ACTIVACION CELULAR

ANALISIS CITOMETRICO DE LA PRODUCCION DE
ESPECIES OXIDANTES EN LEUCOCITOS
AISLADOS DE SANGRE PERIFERICA

1. Material:

Sangre entera anticoagulada

Hidroetidina (HE, Sigma): 1 mg/ml en DMSO
Dihidrorhodamina 123 (DHRH123, Sigma): 1 mg/ml en DMSO
Ficoll Histopaque 1.077 (Sigma)

Medio de cultivo RPMI (Sigma)

Tubos eppendorf de 1.5 ml

Tubos de polipropileno de 12x75 mm

Citémetro de Flujo

2. Procedimiento:

1. Dispensar 800 ul de Ficoll (mantenido a temperatura ambiente) en un tubo
eppendorf de 1.5 ml colocado verticalmente sobre una gradilla estable

2. Dispensar cuidadosamente 500 ul de sangre entera anticoagulada, evitando que
se mezcle con el Ficoll.

3. Dejar reposar durante 15-20 minutos el tubo abierto para que los eritrocitos se
agreguen en presencia del Ficoll y precipiten a gravedad normal.

4. Cuando hayan precipitado los eritrocitos, aspirar cuidadosamente alicuotas de 100
ul de la parte superficial de la capa superior.

5. Dispensar cada alicuota en un tubo de 12x75 mm y diluir 1/10 (900 pl) con medio
RPMI a 37°C.

6. Afadir a cada tubo 5 ul de HE Y 5 ul de DHRH123 (concentracion final: 5 pg/ml
de cada fluorocromo) e incubar durante 10 minutos exactamente en

semioscuridad.
0. Analizar inmediatamente por citometria de flujo, siguiendo el protocolo
correspondiente.
Sugerencias
1. Se recomienda proceder al analisis lo antes posible tras la extraccion de las muestras
(no mas tarde de 4 horas aproximadamente).
2. La agitacion, incubacién prolongada y la luz intensa provocan la activacion de los

granulocitos.
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ACTIVACION CELULAR

ANALISIS SIMULTANEO DE LA FAGOCITOSIS Y
BURST OXIDATIVO EN LEUCOCITOS AISLADOS

1. Material:

Sangre entera anticoagulada

Suspensidon de levaduras (Zimosan, Sigma) fluorescentes opsonizadas con suero AB
(Zimosan-FITC)

Hidroetidina (HE, Sigma): 1 mg/ml en DMSO

Dihidrorhodamina 123 (DHRH123, Sigma): 1 mg/ml en DMSO

Ficoll Histopaque 1.077 (Sigma)

Medio de cultivo RPMI (Sigma)

Tubos eppendorf de 1.5 ml

Tubos de polipropileno de 12x75 mm

Citémetro de Flujo

2. Procedimiento:

1. Dispensar 800 ul de Ficoll (mantenido a temperatura ambiente) en un tubo
eppendorf de 1.5 ml colocado verticalmente sobre una gradilla estable

2. Dispensar cuidadosamente 500 ul de sangre entera anticoagulada, evitando que
se mezcle con el Ficoll.

3. Dejar reposar durante 15-20 minutos el tubo abierto para que los eritrocitos se
agreguen en presencia del Ficoll y precipiten a gravedad normal.

4. Cuando hayan precipitado los eritrocitos, aspirar cuidadosamente alicuotas de 100
ul de la parte superficial de la capa superior.

5. Dispensar cada alicuota en un tubo de 12x75 mm y diluir 1/10 (900 pl) con medio

RPMI a 37°C. Incluir un tubo para el control de activacién espontanea (en
ausencia de levaduras).

6. Anadir a cada tubo 5 ul de HE (concentracion final: 5 ug/ml) e incubar durante 10
minutos exactamente.

7. Afadir 10 pl de zimosan-FITC al tubo correspondiente.

8. Incubar 15 minutos a 37°C en semioscuridad.

9. Analizar inmediatamente por citometria de flujo, siguiendo el protocolo
correspondiente.

Sugerencias

1. Se recomienda proceder al analisis lo antes posible tras la extraccion de las muestras
(no mas tarde de 4 horas aproximadamente).

