Preparazione delle cellule infiltranti il SNC (nella cappa a flusso laminare sterile)

- Si rompe il SNC con 2 vetrini smerigliati autoclavati e poi si frammenta ulteriormente con un potter di vetro autoclavato (volume 2 ml). Fra il SNC di un topo e quello del successivo si pulisce il potter di vetro con dei lavaggi con fisiologica. 

- Si porta il SNC ad un volume di circa 10 ml con fisiologica e si filtra con filtrini di nylon (con pori di 50 µm), autoclavati. 

- Si centrifuga per 10 minuti a 400 g (circa 1500 rpm nella nostra centrifuga). 

Sul pellet si stratificano diversi strati di Percoll:

1 ml di Percoll al 100%

2 ml di Percoll all’80%

3 ml di Percoll al 40% 

2 ml di Percoll al 30%.

- Si centrifuga per 10 minuti a 400g senza freno. 

- Dopo aver aspirato i detriti sovrastanti, si preleva l’anello fra il 40 e l’80% (in un volume di circa 1,5 ml). Si lava con circa 5 ml di RPMI completo, con una centrifugata di 10 minuti a 2000 rpm. 

- Si aspira via il sovranatante, senza capovolgere la provetta, prima usando una pipetta da 5 ml e poi una Gilson con puntale da 200 µl. 

- Si risopsendono le cellule del pellet in 200 µl di RPMI completo e si contano (si contano circa 10 µl senza diluizione). Si ottengono circa 70.000-100.000 cellule infiltranti il SNC da ciascun topo con EAE; un numero inferiore si ottiene dai topi sani.

(Allen, Cell Immunol 1993, 146:335)

Preparazione Percoll (per un gruppo di 7-8 topi)

Percoll (Pharmacia#17-0891-02)36 ml + PBS 10x (Sigma#D-1408)4 ml= Percoll 100%

Percoll 100%  24 ml + PBS 1x  6 ml= Percoll 80%

Percoll 80%  13 ml + PBS 1x 13 ml= Percoll 40%

Percoll 100% 6 ml + PBS 1x 14 ml= Percoll 30%

