Znakowanie markerow powierzchniowych

Wstep teoretyczny

1.
2.
3.

Metody identyfikacji komorek uktadu odpornosciowego

Rozréznianie komorek metodg cytometrii przeptywowej

Zastosowania cytometru przeplywowego w badaniach laboratoryjnych i klinicznych
(oznaczanie markerow powierzchniowych, apoptoza, cykl komoérkowy, wskazniki
aktywacji  komorek, proliferacja, sortowanie komorek, obecnos¢ biatek
wewnatrzkomérkowych, metody iloSciowe oznaczania cytokin, przeciwciat)

I. Izolowanie leukocytow z narzadow limfatycznych

Materiaty:

PBS (buforowany roztwor soli fizjologicznej, pH 7.2)
bufor do lizowania erytrocytow

70% etanol

narzedzia chirurgiczne (nozyczki, pesety)

wata, lignina, r¢cznik papierowy

szalki Petriego (60 x 15 mm)

homogenizatory szklane

probowki stozkowe (15 ml)

pipety pasteurowskie

komora Burkera

e plyn Turka
e roztwor biekitu trypanu (0.4% roztwor w H,0, w/v)
Procedura
1. Mysz zabi¢ przez przerwanie rdzenia krggowego lub za pomoca CO;, potozy¢ na

stoliku preparacyjnym i przemy¢ etanolem.

Uwaga! Preparatyka narzagdow i komorek powinna by¢ wykonywana w temperaturze 4°C.

Przed rozpoczeciem pracy nalezy przygotowac tazni¢ lodowa.

2.

Wypreparowaé grasice, Sledzione 1 wezly chtonne i umiesci¢ je w PBS na szalce
Petriego.

Poszczegélne narzady limfatyczne przenies¢ do szklanego homogenizatora i
zhomogenizowa¢ w 5 ml PBS, zawiesing komorek przesaczyé przez gaze w celu
usuni¢cia fragmentdéw tkanek.

Zawiesiny komorek przenies¢ do probowek stozkowych i odwirowa¢, 1700 rpm, 8

minut, temp. 4°C.



5. Policzy¢ komorki w zawiesinach postugujac si¢ komorg Burkera.

6. Okresli¢ zywotno$¢ komodrek w zawiesinach za pomocg barwienia bigkitem trypanu.

7. Erytrocyty znajdujace si¢ w zawiesinie komoérek wyizolowanych ze $ledziony usungé

poprzez dodanie do osadu komorek buforu do lizowania erytrocytow. Bufor lizujacy

erytrocyty dodawaé podczas mieszania osadu komérek. Zywotno$¢ leukocytow po

zlizowaniu erytrocytéw nie powinna ulec zmianie.

I1. Znakowanie markeréw powierzchniowych przeciwcialami monoklonalnymi

Materiaty

bufor do znakowania markerow (0.5% roztwér BSA w PBS zawierajacy 0.05%
NaNs3)

przeciwciata monoklonalne sprz¢zone z fluorochromami

proboéwki do FACSu

ptyn do utrwalania wyznakowanych komorek (1% roztwor formaliny w H,O lub
PBS)

Uwaga! Znakowanie markeréw powierzchniowych wykonywaé w temperaturze 4°C.

Procedura

1.

Przygotowa¢ zawiesiny leukocytow w buforze do znakowania markerow. Gestosé
zawiesin: 1 x 10%/ml, czyli w 50 pl zawiesiny znajduje si¢ 1 mln komorek.

Do probéwek do FACSu doda¢ po 50 ul zawiesiny komorek. Do komoérek dodaé
odpowiednie przeciwciata monoklonalne sprzezone z fluorochromami. Pamigta¢ o

kontroli:

- kontrola negatywna

- kontrola izotypowa

- znakowanie pojedyncze w przypadku znakowania kilku markeréw jednoczesnie.

3.
4.

Komorki inkubowaé z przeciwciatami w temp. 4°C, 30 minut, w ciemnoSci.

Po inkubacji komorki ptuka¢ 3-krotnie buforem do znakowania (wirowanie: 1800
rpm, 8 minut, temp. 4°C)

Komérki zawiesic w 0.5 ml 1% roztworze formaliny (w przypadku
przechowywania do 7 dni), lub PBS w przypadku natychmiastowej analizy w

cytometrze przeplywowym.



grasica

sledziona

wezly chlonne

Kontrola negatywna

Kontrola izotypowa *

Kontrola pojedyncza

a-CD3

Kontrola pojedyncza

a-CD4

Kontrola pojedyncza

a-CD8

a-CD3/a-CD4/a-CD25

a-CD3/a-CD19

a-CD4/a-CD8/a-CD3

a-CD4/a-CD8/a-CD25




Kontrola izotypowa * -

jest przeciwcialem, ktore zachowuje podobne whasciwosci do pierwotnego przeciwciata, ale
nie ma specyficznego wigzania z celem. Ta kontrola negatywna stosowana jest zamiast
pierwotnego przeciwciata, dzigki czemu pomaga okresli¢ udziat niespecyficznego tta w
barwieniu.

Kontrole izotypowe powinny $ci§le pasowa¢ do wlasciwosci pierwszorzedowego
przeciwciata 1 by¢ stosowane w identycznych warunkach eksperymentalnych, aby jak
najlepiej okresli¢ obecno$¢ i zakres wigzania niespecyficznego.

Kontrole izotypowe powinny pochodzi¢ od tego samego gatunku gospodarza, klasy i
podklasy (izotyp), mie¢ ten sam stosowany fluorochrom oraz by¢ stosowane w tym samym
stezeniu, co przeciwciato pierwotne.
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https://www.novusbio.com/products/isotype-controls

Rozklad populacji limfocytow w poszczegolnych narzadach limfatycznych

% ]limfocytow T % limfocytéw B
Grasica 97 0,1
Wezly chlonne 77 18
Sledziona/spleen 35 38
Krew 70 24
Przewod piersiowy 80 19


https://www.novusbio.com/products/isotype-controls




