Cwiczenie 4
Metody izolowania roznych form
morfotycznych leukocytow —
wykonywanie preparatow cd.

Plan ¢wiczen

|lzolowanie makrofagow z otrzewnej - rozmazy
Barwienie preparatow z cw.3 i 4

Ogladanie preparatow — odroznianie roznych form
morfotycznych leukocytow

Porownanie otrzymanych preparatow z Atlasem krwi i z
gotowymi preparatami z krwi.



1 . Izolowanie makrofagow z otrzewnej

A. Pobieranie ptynu otrzewnowego

Odwirowac i zawiesi¢ w 1ml podtoza:

- 1 kropla zawiesiny + 1 kropla surowicy — rozmaz

B. Izolowanie makrofagow poprzez przyleganie

- 0,2ml = na szkietko podstawowe - 60 minut w 37°C
odptukac , wysuszyc¢ preparat

C. Usuwanie makrofagow z wykorzystaniem ich wfasciwosci
zernych

- 0,5ml-dodac¢ 4 mg pudru zelaza, inkubowac 45 minut w
temp. 37°C, mieszac, uzy¢ magnesu



lzolowanie makrofagow z otrzewnej

Za pomocg nozyczek
odcig¢ maty
fragment skory,
tworzac mate,
okrggte pole




lzolowanie makrofagow z otrzewnej

mate, okragte pole
pozbawione skory




lzolowanie makrofagow z otrzewnej

wstrzykngc¢ za
pomocy
strzykawki 10ml|
podtoza do jamy
otrzewnowej




lzolowanie makrofagow z otrzewnej

masowac powtoki
brzucha przez
ok.1 min




lzolowanie makrofagow z otrzewnej

pobrac ptyn z
otrzewnej do
probowki
polipropylenowej




lzolowanie makrofagow z otrzewne;

-pobrany ptyn
zwirowac 1200
obr/min, 10 min, 4°C

-osad zawiesi¢ w 1ml
podtoza hodowlanego

-zmieszac 1 krople
zawiesiny makrofagow
z 1 kropla surowicy i
zrobi¢ rozmaz,
(preparat O)

- po wyschnieciu
utrwali¢ metanolem



lzolowanie makrofagow z wykorzystaniem ich zdolnosci
przylegania do powierzchni szklanych i plastikowych

-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 odptukac nieprzylegajgce komorki kilkakrotnie nakraplajgc
i zlewajac PBS

-wysuszyc¢ preparat, po wyschnieciu rozmaz utrwali¢ metanolem.
(preparat MO)



Makrofagi - wtasciwosci zerne

monocyty po przejsciu do tkanek
stajg sie makrofagami

nasze doswiadczenie -
makrofagi wyizolowane
z otrzewnej fagocytuja
opitki zelaza (obserwacje
mikroskopowe)



Usuwanie makrofagow z wykorzystaniem ich
wtasciwosci zernych.

-0,5 ml zawiesiny komorek z ptynu otrzewnowego w
podtozu hodowlanym przeniesc¢ do pr eppendorfa dodac 4
mg pudru zelaza, zawartosc¢ probowki wymieszac

-inkubowaé 45 minut w temp. 37°C, mieszajgc w czasie
inkubacji zawartosc probowki

-komorki zerne wyizolowa¢ z zawiesiny przy pomocy
magnesu- wg instrukcji osoby prowadzace;.



Barwienie preparatow z ¢w.3 i 4

Barwienie metoda Pappenheima

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

® nakropli¢ na 15 min swiezo rozcienczony w buforze Giemzy
( w stosunku 1:1) barwnik May-Grunwalda

e optukac preparat kilkakrotnie nakraplajgc bufor Giemsy i
zlewajgc go, osuszy¢ preparat opierajgc dtuzszg krawedz
szkietka na bibule

e nakropli¢ barwnik Giemsy na 15 min
e optukac preparat nakraplajgc bufor Giemsy i zlewajgc go

® wysuszycC preparat przed oglagdaniem pod mikroskopem



Ogladanie preparatow — odroznianie roznych form
morfotycznych leukocytow

Poréwnanie z gotowymi preparatami krwi (dostarczonymi przez
prowadzgcego)

oraz
Atlasem krwi:
https://www.cellavision.com/en/cellavision-cellatlas/leukocytes

http://accessmedicine.mhmedical.com/book.aspx?bookl|D=1630



A Granulocyty

Immunologia-cwiczenia

Fig. 8 - Neutrophil

fig. 10 - Basophil
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Fig. 11 - Lymphocyte

Fig. 12 - Monocyte
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Figure 4-7. Human blood cells form a smear after Wright's stain, A and D, Neutrophilic leukocytes. B and E, Eosinophilic
leukocytes. C, Basophilic leukocyte. F, Plasma cell; this is not a normal constituent of the peripheral blood but is
included here for comparison with the nongranular leukocytes. G and H, Small lymphocytes, /, Medium lymphocytes. J,
K, and L, Monocytes.
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GRANULOCYTY

Bazofil, granulocyt asadochtonny
Stanowig <1% wszystkich krwinek
biakych.

