
 VALUTAZIONE 
 CITOCHINE (a valle di 
 stimolo policlonale)

 Perchè farlo? per comprendere il 
 FENOTIPO FUNZIONALE dei 
 linfociti T

 LINFOCITI T HELPER 1, contro microbi 
 intracellulari

 LINFOCITI T HELPER 2, contro parassiti 
 extracellulari anche grandi

 LINFOCITI T HELPER 17, contro batteri 
 extracellulari e funghi

 si può stimolare il sangue come 
 tale ma di solito si preferisce 
 isolare le componenti di 
 interesse  separazione su gradiente di densità 

 utilizzando FICOLL (densità = 1,077g/L)

 OBIETTIVO = stimolare tutti i 
 cloni linfocitari T a prescindere 
 dal recettore per l'Ag ➔ 
 STIMOLO POLICLONALE

 STIMOLO "FISIOLOGICO" = sfrutto la 
 capacità del CD3 di trasdurre il 
 segnale ➔ stimolo con anti-CD3 e 
 anti-CD28

 STIMOLO MASSIMALE = sfrutto i 
 fattori di innesco dell'attivazione 
 cellulare ➔ stimolo con ESTERE DEL 
 FORBOLO e IONOMICINA  PROCEDIMENTO

 STIMOLAZIONE, con ESTERE e 
 IONOMICINA 

 aggiunta di BREFELDINA come inibitore 
 dell'apparato del Golgi 

 INCUBAZIONE con Ab

 LAVAGGIO

 FISSAZIONE in FORMALDEIDE

 PERMEALIZZAZIONE con SAPONINA, da 
 mantenere costantemente

 LAVAGGIO

 ANALISI AL CITOFLUORIMETRO

 CONTROLLI DI SPECIFICITA' 

 quota di cellule NON stimolate ed 
 incubate con Ab anti-citochine

 quota di cellule stimolate ed incubate con 
 Ab dello stesso isotipo degli Ab anti-
 citochine ma con specificità diverse

 quota di cellule stimolate ed incubate con 
 Ab anti-citochine precedentemente 
 neutralizzati con la citochina specifica

 valutazione delle cellule al microscopio a 
 fluorescenza

 uno stimolo di 6-8 ore è sufficiente per 
 vedere i "picchi" di tutti i tipi di citochine 
 prodotte

 NB.lo stimolo policlonale permette di 
 evidenziare SOLO QUELLO CHE LE 
 CELLULE SANNO GIA' PRODURRE


