Zpracovani periferni krve

Zakladni postup zpracovani periferni krve

Pro dobry vysledek cytogenetického vysetreni je nutno zachovat tento postup:

1. Odbér krve. Periferni krev odebirdme do heparinizované stfikacky (heparin je G¢inny antikoagulant - tzn.
latka snizujici srazlivost krve) v mnozstvi asi 3 ml. Jako dezinfekéni prostfedek, kterym ocistime misto vpichu,
pouzijeme alkohol. Ostatni latky jsou pro buriky toxické a jejich pouziti by znemoznilo provést vysetreni.

2. Kultivace. Krev déle kultivujeme tfi dny v médiu s obsahem fytohemaglutininu. Tato silné imunogenni
latka aglutinuje krevni bunky a stimuluje lymfocyty k déleni.

3. Pouziti kolcemidu. Zhruba dvé hodiny pred ukoncenim kultivace je nutno pridat do kultury kolcemid.
Kolcemid je vreténkovy jed, ktery porusi délici vieténko a zastavi tak probihajici déleni v metafazi mitézy.

4. Hypotonizace. Nasledné suspenzi bunék slijeme do zkumavky, centrifugujeme a slijeme supernatant.
Priddvédme hypotonicky roztok chloridu draselného. Voda ndm postupné zacina prostupovat do nitra buriky,
burika zvétsuje svlj objem a buné¢nd membrana se postupné ztencuje. Chromozomy se od sebe vzajemné
rozestupuji v disledku velkého objemu buriky.

5. Fixace. Bunky fixujeme smési methanol - kyselina octova (3:1). Trikrat tento postup opakujeme.

6. PFiprava chromozomovych preparatd. Suspenzi kdpneme na vihké, Cisté a vychlazené podlozni sklo.
Suspenzi nakapeme z dostate¢né vysky, aby doslo k rozruseni bunéé¢né membrany a k uvolnéni chromozom.
Po adhezi jsou chromozomy schopny barveni.

Lymfocyty periferni krve jsou nejCastéji vyuzivanym materidlem, pokud provadime postnatalni vysetreni. DalSim
moznym materidlem jsou fibroblasty.
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