµατος που δεν προσδέθηκε αποµακρύνεται µε την πλύση. Το 

δείγµα µπορεί να αναλυθεί στο µικροσκόπιο φθορισµού µετά από πρόσθεση µέσου έγκλισης. 

Υπεριώδες φως στο µικροσκόπιο φθορισµού κατευθύνεται επάνω στην τοµή µέσω του 

αντικειµενικού φακού. Το πεδίο είναι σκοτεινό και οι περιοχές µε φθορίζον αντίσωµα 

εκπέµπουν φθορισµό (πράσινο φθορισµό όταν η φθορίζουσα ουσία είναι η φλουορεσκείνη). 

Το πρότυπο του φθορισµού είναι χαρακτηριστικό για κάθε ιστικό αντιγόνο.

Έµµεσος ανοσοφθορισµός

Το αντίσωµα τοποθετείται στην τοµή ως διάλυµα, και καθίσταται ορατό µε τη χρήση 

αντι-ανοσοσφαιρίνης συνδεδεµένης µε φλουορεσκείνη. Στην περίπτωση αυτή χρησιµο-

ποιούνται κυρίως αντισώµατα που βρίσκονται στον αντι-ορό.
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ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΣΚΗΣΗ ΤΟΥ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΥ

Πλύσιµο των αµοιβάδων µονιµοποιηµένων σε φορµαλίνη

Από το αιώρηµα των αµοιβάδων (Entamoeba histolytica, ΗΚ 9) που είναι µονιµοποιηµένες 

σε φορµαλίνη (0.1% φορµαλίνη σε PBS), περίπου 0.5 ml µεταφέρονται σε σωλήνα φυγο-

κέντρου (15 ml). Η πλύση γίνεται 3 φορές µε 10 ml PBS και φυγοκέντρηση για 5 min, 1000 

rpm. Το υπερκείµενο το αποµακρύνουµε κάθε φορά µε προσοχή. ∆ιαλύουµε το ίζηµα σε 

8-10 ml διάλυµα 0.5% BSA/PBS. 

Προετοιµασία των αντικειµενοφόρων

Το επόµενο βήµα είναι η επίστρωση των αµοιβάδων σε αντικειµενοφόρους. Χρησιµοποιούµε 

αντικειµενοφόρους µε οπές (8 οπές, Firma Medco, Ausfuehrung B). Για να αποφευχθεί

πιθανό ξέπλυµα των αµοιβάδων από τους αντικειµενοφόρους, επιστρώνονται οι αντικει-

µενοφόροι µε διαλυµένη κόλλα πριν την τοποθέτηση των παρασίτων. Για το σκοπό αυτό, 

διαλύουµε  υγρή κόλλα χειροτεχνίας Pritt σε PBS (περίπου 1 g στα 100 ml) και ανακινούµε 

καλά µέχρι να γίνει ένα γαλατώδες διάλυµα. Απλώνουµε µία σταγόνα (3-5 µl) µε το δάκτυλο 

στην αντικειµενοφόρο (έτσι ώστε να γίνει λεπτή επίστρωση σε όλη την επιφάνεια) και 

αφήνουµε την αντικειµενοφόρο να στεγνώσει σε θερµοκρασία δωµατίου (περίπου 5 min). 

Η λεπτή επίστρωση µε την κόλλα θα πρέπει να είναι οµοιόµορφη σε όλη την πλάκα της 

αντικειµενοφόρου. Προσοχή: Μεγάλη ποσότητα κόλλας µπορεί να προκαλέσει βρώµικο 

υπόβαθρο που θα οδηγήσει σε µη-ειδική πρόσδεση.
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Προσκόλληση των αµοιβάδων στις αντικειµενοφόρους

Ανακατεύουµε καλά το αιώρηµα των αµοιβάδων µε µία πιπέτα Pasteur. Τοποθετούµε 

µία σταγόνα στις 8 τρύπες της αντικειµενοφόρου. Περιµένουµε για 10-15 sec. Σ� αυτή 

τη διάρκεια καθιζάνουν οι αµοιβάδες στην αντικειµενοφόρο. Με την πιπέτα Pasteur 

απορροφάµε την περίσσεια του υγρού και το τοποθετούµε πίσω στο αιώρηµα των 

πλυµένων αµοιβάδων. Με παρατήρηση στο οπτικό µικροσκόπιο προσέχουµε/εξετάζουµε 

να είναι οµοιόµορφα κατανεµηµένες οι αµοιβάδες δηµιουργώντας µια απλή στρώση 

(monolayer). Αφήνουµε τους αντικειµενοφόρους να στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου 

όλη τη νύχτα. Μπορούµε να διατηρήσουµε τις αντικειµενοφόρους που δεν θα χρησιµοποιη-

θούν την επόµενη µέρα για πείραµα σε κατάψυξη. Για το λόγο αυτό τις πακετάρουµε 

διπλώνοντας τες µία-µία σε χαρτοµάντηλο και µετά σε αλουµινόχαρτο. Έτσι κάνουµε πακέτα 

που περιέχουν 3-5 αντικειµενοφόρους και τις καταψύχουµε στους -20οC ή στους -80οC. 

