Immunologia éwiczenie nr 4

Izolowanie makrofagéw z ptynu otrzewnowego myszy

A. Pobieranie ptynu otrzewnowego

1.
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10 ml podioza wstrzykng¢ do jamy otrzewnowej martwej myszy

masowac powitoki brzucha przez ok.1 min

pobrac ptyn z otrzewnej do probdwki polipropylenowej (nie jest catkiem przezroczysta)
zwirowaé 1200 obr/min, 10 min, 4°C

osad zawiesi¢ w 1ml podtoza hodowlanego

zmieszac¢ 1 krople zawiesiny makrofagéw z 1 kropla surowicy i przygotowa¢ rozmaz, po

wyschnieciu rozmaz utrwali¢ metanolem. (preparat O)

B. Izolowanie makrofagdw z wykorzystaniem ich zdolnosci przylegania do powierzchni szklanych i

plastikowych
1.

natozy¢ 0,2 ml zawiesiny komorek otrzewnowych, tak zeby zawiesina wypetnita wnetrze
parafinowego kotka na szkietku podstawowym.
inkubowac¢ 60 minut w 37°C, w atmosferze 5% dwutlenku wegla

po inkubacji odptukaé nieprzylegajgce komorki kilkakrotnie nakraplajac i zlewajgc PBS

4. wysuszy¢ preparat, po wyschnieciu rozmaz utrwali¢ metanolem. (preparat MO)

C. Usuwanie makrofagéw z wykorzystaniem ich wtasciwosci zernych.

1.

0,5 ml zawiesiny komorek z ptynu otrzewnowego w podtozu hodowlanym przenies¢ do pr
eppendorfa doda¢ 4 mg pudru zelaza, zawarto$¢ probowki wymieszac

inkubowaé 45 minut w temp. 37°C, mieszajgc w czasie inkubacji zawarto$¢ probdwki

komorki Zzerne wyizolowaé z zawiesiny przy pomocy magnesu- wg instrukcji osoby

prowadzgcej.

Barwienie metodg Pappenheima

Przygotowane i utrwalone na poprzednich ¢wiczeniach preparaty nalezy zabarwi¢ metodg Pappenheima.

Po wysuszeniu oceni¢ morfologie komérek pod mikroskopem.

1.
2.

na suchy preparat nakropli¢ bufor Giemzy, zla¢ bufor po uptywie 5 min.

nakropli¢ na 5 min Swiezo rozcienczony w buforze Giemzy ( w stosunku 1:1) barwnik May-

Grunwalda

optuka¢ preparat kilkakrotnie nakraplajgc bufor Giemsy i zlewajac go, osuszy¢ preparat opierajgc

diuzszg krawedz szkietka na bibule

nakropli¢ barwnik Giemsy na 15 min

optukac¢ preparat nakraplajagc bufor Giemsy i zlewajgc go

6. wysuszy¢ preparat przed oglgdaniem pod mikroskopem






