Izolace agranulocytu z periferni krve

= |zotonicky roztok sacharézy 1083 g.I"1 - osmolarita nastavena chloridem sodnym na 300 mosm.I1,
zahusténo pridavkem 3 % zelatiny, obarveno na modro potravinarskym barvivem E-132

= |zotonicky roztok sacharézy 1077 g.I"1 - osmolarita nastavena chloridem sodnym na 300 mosm.I1,
zahusténo pridavkem 3 % zelatiny, obarveno na Zluto potravinarskym barvivem E-102

= Fyziologicky roztok - chlorid sodny 0,9 g.I"

= LeucoPHAN

= Heparinizovana krev redéna 1:1 fyziologickym roztokem

Princip

Na diskontinulnim gradientu s médii o hustot& 1083 a 1077 g.I"! se krvinky pfi centrifugaci rozdéli tak, ze
erytrocyty sedimentuji na dno zkumavky, granulocyty klesnou na rozhrani obou médii a agranulocyty s desti¢ckami
zOstanou nad méné hustym roztokem.

Pritomnost leukocytd v izolované suspenzi prokdZzeme pomoci komercéniho testu LeukoPHAN. Leukocytarni esterazy
Stépi ester indoxylu, ktery nasledné reaguje s diazotovanou soli za vzniku barevného konjugatu.

Postup

1. Do polypropylenové centrifuga¢ni zkumavky se odmé&ri 3 ml roztoku s hustotou 1083 g.I". Nad ngj se
opatrné prevrstvi 3 ml roztoku s hustotou 1077 g.I"L. Oba roztoky se nesméji smichat.

2. Nad gradient se opatrné nanese 6 ml redéné krve.

3. Centrifugace 20 minut pri 2000 ot/min.

4. Plastovou Pasteurovou pipetou se odsaje plazma nad gradientem, pri¢emz se ponechd asi 7mm vrstva
plazmy nad hornim okrajem gradientu.

5. Do sklenéné zkumavky se plastovou Pasteurovou pipetou odebere ¢ast sloupce nachazejiciho se mezi 7 mm
nad a 7 mm pod okrajem gradientu. Tato frakce obsahuje agranulocyty a trombocyty.

6. Pritomnost leukocytl ve frakci se prokaze pomoci LeukoPHANu - poli¢ko po ponoreni zfialovi.

7. Frakce agranulocytl s desti¢ckami se ponecha pro dalsi pokusy.
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