Στους -20oC διατηρούνται για 6 µήνες περίπου, ενώ στους -80oC για µερικά έτη.

Έµµεσος Ανοσοφθορισµός

Σκοπός της εργαστηριακής άσκησης

Ο σκοπός του ανοσοφθορισµού στην προκειµένη περίπτωση είναι να εξετάσουµε την 

ύπαρξη αντισωµάτων διαφόρων τάξεων ειδικών έναντι της Entamoeba histolytica

στον ορό από ασθενείς. Για έναν προσδιορισµό χρειαζόµαστε περίπου 10 µl ορό από ασθενή.

Η αρχή της µεθόδου

Αντιγόνο από την E. histolytica προσκολλάται στην αντικειµενοφόρο και επωάζεται

µε ορό από ασθενή. Εάν υπάρχουν E. histolytica-ειδικά αντισώµατα στον ορό, τότε θα 

προσδεθούν στο αντιγόνο της E. Histolytica. Τα προσδεδεµένα αντισώµατα θα σηµανθούν 

µε σηµασµένο αντίσωµα φθορισµού που αναγνωρίζει ανθρώπινα αντισώµατα 

(Fluorescein-conjugated anti-human antibody). Αυτά τα σηµασµένα αντισώµατα µπορούν 

να αναγνωρίζουν διαφορετικές τάξεις αντισωµάτων (IgG, IgA, IgM). Εάν υπάρχουν 

ειδικά αντισώµατα στον ορό του ασθενή, τότε εµφανίζεται σύµπλεγµα αντιγόνου-αντι-

σώµατος µε πράσινο-κίτρινο χρωµατισµό στο µικροσκόπιο φθορισµού. 
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Υλικά
αιώρηµα αµοιβάδων, αντικειµενοφόρες πλάκες µε 8 οπές, τα προς εξέταση 
αντισώµατα/ορός, σηµασµένο αντίσωµα µε φλουορεσκείνη
ρυθµιστικό διάλυµα 1x PBS, δοχεία ειδικά για αντικειµενοφόρους
διάλυµα Evans-blue (0.1% Evans-blue σε PBS, pH 7.2)
µέσο έγκλισης (25% γλυκερίνη σε PBS)

Μέθοδος

1. Απόψυξη των αντικειµενοφόρων µε το επιστοιβαγµένο υλικό (στην προκειµένη
περίπτωση αµοιβάδες).

2. Καλό στέγνωµα σε θερµοκρασία δωµατίου.
3. Μονιµοποίηση σε µεθανόλη, 10 min, 4oC.
4. Καλό στέγνωµα σε θερµοκρασία δωµατίου.
5. Πρόσθεση του εξεταζόµενου ορού (αντιορός, πολυκλωνικό αντίσωµα).

Χρησιµοποιούµε προς εξέταση ορό από µολυσµένα άτοµα (pos)και ως αρνητικό control
ορό από µη µολυσµένα άτοµα (neg).
∆ηµιουργούµε τις εξείς αραιώσεις των αντισωµάτων σε PBS: 1:20, 1:40, 1:80 και 1:160.
Τοποθετούµε 15-20 µl από την κάθε αραίωση στις αντίστοιχες οπές (βλ. σχήµα).

6. Επώαση των αντικειµενοφόρων για 45 min στους 37οC (ή 1 h, RT) σε υγρό περιβάλλον.
7. Πλύσιµο των αντικειµενοφόρων στα ειδικά δοχεία (10 min σε PBS, 2 φορές).
8. Στέγνωµα των αντικειµενοφόρων σε θερµοκρασία δωµατίου.
9. Προσθήκη του σηµασµένου µε φλουορεσκείνη αντισώµατος. Το σηµασµένο αντίσωµα

διαλύεται 1:100 σε διάλυµα Evans-blue (0.1 % σε PBS, pH 7.2).
Τοποθετούµε 15-20 µl σε κάθε οπή.

6. Επώαση των αντικειµενοφόρων για 45 min στους 37οC (ή 1 h, RT) σε υγρό περιβάλλον.
7. Πλύσιµο των αντικειµενοφόρων στα ειδικά δοχεία (10 min σε PBS, 2 φορές).
8. Στέγνωµα των αντικειµενοφόρων σε θερµοκρασία δωµατίου.
9. Προσθήκη του µέσου έγκλισης (25% γλυκερίνη σε PBS) στις οπές (1 σταγόνα) και 

επικάλυψη µε καλυπτρίδα.
10. Παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού.

1 2 3 4

5 6 7 8

1:20           1:40           1:80          1:160

pos

neg
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Αµεσος και έµµεσος ανοσοφθορισµός
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