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Izolace PBMC

Teorie

Pro néktera imunologicka vysetfeni je tieba ziskat koncentrovanou suspenzi urcitého typu
bungk, zejména lymfocyti. K izolaci lymfocyti spole¢né s monocyty (PBMC = peripheral blood
mononuclear cells) se vyuziva gradientové centrifugace krve se separaénim médiem (napt. Ficoll,
Lymphoprep).

Material a pomucky

Plnda krev v EDTA, separa¢ni médium, PBS, 10 ml zkumavky, mikrozkumavky 1,5 ml
("eppendorfky"), kontejnerky 30ml, Pasteurovy pipety (“pasterky"), pipety, Spic¢ky, vorteX, pocita¢
leukocytt Mythic, centrifuga.

Postup

1. Nachystame si 30ml kontjnerky a 10ml zkumavky.

Krev opatrné promichame ota¢enim zkumavky v ruce.

3. 10 ml krve smichat s 10 ml PBS v kontejnerku, zaviit vickem, promichat (vystaci pro 4
separace).

4. Do 10 ml zkumavky napipetovat 3 ml separaéniho média.

5. Pfidani krve k separa¢nimu médiu musi probéhnout opatrné, aby se vrstvy nepromisily!

N

zkumavku se separaénim médiem vezméte do ruky, naklofite, abyste méli vétSi plochu
hladiny, neberte pasterkou nafedénou krev, pfilozte konec pasterky na sténu zkumavky a
opatrné nechejte stékat krev po sténé, krev vytvofi vrstvu nad separa¢nim médiem.
Ptidejte o néco vice krve nez je separacniho média (cca Sml).

6. Centrifugace 30 min, 2000 ot./min. Oddéli se jednotlivé vrstvy — nahofe je plazma, mezi
plazmou a médiem je vrstva PBMC, na dno klesnou erytrocyty a granulocyty.

7. Pasterkou odstratite do koSe vrchni vrstvu krevni plazmy (nenaberte bily prstenec na rozhrani
plazmy a média!)

8. Pfipravte si novou 10 ml zkumavku a dejte do ni 5 ml PBS.

9. Krouzivymi pohyby opatrné naberte pasterkou bily prstenec PBMC na rozhrani plazmy a
média a pieneste ho do nové zkumavky s 5 ml PBS, promichejte pasterkou.

10. Centrifugace 10 min., 1500 ot./min.

11. Zkontrolujte jestli je na dné zkumavky vrstva PBMC.

12. Opatrné odlejte supernatant do vylevky, k peletu ptidejte 1 ml PBS a rozsuspendujte pipetou.

13. Zmeéite pocet leukocytli na analyzatoru Mythic (v fadech miliony leukocytti / ml).

Vyhodnoceni
Zapiste naméfeny pocet vyizolovanych leukocyti / ml.
Vypocitejte potiebné fedéni, abyste dostali 1 milion leukocyti / ml.