2. La agitacion, incubacién prolongada y la luz intensa provocan la activacion de los
granulocitos.

3. La concentracion de las suspensiones de levaduras fluorescentes puede ser

determinada en el citdmetro de flujo utilizando un protocolo de contaje absoluto.

CENTRO DE CITOMETRIA Y CITOMICA
DPTO. DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD DE VALENCIA
FAX: 963 86 41 86 ;e-mail: jose.e.oconnor@uv.es




ACTIVACION CELULAR

ANALISIS CITOMETRICO DE LA EXPRESION DE
MOLECULAS DE ADHESION EN LEUCOCITOS

1. Material:
Sangre entera anticoagulada
Reactivo Immuno-Prep y sistema de preparacion Q-Prep (Coulter)
Anticuerpos conjugados con FITC o PE (Immunotech) contra moléculas de adhesién de la
familia de las integrinas (CD18, CD11a, CD11b, CD11c) o selectinas (CD62L).
Estimulos de activacién leucocitaria:
¢ N-formil-Met-Leu-Phe (FMLP, Sigma):
e Forbol-12-miristato Acetato (PMA, Sigma):
e Lipopolisacarido bacteriano (LPS, Sigma):
Tubos de polipropileno de 12x75 mm
Bafio termostatizado a 37°C
Bafio de hielo
Citémetro de Flujo

2. Procedimiento:

1. Rotular tubos de 12x75 mm, incluyendo un tubo por cada estimulo a usar y un
tubo de control para la activacion espontanea

2. Dispensar 100 ul de sangre entera en cada tubo, procurando que quede
depositada en el fondo del tubo.

3. Dispensar a cada tubo 5 ml de los anticuerpos correspondientes, de acuerdo con

la combinacién de moléculas de adhesion que se desee investigar.

Anadir el estimulo de activacion correspondiente a cada tubo.

Incubar durante 15 minutos.

Detener la activacion introduciendo los tubos en hielo.

Lisar los eritrocitos y estabilizar la suspension de leucocitos con el sistema
Immuno-Prep.

Analizar por citometria de flujo, siguiendo el protocolo correspondiente.
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Sugerencias

1. El uso de sangre entera minimiza la activacion artefactual de los granulocitos y
MOoNOCitos.

2. La fijacién de las muestras permite aplazar su analisis hasta 48 horas, si se mantienen
en nevera y oscuridad.
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ACTIVACION CELULAR

ANALISIS CITOMETRICO DE LA EXPRESION DE
MARCADORES DE ACTIVACION PLAQUETARIA

1. Material:

Sangre entera anticoagulada con citrato
Tampodn de Tyrode
PBS (opcional)
Anticuerpos monoclonales CD41-PE y CD62-FITC (Immunotech)
Agonistas de activacion plaquetaria:

e ADP 400 M

e Trombina 10 U.I./ml
Inhibidor de la coagulacion:

e Gly-Pro-Arg-Pro (GPRP) 50 U.I./ml
Tubos de polipropileno 12x75 mm
Citémetro de Flujo

2. Procedimiento:

1. Diluir 1/10 la sangre entera con tampdn Tyrode (25 pl de sangre + 225 ul de
tampon).
2. Rotular tubos de 12x75 mm, incluyendo un tubo para el control de activacién

espontanea (sin agonista).

Dispensar en cada tubo 25 pl de sangre diluida y 5 ul de cada anticuerpo.
Dispensar 4 pl de GPRP solo en el tubo de activacién con trombina.

Mezclar el contenido de cada tubo por agitacion suave.

Afadir a cada tubo el volumen indicado del agonista correspondiente.
Incubar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 minutos.

ARadir a cada tubo 1 ml de tampdn Tyrode (o PBS) a temperatura ambiente.
Analizar en un citdmetro de flujo siguiendo el protocolo correspondiente.
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Sugerencias

1. La determinacion de la activacion plaquetaria debe hacerse lo mas pronto posible tras
la extraccién de la muestra (hasta 2 horas aprox.).

2. La extraccién de la muestra debe hacerse evitando en lo posible la utilizacion de
torniquete y desechando los primeros mililitros.

3. El frio incrementa la activacidén plaquetaria por lo que la dilucidn final (paso 8) debe
hacerse con tampon a temperatura ambiente.

