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Wstep

Szpik kostny zawiera hematopoetyczne (HSC) oraz niehematopoetyczne komorki
macierzyste (KM). Do niehematopoetycznych KM naleza: komorki progenitorowe
srodblonka naczyn (EPC), mezenchymalne komorki macierzyste (MSC),
multipotencjalne komorki progenitorowe z dorostych tkanek (MAPC), komorki
MIAMI, multipotencjalne komdrki macierzyste z dorostych tkanek (MASC), a takze
bardzo mate komorki macierzyste o charakterze embrionalnym (VSEL).

Kluczem stuzacym do identyfikacji oraz izolacji roznych populacji komorek
macierzystych jest ich profil wieloantygenowy. Fenotypy wybranych typow KM

przedstawiono w tabeli ponize;j.

Rodzaj Profil antygenowy
komodrek

MSC Sca-1+/CD90+/CD105+/CD106+/CD29+/CD44+/CD45-/CD11b-

VSEL Sca-1+/CD184+/CD34+/Oct-4+/Nanog+/SSEA-1/4+/Tra-1-60/81+/CD106+-/Flk-
1+-/CD45-/Lin-

HSC Sca-1+/CD31+/CD34+/CD44+/CD45+/CD90+/CD105+/CD106+/
CD117+/CD184+/CD338+/Lin-

Cytometria przeptywowa jest technika umozliwiajaca szybka identyfikacje réznych
rodzajow KM. Ponizej przedstawiono strategie analizy oraz izolacji komodrek VSEL
oraz HSC z mysiego szpiku kostnego. Bardzo male komorki o niskiej ziarnistosci
(FSClow/SSClow) z bramki R1 sa wizualizowane pod katem wystepowania na ich
powierzchni markerow komorek linii hematopoetycznych oraz antygenu Sca-1. W
bramce R2 zawarto obiekty Lin- oraz réwnoczesnie Sca-1+. Komorki Lin-/Sca-1+ sa
nastepnie analizowane pod wzgledem wystepowania na ich powierzchni lub braku
antygenu CD45. Komorki o fenotypie Sca-1+/Lin-/CD45- sa komodrkami VSEL,
natomiast komorki Sca-1+/Lin-/CD45+ komdrkami HSC.
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Zuba-Surma EK etal. .7 Caf Mol Med 2008;12:292.

Rys. 1. Strategia analizy oraz izolacji komdrek VSEL oraz HSCs.

Cel doswiadczenia:

Celem ¢wiczenia jest identyfikacja oraz ocena fenotypu réznych populacji KM za
pomocy technik cytometrycznych oraz obrazowych, w tym komdrek adherentnych

oraz nieadherentnych.

Przebieg doswiadczenia:

Doswiadczenie jest kontynuacja eksperymentu rozpoczetego na poprzednich

zajeciach. Praca w zespotach trzyosobowych.

I. Pasaz komorek MSC:

1. Oceni¢ konfluencje komoérek w hodowli pod mikroskopem.

2. Z naczynia zla¢ ptyn hodowlany (ponizsze kroki prosze wykonywac sprawnie
tak zeby komdrki nie wyschty).

3. Delikatnie zala¢ komorki 5 ml roztworu PBS (bez Ca?, Mg?), przeptukac je,
a nastepnie zla¢ PBS. Powtorzy¢ ptukanie PBS. Inkubowac 1-2 min.

4. Zala¢ komorki 0,5-1 ml 0.25% roztworu trypsyny/EDTA.

5. Naczynie hodowlane umiesci¢ w inkubatorze hodowlanym (37°C, 5%CQO).

6. Po uplywie 3 min sprawdzi¢ pod mikroskopem czy komorki juz oderwaty sie
od podtoza. W razie koniecznosci inkubowac¢ komorki w trypsynie przez
kolejne 2-3 min. (Uwaga! Jesli komorki zaokragla sie, mozna oderwac je mechanicznie

poprzez 2-3 krotne uderzenie w naczynie hodowlane).
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7. Niezwlocznie po oderwaniu sie komdrek od podioza doda¢ do naczynia 2 ml
medium hodowlanego DMEM/F12 + 10% FBS w celu inaktywagji trypsyny.

8. Uzyskana zawiesing komdrek przenies¢ do proboéwki 15 ml. Przeptukac
naczynie hodowlane 3 ml DMEM/F12 + 10% FBS, a nastepnie zawiesine dodac
do probowki wirowniczej.

9. Komorki zwirowac (1500 rpm., 5 min., RT).

10. Po odwirowaniu nadsacz zla¢ jednym szybkim ruchem, natomiast pelet
zawiesi¢ w 0,5 ml medium hodowlanego DMEM/F12+2%FBS.

