Téma: 

Příprava erytrocytů pro SEM

Pracovní postup:

1. Příprava fixačního roztoku: 

3( fixační roztok glutaraldehydu připravíme smícháním:

· 3 dílů 8( glutaraldehydu

· 1 dílu destilované vody

· 4 dílů 0,2M kakodylanového pufru

2. Do zkumavky si připravíme 0,6 ml fyziologického roztoku (0,85℅ NaCl).

3. Odběr krve:

· Čtvereček buničiny namočíme v alkoholu a dezinfikujeme poslední článek prstu.

· Jednorázovou sterilní jehlou provedeme vpich.

· Mikropipetou ihned odebereme krev.

      4. Do připraveného fyziologického roztoku přidáme 1 kapku odebrané krve a protřepeme.

      5. Přidáme 0,6 ml 3( glutaraldehydu a protřepeme.

      6. Fixujeme 15 minut.

      7. Centrifugujeme při 1000 otáčkách 1 minutu a odsajeme supernatant.

      8. K sedimentu doplníme destilovanou vodu do výchozího objemu a protřepeme.

      9. Po 5 minutách centrifugujeme při 1000 otáčkách 1 minutu a odsajeme supernatant.

    10. K sedimentu doplníme destilovanou vodu do výchozího objemu, protřepeme a 2/3 
          suspenze odebereme.

    11. Zbývající třetinu doplníme destilovanou vodou do výchozího objemu a protřepeme.

    12. Po 10 minutách centrifugujeme při 1000 otáčkách 1 minutu a odsajeme supernatant.
    13. Doplníme destilovanou vodou do výchozího objemu a protřepeme.

    14. Na podložní sklíčko (čtverec cca 1x1 cm) kápneme pipetou 1 kapku takto připraveného
          vzorku.

    15. Necháme uschnout v termostatu při 37(C.

    16. Připravené sklíčko pokovíme v pokovovací aparatuře zlatem 3 minuty při 30 mA.