4, Si no se puede analizar inmediatamente la muestra, se puede fijar la suspension diluida
(paso 7) con paraformaldehido 2% en PBS y mantener en nevera durante 24-48h.
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ACTIVACION CELULAR

ANALISIS CITOMETRICO DE LA LIBERACION DE
CALCIO CITOSOLICO EN PLAQUETAS

1. Material:
Sangre entera anticoagulada con citrato
Tampodn de Tyrode con 0.35% BSA
Fluo-3 AM (Sigma): 1mM en DMSO
Anticuerpo monoclonal CD41-PE (Immunotech)
Agonistas de activacion plaquetaria:

- ADP

- Trombina

- Colageno
Inhibidor de la coagulacion: GPRP
Bafio termostatizado a 37°C
Tubos de polipropileno 12x75 mm
Citémetro de Flujo

2. Procedimiento:

1. Rotular un tubo de 12x75 mm por muestra. Dispensar 50 ul de sangre + 450
ul de tampon (dilucién 1/10).

Afadir 2.5 pl de Fluo-3 AM a cada tubo.

Incubar 15 minutos a 37°C en semioscuridad.

Rotular 3 tubos por muestra.

Dispensar 15 ul de sangre diluida marcada con Fluo-3.

Afadir 5 pl de CD41-PE a cada tubo.

Dispensar 4 pl de GPRP s6lo en el tubo de activacién con trombina

Incubar a 37°C y en oscuridad durante 15 minutos.

Afadir a cada tubo 500 ul de tampdn Tyrode a 37°C.

Analizar en un citdmetro de flujo siguiendo el protocolo correspondiente:
Introducir el tubo de la muestra en el citdmetro y comenzar a adquirir eventos.
A los 15 segundos, detener la adquisicion (PAUSE), extraer el tubo y afadir el
volumen del agonista correspondiente.

Colocar rapidamente el tubo en el citdmetro y reanudar la adquisicién (CONT)
hasta que finalice el tiempo programado.
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Sugerencias

1. La determinacion de la activacion plaquetaria debe hacerse lo mas pronto posible tras
la extraccién de la muestra (hasta 2 horas aprox.).

2. La extraccién de la muestra debe hacerse evitando en lo posible la utilizacion de
torniquete y desechando los primeros mililitros.

3. Para evitar el arrastre de plaquetas activadas entre dos andlisis consecutivos, se
recomienda intercalar tubos de sangre diluida entre muestras activadas, adquiriendo
durante 15-30 segundos y abortando el analisis.
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ACTIVACION CELULAR

ANALISIS CITOMETRICO DE LA LIBERACION DE
CALCIO CITOSOLICO EN LINFOCITOS

1. Material:

Sangre entera anticoagulada con citrato
Linfocitos esplénicos de ratdn
Timocitos de ratén
Ficoll Histopaque 1.077 (Sigma)
Solucién de Hanks con 1 mM Cl,Ca, 1 mM CI,Mg y 1% SBF(inactivado) o 0.5% BSA
(solucion de Hanks-Ca-Mg-Proteina)
Fluo-3 AM (Sigma):  solucion stock de 1mg/mL en DMSO
Mantener congelado en alicuotas a —20 o0 —80C
Yoduro de propidio (Sigma, Molecular Probes): 1 mg/mL en agua bidestilada
Ionomicina (Sigma): 1 mg/mL en DMSO
Bafio termostatizado a 37°C
Centrifuga clinica
Tubos de polipropileno 12x75 mm
Citémetro de Flujo

2. Procedimiento:

1. Proceder a la obtencién de suspensiones de linfocitos humanos (aislamiento de

células mononucleares con Ficoll) o de ratdn (disgregacion de bazo o timo y

resuspension): 10° células/mL de solucién de Hanks-Ca-Mg-Proteina

Dispensar 1 mL de la suspension celular en tubos de polipropileno 12x75 mm

Afadir Fluo-3 AM a cada tubo: para establecer la concentracion éptima de Fluo-

3, probar el rango de concentraciones 1-5 ug/mL (1-5 pL de solucion stock)

Incubar 30 minutos a 37°C en semioscuridad.

Centrifugar la suspension celular: 5 min x 180 g

Decantar cuidadosamente el sobrenadante y resuspender el botdn celular en 1

mL de solucion de Hanks-Ca-Mg-Proteina.