11. Policzy¢ komorki w komorze Burkera.

12. 10° komorek przeniesies¢ do probowki typu Eppendorf. Dodac¢ 200 ul buforu
RL zawierajacego 1% Bond Breaker (B-merkaptoetanol). Zworteksowac.
Homogenizowa¢ przy uzyciu strzykawki 1 ml z igla. Przechowywac¢ w -80°C.
(Material na Cw. 3)

II. Przygotowanie komoérek MSC do analizy ekspresji markerow komorek

mezenchymalnych technika cytometrii przeplywowej

1. Komérki MSC przenies¢ do probowki cytometrycznej, a nastepnie wybarwic
immunofluorescencyjnie przeciwcialami wymienionymi w tabeli, zgodnie z

ponizszym schematem:

Nazwa Probki Przeciwcialo znakowane fluorescencyjnie

MSC 1. PE Rat anti- mouse CD11b =3 ul/ prébke

2. FITC Rat anti-mouse CD45 =3 ul/ probke

3. APC Rat anti- mouse CD90.2 = 3 pl/ probke
4. PE/Cy7 Rat anti-mouse CD105 = 3 ul/ probke
Komp./ Empty* Probka niebarwiona

Komp./ PE* PE Rat anti- mouse CD11b =2 ul
Komp./ FITC* FITC Rat anti-mouse CD45 =2 ul
Komp./ APC* APC Rat anti- mouse CD90.2 =2 ul

Komp./ PE/Cy7* | PE/Cy7 Rat anti-mouse CD105 =2 ul

*Prébki kompensacyjne zostang przygotowane przez Asystenta.

2. Barwic¢ 20 min., na lodzie, bez dostepu swiatla.
3. Po zakonczeniu barwienia do kazdej probéwki dodawaé po 2 ml DPBS (bez
Mg?, Ca?).
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4. Probéwki z komdrkami zwirowac (1500 rpm., 5 min., RT).

5. Odciagna¢ nadsacz, pelet zawiesic w 300ul DMEM/F12 + 2% FBS,
rozpipetowac.

6. Analizowac profil antygenowy komdrek MSC przy uzyciu cytometru BD FACS
Aria III.

III. Przygotowanie komorek mysiego szpiku kostnego oraz subpopulacji CD45-

i CD45+ do analizy zawartosci procentowej komorek HSC oraz VSEL

technika cytometrii przeplywowej

1. Utrwalone podczas poprzednich zaje¢ komorki szpiku kostnego, a takze
wysortowane subpopulacje CD45+ oraz CD45- zwirowac¢ (1500 rpm., 5 min.,
RT).

2. Pelety zawiesi¢ w 300 ul DPBS+2%FBS, a nastepnie policzy¢ komorki w
komorze Burkera.

3. Do dziewieciu probéwek cytometrycznych dodawac po 100 ul DMEM/F12 + 2%
FBS, a nastepnie wybarwi¢ komdrki immunofluorescencyjnie przeciwciatami

wymienionymi w tabeli zgodnie z ponizszym schematem:

Nr Nazwa Probki Rodzaj Liczba Przeciwciala znakowane fluorescencyjnie
pro komorek | komorek
bki
1 SzK Komorki 5x10¢ 1. Panel markeréw linii hematopoetycznych (Lin):
szpiku PE Rat anti- mouse Ly-6G and Ly-6C;
kostnego PE Rat anti- mouse CD11b;
po lizie PE Rat anti- mouse CD45R/B220;
erytrocyto PE Rat anti- mouse Ter-119;
w PE Hamster anti- mouse yd T- Cell Receptor;

PE Hamster anti- mouse TCR 3 Chain)
po 1 ul kazdego = 6 ul/ prébke

2. PE/Cy5 anti- mouse Ly-6A/E (Sca-1) =
3 ul/ probke

3. FITC Rat anti-mouse CD45 =5 ul/ probke

Komp./ Empty 0,5x10¢ | Probka niebarwiona
Komp./ PE 0,5x10¢ | Panel markerdw linii hematopoetycznych Lin =2 ul
Komp./ FITC 0,5x10¢ | FITC Rat anti-mouse CD45 =2 pl
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Komp./  PE- 0,5x10¢ | PE/Cy5 anti- mouse Ly-6A/E (Sca-1) =2 pl
Cyb
CD45+ CD45+ 5x10¢ Barwienie jak dla prébki Nr 1.
CD45+/ Empty CD45+ 0,5x10° | Probka niebarwiona
CD45- CD45- 5x10¢ Barwienie jak dla prébki Nr 1.
CD45-/ Empty CD45- 0,5x10° | Probka niebarwiona

4. Barwic¢ 20 min., na lodzie, bez dostepu swiatla.

5. Po zakonczeniu barwienia do kazdej probowki dodawac¢ po 2 ml DPBS (bez
Mg?, Ca?").

6. Probowki z komdrkami zwirowac (1500 rpm., 5 min., RT).

7. Odciagnac nadsacz, pelet zawiesi¢ w 300ul DPBS, rozpipetowac.

8. Analizowa¢ zawarto$¢ procentowa komorek HSC oraz VSEL w szpiku
kostnym, a takze subpopulacjach CD45- i CD45+ przy uzyciu cytometru BD
FACS Aria IIL




