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TEMAT CWICZENIA: " Identyfikacja wybranych populacji komérek macierzystych
szpiku kostnego technikami cytometrycznymi”

Szpik kostny zawiera heterogenng populacje komdrek macierzystych
hematopoetycznych i niehematopoetycznych. Do tych drugich naleza: 1) komérki
progenitorowe S$rédbtonka naczyn (ang. Endothelial progenitor cells; EPC);
2) mezenchymalne komdrki macierzyste/ multipotencjalne komorki stromalne (ang.
Mesenchymal stem cells; multipotent stromal cells; MSC); 3) multipotencjalne komoérki
progenitorowe z dorostych tkanek (ang. Multipotent adult progenitur cells; MAPC);
4) komoérki MIAMI (ang. Marrow Isolated Adult Multilineage Inducible cells);
5) multipotencjalne komorki macierzyste z dorostych tkanek (ang. Multipotent Adult
Stem Cells; MACS); 6) bardzo mate komoérki macierzyste o cechach komoérek
embrionalnych (ang. Very Small Embryonic-Like stem cells; VSELS). Cechami
charakterystycznymi komdrek macierzystych sg ich zdolnosSci do samoodnawiania (ang.
self-renewal) oraz jednocze$nie do réznicowania sie w komoérki ukierunkowane do
okreslonych linii rozwojowych.

Gtownym zalozeniem wykonywanego (¢wiczenia jest identyfikacja populacji
komorek VSELs. Komorki te zostaty po raz pierwszy zidentyfikowane w mysim szpiku
kostnym, jako bardzo mate komorki o fenotypie Sca-1+/Lin-/CD45-. Wraz z wiekiem
organizmu spada zawarto$¢ komoérek VSELs w dorostym szpiku kostnym. Opisywane
komorki wykazuja ekspresje licznych markeréw komorek pluripotencjalnych takich jak:
SSEA-1, Oct-4, Nanog, Rexo-1, Rif-1 oraz wysoka aktywno$¢ telomerazy. Wsrod
prymitywnych cech komoérek VSELs nalezatoby wymieni¢: 1) bardzo maty rozmiar/
$rednice tych komorek (3,63+0,09um w ISS); 2) relatywnie duze jadro komdrkowe,
otoczone waskim ragbkiem cytoplazmy oraz wynikajacy z tego wysoki stosunek jadra do
cytoplazmy; 3) jadro komorkowe wypetnione euchromatyna.

Gtowna metoda badawcza pozwalajaca fenotypowac rézne populacje komérek
jest cytometria przeptywowa. Pozwala ona na szybka analize duzej liczby obiektéw w
stosunkowo krotkim czasie, uwzgledniajac relatywng ocene wielkosci komoérek, ich
ziarnisto$ci (stopnia skomplikowania ultrastruktury) oraz fluorescencji emitowane;j
przez te komorki. Ogélna zasada cytometrii przeptywowej polega na identyfikowaniu
antygenow powierzchniowych lub wewnatrzkomérkowych przy uzyciu swoistych
przeciwciat  monoklonalnych  sprzezonych z  fluorochromami. Znakowane
fluorochromami komoérki przeptywajace przez komore pomiarowa, sg naswietlane
wigzka Swiatta laserowego, a nastepnie rozpraszaja i emituja $wiatto, powodujac
zmiany jego natezenia. ROwnocze$nie mierzone jest $§wiatto rozproszone oraz $wiatto
wzbudzone emitowane przez fluorochromy. Impulsy S$wietlne przetwarzane sg na
impulsy elektryczne w systemie fotopowielaczy, a nastepnie analizowane za pomocg
komputera. Wyniki pomiaréw uzyskane w cytometrze przeplywowym mozna
przedstawi¢ w postaci doktadnych danych liczbowych, jak réwniez w postaci wykreséw.
Najczesciej wyniki sg prezentowane w postaci histograméw lub cytogramoéw (wykres na
ktérym komorki sg odzwierciedlone w postaci kropek, ktorych potozenie w uktadzie
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wspotrzednych jest proporcjonalne do wielko$ci mierzonego parametru). Wszystkie
komorki, ktére majg taki sam model rozpraszania Swiatta, ukazujg sie na cytogramie
jako pojedyncza kropka. Jedna kropka moze zatem reprezentowac pojedynczg komoérke
lub kilka tysiecy komorek. Jezeli w badanej prébce oznacza sie wiecej niz jeden antygen,
wowczas uzywa sie dwu lub wiecej przeciwciat monoklonalnych wyznakowanych
réznymi barwnikami. Sygnaty emitowane przez te barwniki moga zachodzi¢ na siebie,
dlatego tez nalezy stosowa¢ kompensacje w celu prawidlowej analizy sygnatow
fluorescenciji.