7. Dejar las células en oscuridad y temperatura ambiente hasta el momento del

analisis (alrededor de 15 minutos después).

Afadir 5 pL de solucion de yoduro de propidio para excluir células muertas.

Analizar en un citdmetro de flujo siguiendo el protocolo correspondiente:

Introducir el tubo de la muestra en el citdmetro y comenzar a adquirir eventos.

0. Alos 15 segundos, detener la adquisicion (PAUSE), extraer el tubo y anadir el
volumen del agonista correspondiente.

11.  Colocar rapidamente el tubo en el citdmetro y reanudar la adquisicion (CONT)

hasta que finalice el tiempo programado (300 segundos tipicamente).
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Sugerencias

1. No se deben utilizar concentraciones saturantes de Fluo-3, pues pueden enmascarar los
movimientos reales de calcio
2. Se puede comprobar que la concentracién de Fluo-3 no es saturante afiadiendo

ionomicina (conc. final: 2 ng/mL) y observando un aumento de fluorescencia.
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ACTIVACION CELULAR

ACTIVACION DE LINFOCITOS PARA EL ANALISIS
CITOMETRICO DE CITOKINAS INTRACELULARES

1. Material:

Sangre entera anticoagulada
Suspensiones de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
Medio de Cultivo RPMI 1640
Iondforos de Calcio:
- Ionomicina (Sigma): 1 mg/mL en DMSO
- Tonoforo A23187 (Sigma): 1 mg/mL en etanol
Acetato de Forbol Miristato (PMA, Sigma): 1 mg/mL
Inductores especificos de la sintesis de citokinas/quimiokinas:
- anticuerpo CD3
- anticuerpo CD28
- IL-2 humana recombinante (rhIL-2, Pharmingen)
- IL-4 humana recombinante (rhIL-4, Pharmingen)
- IFN-y humano recombinante (rhIFNy, Pharmingen)
- Lipopolisacarido bacteriano (LPS, Sigma)
Blogueantes del transporte de proteinas:
- Brefeldina A (Sigma) o GolgiPlug™ (Pharmingen)
- Monensina (Sigma) o GolgiStop™ (Pharmingen)
Placas de cultivo de pocillos muiltiples
Tubos de polipropileno de 12x75 mm
Agitador de tubos (vortex)
Incubador a 37°C/5% CO,

2. Procedimiento de activacion en sangre entera:

1. Diluir 1:1 vol/vol la sangre entera con medio RPMI 1640 y mezclar bien.
2. Afadir una de las siguientes combinaciones de activadores:

PMA 50 ng/mL + Ionomicina 1 uM

PMA 50 ng/mL + ion6foro A23187 1 ug/mL

en presencia de un inhibidor del transporte de proteinas.

Agitar brevemente en el vértex para mezclar bien.

Repartir en alicuotas de 200 pl en tubos de polipropileno de 12x75 mm.
Incubar de 4 a 6 horas en estufa a 37°Cy 5% CO,

Proceder al marcaje de simultaneo de superficie/intracelular.
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3. Procedimiento de induccion de citokinas especificas:

1. Obtener suspensiones de PBMC o de células CD4+ o CD8+ purificadas (sobre
todo para la induccién de IL-5 e IL-13).

2. Dispensar alicuotas de 10° células en cada pocillo de la multiplaca.

3. Procesar las muestras de acuerdo con el patrén de citokinas a inducir:
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ACTIVACION CELULAR

3.1 Induccion de IL-3, IL-4, IL-5, IL-13 y GM-CSF:

1.
2.

No v A
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8.

Recubrir la superficie de los pocillos con anticuerpo CD3 (10 ug/mL)
Dispensar alicuotas de 10° células (1 mL RPMI) en los pocillos determinados.
Afadir la siguiente mezcla de activadores:

- Anticuerpo CD28: 2 ug/mL

- rhIL-2: 10 ng/mL

- rhIL-4: 20 ng/mL

Incubar durante 2 dias en estufa a 37°C y 5% CO, .

Lavar las células y resuspender en medio RPMI conteniendo rhIL-2 y rhIL-4.
Incubar durante 3 dias.

