Instrukcja do ¢wiczen ,Immunologia” dla kierunku Dietetyka
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Cwiczenie 1
Izolacja limfocytow z krwi obwodowej, liczenie na siatce analitycznej.

Cwiczenie obejmuje dwie czeSci:

(1) Prawidlowe techniki pipetowania przy uzyciu pipet automatycznych;
(2) Separacje¢ jednojadrzastych komérek krwi obwodowej oraz ocena ich zywotnosci

Zagadnienia: zasady funkcjonowania laboratorium, przepisy BHP, komorki immunologicznie
czynne, komorki pomocnicze, metody izolacji komorek, testy czynnoSciowe, reakcje

nadwrazliwosci, metody oceny funkcji limfocytow

Zadanie 1. Przygotowanie seryjnych (seometrycznych) rozecienczen roztworu wzorcowego.

1. Przygotuj 6 proboéwek o pojemnosci 1,5 ml i ponumeruj od 1 do 6.

2. Do kazdej dodaj 600 pl wody destylowane;.

3. Do pierwszej probowki dodaj 400 pl roztworu wzorcowego. Doktadnie wymieszaj. Zwiruj w
wirowce tak, aby ciecz nie pozostawata na $ciankach probowki.

4. Pobierz 400 pul roztworu z probowki 1 i przenie$ do probOwki nr 2.

5. Analogicznie przygotuj kolejne rozcienczenia.

Przygotowanie rozcienczen prostych roztworu wzorcowego.
1. Przygotuj 4 probowki o pojemnosci 1,5 ml i ponumeruj od 1 do 4.
2. Przygotuj roztwory zgodnie z informacjami zamieszczonymi w tabeli ponize;.

Objetos¢ wody [pl] Objetos¢  roztworu | Zakres uzytej pipety
wzorcowego [ul]

Probdwka 1 500 500
Probowka 2 900 100
Probowka 3 990 10
Probowka 4 999 1

3. Zaznacz w tabeli zakres pipety uzytej do przygotowania kazdego z roztworow

Zadanie 2. lzolacja komorek z Krwi i oznaczanie zywotnosci komorek.

- metoda izolacji w gradientach gestosci

Wykorzystuje réznice w wielko$ci 1 cigzarze wlasciwym poszczegdlnych komorek. Stosuje sie
mieszaniny rozdzielajgce: Ficoll (Percoll) — Isopaque (Uropolina) — [metoda Boyum’a], Gradisol
(mieszanina Uropoliny i dekstranu) o r6znej gestosci. Krew pobrang na antykoagulant i wymieszang
z PBS nawarstwia si¢ na odpowiedni gradient i wiruje. Po wirowaniu komorki zbiera si¢ powstatej
interfazy.
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- ocena zywotnosci izolowanych komorek

W celu oceny zywotnosci komorek wykorzystuje si¢ np. roztwor biekitu trypanu (BT). Dodanie tego
barwnika pozwala oceni¢ przepuszczalnos¢ btony komorkowej. W tescie z BT martwe komorki
barwig si¢ na niebiesko. Oceniane komorki liczy si¢ na siatce do liczenia pod mikroskopem
Swietlnym.

Przygotowanie:
I. Izolacja jednojadrzastych komorek krwi obwodowej

1. Sprzgt 1 odezynniki:

- probowki plastikowe 15 ml i 50 ml

- zestaw regulowanych mikropipet 10 — 1000 pl
- Gradisol L (FICOLL o d = 1,077 g/cm?®)

- Bufor PBS

2. Material badany:

- krew obwodowa pobrana do probéwki z antykoagulantem heparyng (min. ilos¢ 500 pl)

3. Zasada metody:

Na okreslong objetos¢ gradientu gestosci nawarstwia si¢ rozcienczong PBS krew obwodowa.
Po odwirowaniu zbiera si¢ interfaz¢ bogata w komorki limfoidalne. Na dnie probowki zbieraja si¢
erytrocyty i granulocyty, ktore przedostaly si¢ przez warstwe Gradisolu.

