Immunologia éwiczenie nr 3

Przygotowanie rozmazéw krwi obwodowej

rozmazy nalezy przygotowac¢ wg instrukcji osoby prowadzgce.

po wyschnieciu rozmaz utrwali¢ metanolem. (preparat KO)

Utrwalanie metanolem

nakropli¢ 2-3 krople metanolu na wysuszony rozmaz (tak aby metanol pokryt cata powierzchnie). Po

2 minutach zla¢ ewentualny nadmiar metanolu zostawi¢ preparat do wysuszenia

Izolowanie komoérek z weztdw limfatycznych oraz grasicy

1. Pobrany narzgd homogenizowac¢ w szklanym homogenizatorze w 3 ml podtoza, zawiesing komorek
przesaczyc¢ przez sitko (100um) do probdwki wirowniczej

2. zwirowac¢ 8 minut,1500 rpm, temp. 4°C

3. zlaé supernatant, komorki zwiesi¢ w "ostatniej kropli" dodac 1 krople surowicy, wymieszac

przygotowac rozmaz i po wyschnieciu rozmaz utrwali¢ metanolem

Izolowanie limfocytdw ze sledziony myszy

1. wyizolowac $ledzione, nastepnie homogenizowa¢ w szklanym homogenizatorze w 3 ml
podfoza, zawiesine komorek przesaczyé przez gaze i dopetni¢ podtozem do objetosci 6 ml

2. do probdwki wirowniczej o pojemnosci 15 ml wlaé 4ml zawiesiny komérek (pozostate 2 ml
wykorzystaé do '"lizy erytrocytdw") i podwarstwi¢ 3 ml gradisolu (d=1.077 g/cm®. Do
podwarstwienia uzy¢ pipety pasteurowskie;.
wirowac¢ 20 minut, 1800 rpm, temp. pokojowa
po wirowaniu przy pomocy pipety zebra¢ komorki z interfazy (mleczna warstwa nad
gradisolem) z zebranych komoérek przygotowaé rozmaz i po wyschnieciu rozmaz utrwali¢
metanolem (preparat Sl)

5. wykonac rozmaz takze z komorek osadzonych na dnie probowki, po wyschnieciu rozmaz

utrwalié metanolem (preparat SO)

Liza erytrocytow

1. 2 ml zawiesiny komérek sledziony wirowa¢ 8 minut,1500 rpm, temp. 4°C

2. osad zawiesi¢ w 5 ml ptynu do lizy erytrocytow, inkubowac¢ 10 min w tem. pokojowe;j

3. zwirowac 8 minut,1500 rpm, temp. 4°C,

4. zlaé supernatant, komérki zwiesi¢ w "ostatniej kropli" doda¢ 1 krople surowicy, wymieszac

przygotowaé rozmaz i po wyschnieciu rozmaz utrwali¢ metanolem (preparat SL)