Recoger las células y reestimularlas durante 4 horas con una de las
combinaciones de activadores:

PMA 5 ng/mL + Ionomicina 500 ng/mL

PMA 5 ng/mL + ion6foro A23187 250 ng/mL

en presencia de un inhibidor del transporte de proteinas.

Proceder al marcaje de simultaneo de superficie/intracelular.

.2 Induccion de TNF-(:

Recubrir la superficie de los pocillos con anticuerpo CD3 (10 ug/mL)
Dispensar alicuotas de 10° células (1 mL RPMI) en los pocillos determinados.
Afadir rhIL-2: 10 ng/mL

Incubar durante 2 dias en estufa a 37°C y 5% CO, .

Lavar las células y resuspender en medio RPIMI conteniendo rhIL-2.
Incubar durante 3 dias.

Recoger las células y reestimularlas durante 4 horas con una de las
combinaciones de activadores:

PMA 5 ng/mL + Ionomicina 500 ng/mL

PMA 5 ng/mL + iondforo A23187 250 ng/mL

anticuerpo CD3 + anticuerpo CD28

en presencia de un inhibidor del transporte de proteinas.

Proceder al marcaje de simultaneo de superficie/intracelular.

3.3 Induccion de IL-2, TNF-qo, IFN-y:

1.
2.

Dispensar alicuotas de 10° células (1 mL RPMI) en los pocillos determinados.
Estimular las células durante 6 horas con una de las combinaciones de
activadores:

PMA 50 ng/mL + Ionomicina 500 ng/mL

PMA 50 ng/mL + iondforo A23187 500 ng/mL

en presencia de un inhibidor del transporte de proteinas.

Proceder al marcaje de simultaneo de superficie/intracelular.
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ACTIVACION CELULAR

3.4 Induccidén de IL-1¢, IL-6, IL-8 y GRO-q:

1.
2.

3.

Dispensar alicuotas de 10° células (1 mL RPMI) en los pocillos determinados.
Estimular las células durante 4 horas con LPS (1 pg/mL) en presencia de un
inhibidor del transporte de proteinas.

Proceder al marcaje de simultaneo de superficie/intracelular.

3.5 Induccion de IL-10, MCP-1, MIP-1¢o, MCP-3 y MIG:

1.
2.

3.

Dispensar alicuotas de 10° células (1 mL RPMI) en los pocillos determinados.
Estimular las células durante 24 horas con LPS (1 ug/mL) en presencia de un
inhibidor del transporte de proteinas.

Proceder al marcaje de simultaneo de superficie/intracelular.

3.6 Induccion de IL-12:

1.
2.
3.

4.

Dispensar alicuotas de 10° células (1 mL RPMI) en los pocillos determinados.
Pre-estimular las células durante 2 horas con rhIFN-y (10 ng/mL)

Estimular las células con rhIFN-y (10 ng/mL) y LPS (1 pg/mL) durante 22 horas
en presencia de un inhibidor del transporte de proteinas.

Proceder al marcaje de simultaneo de superficie/intracelular.

3.7 Induccion de RANTES:

—

Dispensar alicuotas de 10° células (1 mL RPMI) en los pocillos determinados.
Cultivar las células (preferiblemente células T) durante 24 horas en presencia
de un inhibidor del transporte de proteinas (preferiblemente monensina o
GolgiStop).

Proceder al marcaje de simultaneo de superficie/intracelular.

Sugerencias

Los parametros criticos en el analisis citométrico de citokinas son el tipo celular y el
protocolo de activacion; la duracién del periodo de incubacidn; la inclusién de un
inhibidor del transporte de proteinas y la eleccién del anticuerpo anti-citokina.

La incubacion con inhibidores del transporte de proteinas puede interferir con la
expresion de marcadores de superficie (p.gj., la brefeldina disminuye la expresion en
superficie de CD14)

La activacion con PMA provoca una disminucion transitoria de la expresién de CD4. La
activacién con PMA e iondforos de calcio provoca una disminucién mas duradera e
intensa.
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ACTIVACION CELULAR

ANALISIS CITOMETRICO DE|/ pH CITOSOLICO EN
PLAQUETAS DE SANGRE ENTERA

1. Material:

Sangre entera anticoagulada con citrato
Tampdn Hepes-Na+
BCECF AM (Molecular Probes): 1mM en DMSO
Anticuerpo monoclonal CD41-PE (Immunotech)
Modificadores del pHi:

- Propionato

- CINH4

- Nigericina

- EIPA
Bafio termostatizado a 37°C
Tubos de polipropileno 12x75 mm
Citémetro de Flujo

2. Procedimiento:

1. Rotular un tubo de 12x75 mm por muestra. Dispensar 50 ul de sangre + 450
ul de tampon (dilucién 1/10).

Afadir 2.5 pl de Fluo-3 AM a cada tubo.

