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Anwendung Adhdsions-Objekttrager

1) Prinzip
a) Eine neue Technik zur Untersuchung lebender Zellen verwendet Objekttrager mit
praparierten Reaktionsfeldern, um die Zellen dauerhaft an der Glasoberfléche zu
verankern. Diese Zellen verlieren dabei weder ihre Antigenit&t noch inre Funktionalitét.

b) Der Adhdasions-Objekttrager hat zwei Funktionseinheiten:

i) 3 oder 12 Reaktionsfelder, an deren Glasoberfldche die Zellen verankert werden.

i) Eine wasserabweisende Umgebung der Reaktionsfelder stéBt dauerhaft und wirksam
sogar hochkonzentrierte Proteinldsungen ab. Durch die wasserabweisende
Beschichtung wird die Losung sogar dann davon abgehalten, sich auf den
verschiedenen Reaktionsfeldern zu vermischen, wenn der Objekttrager auf einem
Vortex-Mischer geschittelt wird.

OO0

c) Alle Arten von Zellen k&nnen untersucht werden:
i) alle Blutzellen wie Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten, Thrombozyten und

Erythrozyten
i) Zellen aus Knochenmark, ErgUssen, FlUssigkeit, bronchoalveoldrer Lavage und
Zellsuspensionen von Lymphknoten und Tumoren

d) Die Tests kbnnen mit nur wenigen Zellen durchgefUhrt werden. Im Allgemeinen werden
20.000 bis 50.000 Zellen verwendet.

e) Das Substratvolumen fur die Inkubation ist gering; 5 bis 10 ul sind ausreichend, um ein Feld
zuU bedecken.
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f) Das Waschen der Zellen ist leicht méglich, indem das Feld mit einem entsprechenden
Medium abgespult wird. Die Zeit, die sonst fur das Zenftrifugieren benodtigt wird, kann
gespart und Zellverlust vermieden werden.

g) Lebende Zellen kénnen verwendet und fUr viele Anwendungen und Studien behandelt
werden. Sie kbnnen mit verschiedenen Fixiermitteln in wdssrigen Losungen fixiert oder
getrocknet und danach fixiert werden.

2) Vorbereitung des Adhdsions-Objekttragers

a) Die Felder des Adhdasions-Objekttragers werden mit einer grinen Farbschicht bedeckt,
um die adhdsive Beschichtung zu schiUtzen. Mit dieser Schutzschicht kann der Adhdsions-
Objekttrager Uber mehrere Jahre bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

b) Die Schutzschicht des Adhdsions-Objekttragers muss zuerst unter fieBendem Wasser
aufgeldst, abgespUlt und danach mit einem isotonischen Puffer von jeglichen
RUckstdnden befreit werden. Ein unsichtbarer Film (adhdasive Beschichtung) bleibt auf
den Reaktionsfeldern, deren positive Ladung die negativ geladenen Zellen anheftet.

c) Um zu verhindern, dass die adhdsive Beschichtung austrocknet, wird der Vorgang in einer
feuchten Kammer durchgefihrt.

d) Eine sichtbare Zellanheftung ist sichergestellt:

i) wenn die Zellen lebensfahig sind, d.h. unbeschadigt sind und

i) wenn die gewaschenen Zellen beim Gebrauch eines proteinfreien physiologischen
Puffers zur Anwendung kommen.

e) Nicht zufriedenstellende Anheftung und Zellverlust kbnnen durch folgende Faktoren
verursacht werden:

i) Die grune Schutzschicht wurde nicht vollsténdig entfernt. SpUlen Sie den Objekttréager
komplett mit Wasser und anschlieBend mit isotonischem Puffer. Sorgen Sie dafur, dass
die adhdasive Beschichtung nicht austrocknet.

i)  Mechanische Beschddigung der adhdsiven Beschichtung — Beschddigungen durch
Pipettenspitzen oder durch Abwischen sind zu vermeiden.

i) Die Zell-Losung muss gdnzlich frei von Protein sein. L&sliche Proteine neutralisieren die
adhdsive Beschichtung. Die Zellen mussen vor der Anwendung grindlich und
sorgfdltig in einem isotonischen, proteinfreien Puffer gewaschen werden. Die Zellen
sollen sofort nach der Isolierung und der Wasche verwendet werden.

iv) Die Zellen sind beschadigt. Zellsch&digung kann durch lange Lagerung, Anwendung
von nicht-physiologischem Puffer oder einem Temperaturschock verursacht werden.
Beschdadigte oder tote Zellen heften sich schlecht an. Zerstérte Zellen kbnnen
Substanzen abgeben, welche die Anheftung anderer Zellen verhindern. Tote Zellen
mussen entfernt werden.
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Die elektrostatische Anheftung der Zellen auf dem Objekttrager ist so bestandig, dass die
Reaktionsfelder in der KUvette oder mit einer Spritze ohne Risiko von Zellverlust gewaschen
werden kénnen.

3) Anwendung des Adhdsions-Objektiragers
a) Immunperoxidase-PAP-Test oder vergleichbare Enzymtests
b) Immunfluoreszenz-Methoden oder andere vergleichbare Methoden
c) Farben der Zellen unter Verwendung der Pappenheim-Methode (Morphologie)
d) Intrazelluldre Antigennachweise
e) Molekularbiologische Tests, z.B. FISH
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