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Laboratuvar Teknikleri

Eozinofil I1zolasyonu

Periferik kandan eozinofillerin izolasyonu
iki ana boélimden olusmaktadir. Ik bolimde
periferik kandan iki farkli dansiteye sahip fi-
kol kullanilarak dansite gradient ile mononiik-
leer hiicreler ve polimorfontikleer (PMN) hiic-
reler birbirinden ayrilir. Ikinci asamada ise eo-
zinofilleri ve notrofilleri iceren PMN’lerden
manyetik isaretli kiirecikler sayesinde negatif
izolasyon ile eozinofiller ayristirilir.

A. PMN IZOLASYONU (SEKIL 1)

1. Hastalardan 100 mL periferal kan 6rnegi
heparin iceren enjektorlere alinir.

2. Histopaque 1077 (H1077) ve 1119 (H1119)
kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirilir.

3. 50 mL falkon tiip icerisine 10 mL H1077
konulur. Bu tabakanin altina 11 mL. H1119 ya-
vasca ilave edilir.

4. Kan esit hacimde “Hank's Balanced Salt
Solution (HBSS)” ile karigtirilir.

5. Kan-HBSS karisiminin 20 mDLsi falkon
tip icerisinde hazirlanmig olan H1077-H1119
karisiminin tstiine yavaseca tabaka olusturacak
sekilde ilave edilir. Kanin histopaque tabaka-
lari ile kesinlikle karigmamasina dikkat edilir.

6. Tupler 2000 rpm’de 20°C’de 30 dakika
santrifij edilir. Santrifiij esnasinda tabaka-
lasmanin bozulmamasi i¢in fren sistemi kulla-
nilmaz.

7. Periferal kan monontikleer hiicre (PBMC)
tabakasinin st kismindaki plazmay1 iceren ki-
sim, PBMC tabakasi, tstteki H1077 tabakas1
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atilir. Alttaki PMN hiicrelerini iceren tabaka,
H1119 ve alttaki eritrosit tabakasinin st yari-
s1 yeni bir falkon tiuptline aktarilir.

8. Uzerine son hacim 45 mL olacak sekilde
HBSS ilave edilir. Ttpler 1500 rpm’de 4°C’de
10 dakika stuireyle santrifij edilir.

Bu asamadan sonraki basamaklar buz tize-
rinde gerceklestirilir.

9. Hipotonik lizis: Siipernatan uzaklagtiril-
diktan sonra 21 mL buzda sogutulmus steril
deiyonize su ilave edilerek ¢tkelmis hiicreler
yeniden ¢ozilir ve 1 dakika beklendikten son-
ra 3 mL %7.2 NaCl ilave edilip iyice karistiri-
lir. Son hacim HBSS ile 45 mLye tamamlanir.

10. Tupler 1350 rpm, 4°C’de 10 dakika sant-
rifiij edilir.

11. Basamak 9 ve 10 tekrar edilir.

12. Hicreler 20 mL buzda sogutulmus
HBSS ilave edilerek c¢oziiliir ve 11 mL soguk
H1077 hiicre siispansiyonunun altinda bir ta-
baka olusturacak sekilde ilave edilir.

13. Tupler 1750 rpm, 4°C’de fren kullanil-
madan 30 dakika santriftij edilir.

14. Stipernatan uzaklastirilir ve hiicreler 20
mL soguk HBSS ilave edilerek yikanir.

15. Tupler 1350 rpm, 4°C’de 10 dakika sant-
rifij edilir.

16. Stpernatan uzaklastirilir ve hiicreler
buzda sogutulmus %0.1 BSA iceren “phospha-
te buffered saline (PBS)” ile yeniden sulandiri-
lir. Tm tipler birlestirilerek hiicreler sayilir.
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17. Tupler 1350 rpm, 4°C’de 10 dakika sant-
riftj edilir. Hicreler asagida belirtilen kon-
santrasyonda olacak sekilde yeniden sulandiri-
larak polipropilen tiipe aktarilir.