Incubar 15 minutos a 37°C en semioscuridad.

Rotular 3 tubos por muestra.

Dispensar 15 ul de sangre diluida marcada con Fluo-3.

Afadir 5 pl de CD41-PE a cada tubo.

Dispensar 4 pl de GPRP s6lo en el tubo de activacién con trombina

Incubar a 37°C y en oscuridad durante 15 minutos.

Afadir a cada tubo 500 ul de tampdn Tyrode a 37°C.

Analizar en un citdmetro de flujo siguiendo el protocolo correspondiente:
Introducir el tubo de la muestra en el citdmetro y comenzar a adquirir eventos.
A los 15 segundos, detener la adquisicion (PAUSE), extraer el tubo y afadir el
volumen del agonista correspondiente.

Colocar rapidamente el tubo en el citdmetro y reanudar la adquisicién (CONT)
hasta que finalice el tiempo programado.
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Sugerencias

1. La determinacion de la activacion plaquetaria debe hacerse lo mas pronto posible tras
la extraccién de la muestra (hasta 2 horas aprox.).

2. La extraccién de la muestra debe hacerse evitando en lo posible la utilizacion de
torniquete y desechando los primeros mililitros.

3. Para evitar el arrastre de plaquetas activadas entre dos andlisis consecutivos, se
recomienda intercalar tubos de sangre diluida entre muestras activadas, adquiriendo
durante 15-30 segundos y abortando el analisis.
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ACTIVACION CELULAR

ANALISIS CITOMETRICO DEL pH INTRACELULAR EN
LEUCOCITOS DE SANGRE ENTERA

1. Material:

Sangre entera anticoagulada con EDTA
Tampdn Hepes-Na+
BCECF- AM (Sigma): 1mM en DMSO
Anticuerpo monoclonal CD45-PC5 (Immunotech)
Modificadores del pHi:

- Propionato

- CINH4

- Nigericina

- EIPA
Inhibidor de la coagulacion: GPRP
Bafio termostatizado a 37°C
Tubos de polipropileno 12x75 mm
Citémetro de Flujo

2. Procedimiento:

1. Rotular un tubo de 12x75 mm por muestra. Dispensar 100 ul de sangre.

2. Afadir 5 pl de anticuerpo CD45-PC5 a cada tubo.

3. Incubar 10 minutos a T.A. en oscuridad.

4, Anadir 900 ul de tampdn Hepes-Na+.

5. Dispensar 15 ul de sangre diluida marcada con Fluo-3.

6. Afadir 5 pl de CD41-PE a cada tubo.

7. Dispensar 4 ul de GPRP sélo en el tubo de activacién con trombina

7. Incubar a 37°C y en oscuridad durante 15 minutos.

8. Afadir a cada tubo 500 ul de tampdn Tyrode a 37°C.

9. Analizar en un citdmetro de flujo siguiendo el protocolo correspondiente:

10. Introducir el tubo de la muestra en el citdmetro y comenzar a adquirir eventos.

11.  Alos 15 segundos, detener la adquisicién (PAUSE), extraer el tubo y afiadir el
volumen del agonista correspondiente.

12.  Colocar rapidamente el tubo en el citdbmetro y reanudar la adquisicion (CONT)
hasta que finalice el tiempo programado.

Sugerencias

1. La determinacion de la activacion plaquetaria debe hacerse lo mas pronto posible tras
la extraccidn de la muestra (hasta 2 horas aprox.).

2. La extraccién de la muestra debe hacerse evitando en lo posible la utilizacion de
torniquete y desechando los primeros mililitros.

3. Para evitar el arrastre de plaquetas activadas entre dos andlisis consecutivos, se

recomienda intercalar tubos de sangre diluida entre muestras activadas, adquiriendo
durante 15-30 segundos y abortando el analisis.
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