Cel doswiadczenia:

Celem ¢wiczenia jest izolacja oraz barwienie immunofluorescencyjne komérek szpiku
kostnego myszy w celu identyfikacji wybranych populacji komérek macierzystych
technikami cytometrycznymi.

Przebieg doswiadczenia:
Praca w zespotach dwuosobowych. Na kazdy zespét przypada jedna mysz.

1. Z otrzymanej myszy wyizolowa¢ z konczyn dolnych koSci udowe oraz
piszczelowe. Ko$ci umies$ci¢ na szalce (60mm) w 5 ml medium DMEM F12.

2. Po odcieciu nasad ko$ci, za pomoca strzykawki 1ml z iglg wyptuka¢ szpik kostny
do nowej szalki (60mm) zawierajacej 5 ml medium DMEM F12. Po zakonczeniu
wyptukiwania szpiku z kos$ci, rozdrobni¢ szpik poprzez kilkukrotne wciggniecie
i wyciagniecie go do strzykawki.

3. Otrzymana zawiesine komorek przefiltrowac przez filtr o Srednicy poréw 70 um
do probowki o objetosci 15 ml. Dopetni¢ medium do objetosci 15 ml.

4. Probowke z komérkami zwirowac (1800 rpm, 5 min, RT).

5. Zla¢ nadsacz, natomiast pelet rozpipetowa¢ w 1 ml Lysing Buffer (1x BD

ParmLyse). Dodac kolejny 1 ml Lysing Buffer.

Lize erytrocytoéw prowadzi¢ przez 8 min w RT.

Dopetni¢ medium do objetosci 15 ml.

Probowke z komdérkami zwirowac (1800 rpm, 5 min, RT).

Zla¢ nadsacz, pelet zawiesi¢ w 500 ul DMEM F12 + 2% FBS.

10. Policzy¢ komérki w zawiesinie w komorze Burckera.

11.Komérki wybarwi¢ immunofluorescencyjnie przeciwciatami wymienionymi
w tabeli, zgodnie z ponizszym schematem:
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Nazwa Prébki Objetos¢ Probki Przeciwcialo znakowane fluorescencyjnie
Prébka wtasciwa 250 pl 1. Panel marker6w linii hematopoetycznych (Lin):
(PW) (5x106 komorek) PE Rat anti- mouse Ly-6G and Ly-6C;

PE Rat anti- mouse CD11b;
PE Rat anti- mouse CD45R/B220;
PE Rat anti- mouse Ter-119;
PE Hamster anti- mouse y8 T- Cell Receptor;
PE Hamster anti- mouse TCR 8 Chain)
po 1,5 pl kazdego = 9 pl mieszanki/ probke
2. PE/Cy7 anti-mouse Ly-6A/E (Sca-1) =
3 ul/ prébke
3. FITC Rat anti-mouse CD45 =5 ul/ prébke

Komp./ Empty 250 | -
(1x106 komérek)
Komp./ PE 250 ul PE Panel markerdéw linii hematopoetycznych Lin =
(1x108 komoérek) | 2 ul
Komp./ PE-Cy5 250 pl PE/Cy7 anti- mouse Ly-6A/E (Sca-1) =2 pl
(1x106 komorek)
Komp./ FITC 250 ul FITC Rat anti-mouse CD45 = 2 ul
(1x106 komorek)

12.Barwi¢ 30 min, na lodzie, bez dostepu Swiatta.

13.Po zakoniczeniu barwienia do kazdej probéwki dodawa¢ po 2 ml PBS (bez Mg2+,
Caz+).

14. Probdowki z komérkami zwirowa¢ (1800 rpm, 5 min, RT).

15. 0dciaggna¢ nadsacz, pelet zawiesi¢ w 300ul PBS (bez Mg?2+, CaZ*), rozpipetowac.

16. Bezposrednio przed analiza cytometryczng przefiltrowa¢ komorki przez filtr
o $rednicy poréow 40 pum

OPCJONALNIE:
17.Do kazdej probéwki doda¢ po 300 pl 4% r-ru paraformaldehydu. Rozpipetowac.
Utrwala¢ 15 min. w RT w ciemnoSci.

18. Po zakonczeniu utrwalania do kazdej probéwki dodawac¢ po 2 ml PBS (bez Mg2+,
Caz+).

19. Probdowki z komérkami zwirowac¢ (1800 rpm, 5 min, RT).

20.Komorki zawiesi¢ w 400 pl PBS (bez Mg+, Ca2+).

21.Probki analizowac¢ w cytometrze przeptywowym.

Zakres materiatu, ktory nalezy przygotowac do ¢wiczen:

1. Zasada dziatania cytometru przeptywowego

2. Immunobarwienie komérek w celu ich analizy w mikroskopii fluorescencyjnej
i cytometrii przeptywowej

3. Cechy charakterystyczne komdrek macierzystych
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