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2η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ  ΑΣΚΗΣΗ ΑΝΟΣΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ

Επ. Καθ. Αικατερίνη Χλίχλια

∆ΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ  ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ  ΣΕ  ΦΙΚΟΛΗ

Μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίµατος µπορούν να αποµονωθούν από ολικό
αίµα  µε φυγοκέντρηση στο υλικό Ficoll-Hypaque.

Με τη µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται αποµόνωση λεµφοκυττάρων πολύ εύκολα από το 
περιφερικό αίµα µε την εφαρµογή φυγοκεντρήσεως πυκνότητας σε κλίση φικόλης 
(Ficoll) και µετριζιµίδης (Hypaque). Ο διαχωρισµός βασίζεται στο ότι τα λεµφοκύτταρα
έχουν µικρότερη πυκνότητα από τα ερυθροκύτταρα και τα κοκκιοκύτταρα.
Το αίµα που λαµβάνεται, τοποθετείται αµέσως  σε φιαλίδιο µε αντιπηκτικό. Το αίµα 
αυτό αραιώνεται µε υλικό ιστοκαλλιέργειας και επιστοιβάζεται πρσεκτικά στην 
επιφάνεια του υγρού στρώµατος φικόλης (Ficoll-Hypaque), η οποία βρίσκεται µεσα στο 
δοκιµαστικό σωλήνα. Η φικόλη έχει µεγαλύτερη πυκνότητα από εκείνη των λεµφοκυττάρων, 
αλλά µικρότερη από αυτή των ερυθροκυττάρων και κοκκιοκυττάρων (π.χ. ουδετεροφίλων).
Μετά από φυγοκέντρηση, τα ερυθροκύτταρα και τα πολυµορφοπύρηνα ουδετερόφιλα
διέρχονται διαµέσου της φικόλης για να σχηµατίσουν ίζηµα στον πυθµένα του σωληναρίου,
ενώ τα λεµφοκύτταρα και ελάχιστα µονοπύρηνα παραµένουν πάνω από το στρώµα της 
φικόλης, στη µεσοστοιβάδα. Ετσι, µπορούν να παραληφθούν από το στρώµα διαχωρισµού. 
Αυτά τα κύτταρα ονοµάζονται µονοπύρηνα κύτταρα του περφερικού αίµατος (Peripheral 
Blood Mononuclear Cells, PBMC).
Το παρασκεύασµα των λεµφοκυττάρων µπορεί να απαλλαγεί περαιτέρω από τα µακροφάγα
(µονοπύρηνα) µε την προσθήκη ρινισµάτων σιδήρου. Τα ρινίσµατα προσλαµβάνονται από 
τα φαγοκύτταρα, τα οποία µπορούν να αποµακρυνθούν µε έναν ισχυρό µαγνήτη.
Εναλλακτικά, τα  µονοπύρηνα (µακροφάγα) µπορούν να αποµακρυνθούν εάν αφήσουµε το 
εναιώρηµα των κυττάρων να καθιζήσει σε πλαστικό τριβλίο. Τα µακροφάγα προσκολλώνται
στο πλαστικό, ενώ τα λεµφοκύτταρα µπορούν να αποµακρυνθούν µε πλύσιµο.



2

Υλικά και όργανα
διάλυµα  Ficoll-Isopaque (ή Ficoll-Hypaque, Lymphoprep, Histopaque)

αίµα µε αντιπηκτικό (ηπαρίνη ή EDTA)
σωλήνες φυγοκέντρου 15 ml (πλαστικοί, κωνικοί),  φυγόκεντρος
Hanks� balanced salt solution (HBSS), θρεπτικό µέσο RPMI
πιπέττες Pasteur, πιπέττες Gilson και tips
αιµοκυτταρόµετρο (πλάκα Neubauer) και καλυπτρίδες
φλάσκες κυτταροκαλλιέργειας
διάλυµα Tuerk (95 ml dH2O, 3 ml οξικό οξύ, 4-5 σταγόνες Giemsa)
χρωστική Trypan blue (άλας νατρίου 0.4% (w/v) σε φυσιολογικό ορό)

Μέθοδος
1. Αραιώνουµε το αίµα σε ρυθµιστικό διάλυµα αλάτων (π.χ. Hanks� balanced salt

solution, HBSS) ή σε θρεπτικό µέσο 1:1.
2. Προσθέτουµε 5 ml Ficoll-Isopaque (ή άλλο παρόµοιο υλικό) σε κωνικό σωλήνα

φυγοκέντρου (ειδικό βάρος φικόλης = 1.078).
3. Προσεκτικά επιστοιβάζουµε το αραιωµένο αίµα (περίπου 10 ml) επάνω στο 

στρώµα της Ficoll-Isopaque.
4. Φυγοκέντρηση (400 xg, 25 min, 20oC).
5. Παρατηρούµε το διαχωρισµό των κυττάρων σε ζώνες. Με πιπέττα Pasteur 

αποµακρύνουµε το επάνω στρώµα χωρίς να πειράξουµε το στρώµα των 
λεµφοκυττάρων. Το πάνω στρώµα περιέχει τα αιµοπετάλια και το πλάσµα.

