
 PROFILO 
 IMMUNOLOGICO

 per identificare i marcatori vengono usati Ab MONOCLONALI SPECIFICI, associati a fluorocromi

 PROCEDURA

 Che cos'è? analisi che definisce la 
 FREQUENZA ed il NUMERO ASSOLUTO 
 delle sottopopolazioni linfocitarie 
 circolanti (distingue tra linfociti T, B, NK)

 MARCATORI

 CD45 = MARKER PANLEUCOCITARIO

 CD3 = MARKER DEI LINFOCITI T

 CD20 e CD19 =MARKERS DEI LINFOCITI B

 CD16 = MARKER DELLE NATURAL KILLER

 CD4 =LINFOCITI T HELPER

 CD8 = LINFOCITI T CITOTOSSICI

 CD14 = MARKER MONOCITI

 durante l'ontogenesi sono co-espressi, ma 
 solo durante la fase precoce a livenno dell'
 organo linfoide primario MA NON A 
 LIVELLO DEL SANGUE PERIFERICO

 PRELIEVO = prelevare 50µL di sangue

 SATURAZIONE DEI RECETTORI PER IL 
 FRAMMENTO COSTANTE DELLE Ig = per 
 garantire un'interazione specifica tra 
 cellula e Ab di interesse

 INCUBAZIONE = inserimento dell'Ab di 
 interesse nella sospensione cellulare MA 
 QUESTI ANTICORPI DEVONO ESSERE 
 MARCATI

 per fare questo le cellule vengono pre-
 incubate con IgG di coniglio

 MARCATURA DIRETTA = se abbiamo l'Ab 
 specifico già coniugato con un fluorocromo

 MARCATURA INDIRETTA = abbiamo un Ab 
 primario (specifico per l'Ag) che verrà 
 riconosciuto da un Ab secondario (
 specifico per il Fc dell'Ab primario) 
 coniugato con fluorocromo

 INCUBAZIONE

 TRATTAMENTO CON SOLUZIONE 
 IPOTONICA = lisi globuli rossi

 LAVAGGIO

 ANALISI AL CITOFLUORIMETRO

 INCUBAZIONE con Ab primario

 LAVAGGIO in PBS/BSA(0,5%)/NaN3(0,02%)

 INCUBAZIONE con Ab secondario

 TRATTAMENTO CON SOLUZIONE 
 IPOTONICA = lisi globuli rossi

 ANALISI AL CITOFLUORIMETRO

 tutto quello descritto nella PROCEDURA è relativo alla frequenza relativa, per quanto riguarda la CONTA 
 ASSOLUTA è sufficiente inserire biglie a numero noto nel campione