Hiicre Sayimi

Hiicreler “tryphan blue” boya soliisyonu
ilave edilip hemositometre kullanilarak isik
mikroskobunda sayilir. Sayim i¢in sayim ka-
marasinin dort kosesinde bulunan 16 kiicik
kareden olusan bolgedeki hiicreler sayilir ve
dorde bolintr. Toplam hiicre miktarini hesap-
lamak i¢in asagidaki formil kullanilir:

Ortalama hiicre sayis1 x 10* x total hacim=
Total hiicre sayis1

“Tryphan blue” hiicrelerin canliligini belir-
lemede kullanilmaktadir. Eger hiicre o6lu ise
hiicre duvari yapisi bozuldugu i¢in hiicre boya-
y1 icine alarak koyu mavi renge dontsiir. Canli
hiicreler ise boyay1r almadig1 i¢in parlak ve
renksiz olarak gorulir.

B. PMN’LERDEN EOZINOFILLERIN
IZOLASYONU

1. Hiicrelerin primer antikor CD16 ile kap-
lanmasi: Hicreler 50-100 x 108/mL olacak se-
kilde yeniden sulandirildiktan sonra tizerine 1
pg CD16/105 PMN olacak sekilde primer anti-
kor ilave edilir.

2. Tupler 45 dakika boyunca her 5 dakikada
bir calkalamak suretiyle buz tlizerinde inkiibe
edilir. Ornegin hacmi icinde bulundugu tiip ka-
pasitesinin %20-80’i kadar olmalidir.

3. Inkiibasyon sonunda érnekler soguk %0.1
BSA iceren PBS ile 15-20 kati1 sulandirilir.
Tupler 1350 rpm, 4°C’de 10 dakika santrifiij
edilir ve siipernatan uzaklastirilir.

4. Uclincii basamak tekrar edilir.

5. Hiicreler 2.5-25 x 106 hiicre/mL olacak
sekilde %0.1 BSA iceren PBS ile yeniden su-
landarilar.

6. Hiicreler yikanmis dynabead (manyetik
isaretleyiciler)’lerin tizerine ilave edilir.

7. Ornekler 45 dakika bir rotatorun tizerin-
de soguk odada inkiibe edilir.

8. Inkiibasyon sonucunda tiipler manyetik
bir tuplik icerisine yerlestirilir ve 5 dakika
bekletilir.

9. Siuipernatan temiz bir tiipe aktarilir ve
yukarida anlatildigi sekilde hiicre sayisi ve
canlilik orani tespit edilir.

10. Hiicreler santrifiij edilir ve 1 x 106/mL
olacak sekilde 50 mM %10 FBS ve antibiyotik
iceren RPMI 1640 besiyeri icinde yeniden
sulandirilir.

Dynabead’lerin Yikanmasi

1. Istenilen miktar dynabead 50 mL bir fal-
kon tiip icine aktarilir. Gerekli miktar: hesap-
lamak i¢in asagidaki formiul kullanilir:

PMN sayis1 x 20= Gerekli bead’lerin sayisi

Bead’lerin say1s1/400 x 106 bead/mL=
bead’lerin total hacmi

2. Tup manyetik tiiplik icine yerlestirilir ve
s1v1 kisim atilir.

3. Tup manyetik tiipliikten alinir ve tizerine
2 mL %0.1 BSA iceren PBS ilave edilerek
bead’ler yikanir ve tiip tekrar manyetik alana
yerlegtirilir.

4. S1v1 kisim pipetlenerek atilir ve beadler
baslangictaki orjinal hacimleri kadar %0.1
BSA iceren PBS ilave edilerek yeniden sulan-
dirilir.

Son basamak ile manyetik isaretli eozinofil
dis1 hiicreler ortamdan uzaklastirilir. Tipte
sadece eozinofiller kalir.

Plazma

HBSS + tam kan
— PBMC

—>Fikol 1077

Fikol 1077 =—PMN
Fikol 1119
Fikol 1119 Eritrositler

Sekil 1. a. Hiicre izolasyon tiipiinde farkl
yogunluktaki fikol ve kan katmanlari.

b. Santrifiij sonrasinda farkli fikol ve hiicre
gruplarimin katmanlara ayrismasi.
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