6. Με άλλη πιπέττα Pasteur µεταφέρουµε το στρώµα των λεµφοκυττάρων σε 
σωλήνα φυγοκέντρου. (Το στρώµα της φικόλης περιέχει τα κοκκιοκύτταρα 
και στον πυθµένα βρίσκονται τα ερυθρά και νεκρά κύτταρα).

7. Προσθέτουµε στο στρώµα των λεµφοκυττάρων 15 ml Hanks� balanced salt 
solution (HBSS) (ή θρεπτικό µέσο που περιέχει 5-10% ορό µοσχαριού)
και ανακατεύουµε µε πιπέττα.

8. Φυγοκέντρηση (300 xg, 10 min, 20oC).
9. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο µε πιπέττα.
10. Προσθέτουµε πάλι 10 ml HBSS (ή θρεπτικό µέσο) και ανακατεύουµε προσεκτικά.
11. Φυγοκέντρηση (300 xg, 10 min, 20oC).
12. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και αιωρούµε τα λεµφοκύτταρα σε 1 ml θρεπτικό µέσο.
13. Παρατήρηση και µέτρηση κυττάρων στο µικροσκόπιο.
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∆ιαχωριστική φυγοκέντρηση για αποµόνωση λεµφοκυττάρων

Ficoll-Hypaque

αραιωµένο αίµα

ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΗΣΗ

Μονοπύρηνα
λεµφοκύτταρα/µακροφάγα

Ερυθροκύτταρα/Κοκκιοκύτταρα

Πλάσµα, αιµοπετάλια

Ficoll-Hypaque
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Μέτρηση  κυττάρων
1. Για την παρατήρηση και µέτρηση των µονοπύρηνων κυττάρων που συλλέξαµε στο

θρεπτικό µέσο, αραιώνουµε τα κύτταρα ως εξής:
Α.  20 µl αιώρηµα κυττάρων και 380 µl διάλυµα Tuerk (παρατήρηση κυττάρων)
Β.  200 µl αιώρηµα κυττάρων, 300 µl HBSS και 500 µl διάλυµα Trypan blue 

(αραίωση 1:5)   (το Trypan blue χρωµατίζει µπλε τα νεκρά κύτταρα)
2. Ανακατεύουµε προσεκτικά και περιµένουµε 5-10 min.
3. Τοποθετούµε 1 σταγόνα στο αιµοκυτταρόµετρο Neubauer, στην ειδική εσοχή κάτω 

από την καλυπτρίδα. Περιµένουµε λίγο µέχρι να κατακαθίσουν τα κύτταρα.
4. Μετράµε τα κύτταρα που βρίσκονται στα πολύ µικρά τετράγωνα (80) στο κέντρο

του σταυρού όπως δείχνει η παρακάτω εικόνα. Το αιµοκυτταρόµετρο διαιρείται
σε 9 µεγάλα τετράγωνα (π.χ. 6, 7, 8 και 9) µε πλευρά 1 mm το καθένα. Το κεντρικό
µεγάλο τετράγωνο υποδιαιρείται σε άλλα 25 τετράγωνα (όπως 1, 2, 3, 4 και 5) 
µετρίου µεγέθους και το καθένα από αυτά υποδιαιρείται σε άλλα 16 µικρά τετράγωνα.
Μετράµε τα κύτταρα στο κεντρικό µεγάλο τετράγωνο του σταυρού και σε ένα ακόµα
µεγάλο τετράγωνο (π.χ. 6, 7, 8 ή 9).

5. Πολλαπλασιάζουµε το µέσο όρο του αριθµού κυττάρων στα δύο µεγάλα τετράγωνα 
επί 10.000. Αυτός ο αριθµός δίνει τον αριθµό κυττάρων ανά  ml θρεπτικού µέσου, 
αφού πρώτα λάβουµε υπόψη µας την αρχική αραίωση των κυττάρων στα αντίστοιχα 
διαλύµατα. (Κάθε τετράγωνο Neubauer µε την καλυπτρίδα του αντιπροσωπεύει έναν 
όγκο των 0.1 mm3 ή 10-4 cm3 (1 cm3 = 1 ml)).

Παράδειγµα: Μετρήσαµε 55 κύτταρα στο µεσαίο µεγάλο τετράγωνο και 65 κύτταρα στο τετράγωνο 7. Ο 
µέσος όρος κυττάρων ανά µεγάλο τετράγωνο είναι 60. Για το διάλυµα χρωστικής Trypan blue χρησιµοποιήσαµε 
αραίωση 1:5 (200 µl αιώρηµα κυττάρων σε 1 ml τελικό όγκο). Ο µέσος όρος κυττάρων πολλαπλασιάζεται 
επί την αραίωση, δηλ. 60 x 5 = 300. Ο συνολικός αριθµός  κυττάρων ανά ml θρεπτικού µέσου θα είναι
300 x 10.000 = 3.000.000 (= 3 x 106 κύτταρα).

