Cwiczenie 3
Metody izolowania roznych form

morfotycznych leukocytow

Wykonywanie preparatow
z krwi, grasicy, sledziony i weztow
chtonnych



Plan ¢wiczen:

1. Rozmaz z krwi obwodowej
2. Wezty limfatyczne i grasica: homogenizacja — rozmaz

3. Sledziona: homogenizacja — wirowanie na gradisolu
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4. Utrwalanie wyschnietych rozmazow metanolem



1. Przygotowanie rozmazow krwi obwodowej

Rozmazy nalezy przygotowac wg instrukcji osoby prowadzacej.
Po wyschnieciu rozmaz utrwali¢ metanolem. (preparat KO)

Uwaga: Wszystkie preparaty nalezy podpisywac otowkiem

Utrwalanie metanolem

nakropli¢ 2-3 krople metanolu na wysuszony rozmaz (tak aby
metanol pokryt cata powierzchnie). Po 2 minutach zlac
ewentualny nadmiar metanolu zostawic preparat do
wysuszenia




Wykonywanie rozmazéw Immunologia-cwiczenia
Schemat pokazuje
sposob wykonania
- rozmazu z krwi

APPROACHING

Podobnie nalezy
wykonac inne rozmazy
z zawiesin komorek
uzyskanych z weztow
chtonnych,grasicy i
sledziony

ADHESION

ADVANCEMENT




- Wykonywanie rozmazéw

- rozmaz z krwi






2. Wezty limfatyczne i grasica: homogenizacja — rozmazy

-homogenizowac w 3 ml
podtoza, przesgczyc przez
sitko (100mm)

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

- zla€ supernatant,

- komorki zawiesi¢ w
4 ostatniej kropli

-dodac 1 krople surowicy,
wymieszad

- zrobi¢ rozmazy (podpisac
preparaty - Wi G)

- po wysuszeniu utrwalic
metanolem



3. Sledziona: homogenizacja - wirowanie na gradisolu
- liza erytrocytow

-homogenizowac w 3 ml

podtoza, przesgczyc przez sitko
(100mm)

- dopetni¢ podtozem do 6 ml
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4ml do
wirowania
na gradisolu

2ml do lizy
erytrocytow



|lzolowanie limfocytow poprzez wirowanie na gradisolu
(homogenat ze Sledziony)

Zawiesina
komorek
sledzionowych
4ml
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Gradisol
3ml

1800 rpm 20min
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Interfaza

Gradisol
3 ml

- 4ml zawiesiny komorek podwarstwic
3 ml gradisolu (d=1.077 g/cm?3) za
pomoca pipety pasteurowskiej.

- wirowac 20 minut, 1800 rpm,
- przy pomocy pipety zebraé¢ komorki z
interfazy (mleczna warstwa nad

gradisolem)

- z zebranych komorek przygotowac
rozmaz (preparat L)

-wykonac rozmaz takze z komorek
osadzonych na dnie probowki

(preparat O)

- po wyschnieciu utrwali¢ metanolem
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lzolowanie komorek poprzez wirowanie na gradisolu
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Homogenat ze sledziony - liza erytrocytow

- 2 ml zawiesiny komorek sledziony wirowac 8 minut,1500 rpm, temp. 4°C
- osad zawiesi¢ w 5 ml ptynu do lizy erytrocytow,

- inkubowac¢ 10 min w tem. Pokojowej

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

-zla€ supernatant, komorki zawiesi¢ w "ostatniej kropli" dodac 1 krople surowicy,
- wymiesza¢ i zrobié¢ rozmaz (preparat Sl)

- po wyschnieciu rozmaz utrwali¢ metanolem