4. \Wykonanie:
- Pobrang na heparyne krew rozcienczy¢ w probowce 50 ml roztworem PBS w stosunku 1:3.

- Do probowki 15 ml wprowadzi¢ Gradisol L 1 krew zawieszong w PBS w stosunku 1:1 (3:1) tak
aby zachowac granicg faz.

- Wirowa¢ probowki w ciggu 20 min, w temperaturze 20°C, przy 2000 obr./min.
- Zebra¢ z interfazy pierscien komorek jednojadrzastych.

- Pluka¢ dwa razy w PBS. Wirowa¢ w temperaturze 4°C przy 200 g (prowadzacy zbierze
probowki do wirowania od calej grupy).

- zebra¢ supernatant znad osadu komorkowego i zawiesi¢ w 0,5 ml PBS.

5. Ocena i interpretacja wynikow:
Oceng izolacji limfocytow przeprowadza si¢ pod mikroskopem $wietlnym.

I1. Liczenie komorek na hemacytometrze oraz okreslenie zywotnosci komorek przy pomocy
blekitu trypanu.

1. Sprzgt 1 odczynniki:

- hemacytometr (kamera do liczenia komorek, np. Burkera lub KOVA)
- zestaw regulowanych mikropipet 10 — 1000 pl

- probowki plastikowe 0.5ml

- mikroskop $§wietlny

- biekit trypanu 0,05 %
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2. Materiat badany: komorki krwi obwodowe;j izolowane w gradiencie gestosci (z czeSci I)

3. Zasada metody:
W wyniku barwienia btekitem trypanu komorki martwe wybarwiajg si¢ na niebiesko, do
wnetrza komorek zywych barwnik nie wnika.

4. Wykonanie

- Zmiesza¢ 10 pl zawiesiny komorek z 10 pl 0,05 % bigkitu trypanu (stosunek 1 : 1).

— Nalozy¢ 10 pl mieszaniny komorek 1 biekitu trypanu na komore KOVA.

- Umiesci¢ kamere do liczenia komodrek pod mikroskopem §wietlnym.

- Obliczy¢ ilos¢ zywych (niewybarwionych) i martwych (niebieskich) komoérek zawartych na
pOWieerChni 1 mm?2. Powtérzy¢ liczenie dla 3 — 4 réznych pol i obliczyé $rednig liczbe komoérek na
1 mm=.

5. Ocena i interpretacja wynikow:

- Przeliczy¢ catkowita liczbe zywych komorek wg opisu:

Pod mikroskopem $wietlnym odwrdconym liczymy ilos¢ komoérek po przekatnej komory Kova
(KOVA® Glasstic Slide 10 with Grid Chamber, HYCOR) w 3 duzych kwadratach (najlepiej po
przekatnej), sktadajacych si¢ z 9 mniejszych kwadratow (Rysunek 1). Uzyskane wyniki z liczenia
komorek na poszczegolnych kwadratach zsumowano i pomnozono przez wspotczynnik Kova wg
wzoru ponizej. Uzyskany wynik z obliczen to liczba komoérek zawieszonych w zadanej objetosci
roztworu.

Suma komorek z 3 kwadratow x 1,1 x 3 X objetos¢ zawiesiny W jakiej sqg komorki (N)= ilos¢
komérek w N ml zawiesiny

Rysunek 1. Plytka KOVA do liczenia komorek pod mikroskopem: a) wyglad ptytki; b) schemat
komory Kova.

Opracowanie wynikow i zadanie
(1) Podaj liczbe limfocytow w badanej probie na 1ml

(2) Podaj liczbe limfocytow zywych i martwych policzonych w badanej probie
(3) Suma komérek z 3ch duzych kwadratow to 168. Ile mam wszystkich komorek jesli
W probdwce z ktorej pobrano komorki do liczenia byto 4 ml zawiesiny komorek.
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