*Μετράµε ξεχωριστά τα ζωντανά και τα νεκρά κύτταρα (µπλε) και υπολογίζουµε τη βιωσιµότητα των κυττάρων.

aριθµός κυττάρων  
x αραίωση x 104 = αριθµός κυττάρων / ml

σε µεγάλο τετράγωνο

βιωσιµότητα κυττάρων (%) = [(αριθµός ζωντανών) ÷ (συνολικός αριθµός κυττάρων)] x 100
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Αιµακυτταρόµετρο Neubauer

6 7

9 8

1 2

34
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1 mm

Μεγέθυνση τετραγώνου 1 ή 6

ζωντανά κύτταρα

νεκρά κύτταρα

* Μετράµε τα κύτταρα που
έρχονται σε επαφή µε τη
περιµετρική πάνω  οριζόντια 
γραµµή και τα κύτταρα που 
βρίσκονται επάνω στην 
αριστερή κάθετη γραµµή. 
∆εν µετράµε αυτά που 
ακουµπούν πάνω στην 
κάτω και δεξιά γραµµή!
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Σηµειώσεις

* Ο σχηµατισµός θρόµβου εµποδίζεται αν το αίµα αναµιχθεί µε αντιπηκτικές 
ουσίες, όπως κιτρικό νάτριο, οξαλλικό κάλλιο, EDTA και ηπαρίνη. Τα τρία
πρώτα αντιπηκτικά εµποδίζουν το σχηµατισµό θρόµβου γιατί αντιδρούν µε
τα ιόντα Ca2+. Η ηπαρίνη είναι θειϊκός πολυσακχαρίτης και εµποδίζει το 
σχηµατισµό θροµβίνης.

* Τα ερυθροκύτταρα είναι µικρά κύτταρα και διαφανή. Τα λεµφοκύτταρα είναι
ίδιου ή λίγο µεγαλύτερου µεγέθους από τα ερυθρά, αλλά φαίνονται αδιαφανή.
Τα πολυµορφοπύρηνα είναι µεγαλύτερα και αδιαφανή. Τα αιµοπετάλια 
φαίνονται σαν µικρές µαύρες κουκίδες.

* Η φικόλη είναι συνθετική ουσία υψηλού µοριακού βάρους. Είναι πολυµερές 
της σακχαρόζης και της επιχλωροϋδρίνης. Η λειτουργία της µετριζιµίδης είναι 
να δηµιουργεί πυκνότητα και ώσµωση τέτοια ώστε να αποµακρύνονται από 
τα λεµφοκύτταρα τα άλλα κύτταρα. Οι διάφοροι τύποι κυττάρων λόγω 
διαφορετικής πυκνότητας της µάζας τους καθιζάνουν µε διαφορετική ταχύτητα
στα παρασκευάσµατα της Ficoll-paque.

* Το µείγµα  Ficoll-Hypaque µπορεί να χρησιµοποιηθεί και για αιώρηµα κυττάρων 
από διάφορα όργανα (όπως π.χ. αιώρηµα κυττάρων από σπλήνα ποντικού)

* Η πλασµατική µεµβράνη ενός ζωντανού κυττάρου δεν επιτρέπει την είσοδο
µη-ηλεκτρολυτών χρωστικών, ενώ των νεκρών επιτρέπει. Οι χρωστικές 
που ηλεκτρολύονται εισέρχονται µόνο στα ζωντανά κύτταρα. Για το σκοπό 
αυτό, για τον προσδιορισµό και τη µέτρηση νεκρών κυττάρων, χρησιµοποιούνται
χρωστικές που δεν ηλεκτρολύονται, π.χ. Trypan blue. Αυτή η χρωστική βάφει
µπλε τα νεκρά κύτταρα και είναι µία από τις πολύ εύχρηστες χρωστικές 
αποκλεισµού (από τα ζωντανά κύτταρα).

* Αν τα κύτταρα είναι πάρα πολλά και δεν είναι δυνατόν να τα µετρήσουµε
κάνουµε µεγαλύτερη αραίωση των κυττάρων.

* Η αποµόνωση κυττάρων (από πειραµατόζωα) που θα χρησιµοποιηθούν για 
πειράµατα πρέπει να γίνεται σχετικά γρήγορα. Τα κύτταρα πρέπει να 
εισέρθουν σε κυτταροκαλλιέργεια in vitro ή θα πρέπει να µεταφερθούν σε 
άλλο ζώο in vivo, όσο πιο γρήγορα γίνεται. Η µέγιστη επιβίωση in vitro
επιτυγχάνεται συνήθως αν τα κύτταρα παραµείνουν στους 4oC κατά τη 
διάρκεια της επεξεργασίας. Το µεγαλύτερο ποσοστό των κυττάρων δε θα 
επιβιώσει αν αυτά µείνουν για µεγάλο διάστηµα στο ψυγείο.

* Τα  µονοπύρηνα κύτταρα (µακροφάγα) µπορούν να αποµακρυνθούν από τα
λεµφοκύτταρα, εάν αφήσουµε το αιώρηµα κυττάρων να καθιζήσει σε πλαστικό
τριβλίο για 1-2 ώρες. Τα µακροφάγα προσκολλώνται στο πλαστικό, ενώ τα 
λεµφοκύτταρα αποµακρύνονται µε το υπερκείµενο.
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