Cytoplazma jest lekko kwasna, cata
komaérka wypetniona grubyrmi, okraghymi
zasadochtonnymi ziarenkami
baraigcymi sie na ciemnofioletowo.

Eozynofil, granulocyt
kwasochtonny

Zawiera w cytoplazmie ziarnistosc,
ktore przy barwieniu eozyng barwig
sie na kolor ceglasto-czerwony.
Stanowig od 1-5% wszystkich krwinek
biatych. Wykazuje slabe wiasciwosci

zeme (fagocytoza).

Neutrofil, granulocyt
obojetnochionny z jgdrem
pateczkowatm.

Neutrofil, granulocyt
obojetnochtonny z jadrem
wieloptatowym.

Stanowig 60% wszystkich leukocytow. Naleza do komaorek fagocytujacych.

AGRANULOCYTY

Duzy ziamisty limfocyt

Cechuje sie niska wartoscig stosunku
objetosci jadra do objetosci cytoplazmy
oraz obecnodcig duze) zawartosci
ziaren azurcfilnych.

Stanowia okoto 2

Maty limfocyt
Zawiera duze jgdro | mato cytoplazmy
|e otaczajace).

5% wszystkich biatych krwinek

Monocyt

Stanowig 5-8% wszystkich krwinek
biatych. Naleza do komadrek
fagocytujgcych (zemych) —
makrofagow.




Granulocyty

- biorg udziat w odpowiedzi niespecyficznej

- posiadajg charakterystyczne granule - uwalniane podczas kontaktu z patogenem,

zawierajg biatka zabijajgce lub regulujgce inne komorki
- zawierajg podzielone jadra

e neutrofile e Bazofile

- gtowne komorki efektorowe - stanowig <1% WBC

wczesnej odpowiedzi - nie fagocytujg

- stanowig 50-70% WBC - jadro podzielone, zastoniete przez

- uwalniane ze szpiku, krgzg 7- niebieskie granule

10 h, wchodzg do tkanek , - biorg udziat w reakcjach alergicznych
zyja kilka dni - biorg udziat w odpowiedzi na

- ich liczba wzrasta w czasie pasozyty

infekciji - wigzgc sie z antygenami wydzialajg
- zabijajg mikroorganizmy na histamine

drodze fagocytozy

- glowny sktadnik komdérkowy

ropy

e Eozynofile

- dwuczionowe jgdro

- ruchliwe, fagocytujgce
- rozpoznajg antygeny
na pasozytach

- biorg udziat w
zabijaniu pasozytow,
robakow




Jak neutrofile wptywajg na uktad immunologiczny

Antimicrobial mechanisms:

* Phagocytosis

* Release of antimicrobial polypeptides
¢ NET release
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Immune-modulating mechanisms:
Mediator Granule proteins Granule proteins |Granule proteins/alarmins APC-like neutrophils?
e.g. azurocidin, proteinase-3 e.g. azurocidin, LL-37, defensins e.g. defensins, LL-37, lactoferrin
Chemokines/cytokines Chemokines Chemokines/cytokines Soluble mediators®
e.g. TNFa, CXCL1, -2, -3, -8 e.g. MCP-1, MIP1c/B, MIP3 o/} e.g. TNFa, CCL19, CCL20 e.g. arginase, ROS, NO
Direct contact Cytokines Direct contact Cytokines/chemokines
e.g. ligation of ICAM-1, E-selectin e.g. TNFa, IL-1 /B Y Y eg.CXCL1,-5,-6,-7,-8°, IL-4,-6°,
Y IL-12%, IL-10',, TGFB' Y

Target
\ "\
Monocyte/macrophage DC Tcell

aT cell proliferation

Response Endothelial cells Recruitment 1 Recruitment 1 bT cell :upp,ession

Antimicrobial activity ! Maturation 1 T cell recruitment
Endothelial activation 1 Secretion of cytokines/  Secretion of cytokines/  dTh2-activation pattern
Vascular permeability 1 Chemokines 1 Chemokines ! eTh1-activation pattern

Inhibition of T cell
Proliferation

TRENDS in Immunology




Czynniki wydzielane przez leukocyty

Cell type

Neutrophil

Eosinophil

Basophil/Mast Cell

X,

Molecule in granule

Proteases
Antimicrobial proteins
Protease inhibitors
Histamine

Cationic proteins
Ribonucleases
Cytokines
Chemokines

Cytokines
Lipid mediators
Histamine

Examples

Elastase, Collagenase
Defensins, lysozyme
al-anti-trypsin

EPO

MBP

ECP, EDN

IL-4, IL-10, IL-13, TNFa
RANTES, MIP-1a

IL-4,IL-13
Leukotrienes

L. Ly B Examples of proteins contained in neutrophil, eosinophil, and basophil granules

Function

Tissue remodeling

Direct harm to pathogens
Regulation of proteases
Vasodilation, inflammation

Induces formation of ROS

Vasodilation, basophil degranulation
Antiviral activity

Modulation of adaptive immune responses
Attract leukocytes

Modulation of adaptive immune response
Regulation of inflammation
Vasodilation, smooth muscle activation

Table 2-2
Kuby Immunology, Seventh Edition
@ 2013 W. H. Freeman and Company



