Protokoll Stand 17.07.09.2009

Anreicherung von NK-Zellen flr MoFlo Sort

Bendtigte Puffer und Losungen:

*  MACS Puffer (pH 7,3): 1x PBS ohne Ca?* Mg?*
2 % FCS oder 0,5 % BSA
2 mM EDTA

¢ NKIsolation Kit Miltenyi Order No. 130-090-864

e LS Saulen (Miltenyi)

e Magnet

e Zellsiebe

*  Blocking Buffer 1x PBS
10% FCS

2 % Maus-Serum
e Antikorper

Durchfihrung
e Entnahme von 20 Milzen
e Single Cell Suspension der ersten 10 Milzen
e Kurzin EtOH waschen
e in MACS Puffer waschen
e in MACS Puffer mit Spritzenstempel durch Zellsieb driicken
e Suspension durch Zellsieb in ein 50 mL Tube Uberfihren, auf 50 mL auffillen mit MACS Puffer,
Auszahlung, zentrifugieren (500 x g, 4°C, 10 min)
e US verwerfen, Pellet in 2 mL MACS Puffer resuspendieren
e Zugabe von 0,5 mL Antibody Cocktail
e 10 @ 4°C -2 Parallel beginnen mit der Aufbereitung der weiteren 10 Milzen
e Zugabe von 1,5 mL MACS Puffer
e Zugabe von 1 mL Microbeads
e 15 @4°C
e auf 50 mL auffullen mit MACS Puffer, zentrifugieren (300 x g, 4°C, 10 min)
e US verwerfen, Pellet in 18 mL MACS Puffer resuspendieren und durch blaues Zellsieb filtrieren
e Suspension auf 6 LS Saulen verteilen =2 Inkubation der ndchsten 10 Milzen mit Antikdrper
e 3x mit 3 mL MACS Puffer waschen

e NK Zellen poolen, zentr. und auszahlen

Sobald die Aufreinigungen fertig sind, alle Zellen poolen, abzentr. und in 200 pL Blocking Buffer aufnehmen, gut
vortexen und 10° @ 4°C inkubieren. AnschlieRend die Antikérper fur die Farbung zugeben und fir 15’ @ 4°C
inkubieren. Mit 10 mL PBS waschen, Pellet in 3 mL R10 aufnehmen, und Uber ein Zellsieb in ein 15 mL Tube

Uberfuhren. Auffang-Tubes mit R20 vorbereiten und alles zum Sorter mithehmen.



