Metody separace bunek

Bi5220c Imunologie - cviceni 2021



Gradientova separace

» Zalozena na rozdilné hustote separovanych bunek
o erytrocyty, granulocyty > lymfocyty, monocyty

» Spociva v navrstveni nesrazlivé krve na separacni gradient
(napf. dextran, Ficoll, Histopaque)



Separace bunek gradientovou
centrifugaci s vyuzitim Histopaque

krev

Histopaque

Centrifugace
ﬁ

Plasma + trombocyty

Monocyty + lymfocyty

Histopaque

Granulocyty + erytrocyty



Gradientova separace

1 ml periferni krve — 1-2x 109 agranulocytu

Vyhody
- Cena
> Jednoduchost
> Bunky po centrifugaci zustavaji plné funkéni

Nevyhody
- Cistota / vytéZek
>V nékterych pfipadech prekurzory erytrocytu v horni vrstvé
s agranulocyty



|zolace lymfocytu pomoci rozet

» Vyuziva povrchovych receptord lymfocytu

T-lymfocyty

- CD2 reaguje s povrchovymi antigeny ovcich erytrocytu za
tvorby rozet

B-lymfocyty
- Reaguje s antigeny mysich erytrocytu

Hodnoceni
o Pocitani rozet pomoci svételneého mikroskopu



|zolace lymfocytu pomoci rozet

» Pred objevem monoklonalnich protilatek a pratokové
cytometrie

» Dnes ve spojeni s gradientovou centrifugaci

Vyhody
o Cena
> Jednoduchost

Nevyhody
o Aktivace bunék



Imunomagneticka separace

» Vyuziva povrchovych markert bunék
» Selekeni protilatky navazané na magnetické Castice

» Suspenze bunék prochazi separacni kolonou, ktera je
umisténa v magnetickem poli

» Magnetické kuliCky s navazanymi burikami zUstavaji v
magnetickem poli, zatimco zbytek bunek projde kolonou



Imunomagneticka separace
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Imunomagneticka separace

Vyhody
> Jednoduchost
> Rychlost

Nevyhody
- Cena (predevsim negativni separace)
o Aktivace bunék v pripadé pozitivni separace



Selekce pomoci prutokove
cytometrie

tzv. tridéni neboli sortrovani bunék

» Sledované bunky se oznaci fluorescencni protilatkou

» P¥i pruchodu pfistrojem jsou pak tyto buniky detekovany na
zaklade svych optickych vlastnosti

» Elektrickym vybojem jsou vychyleny ze své drahy a
nasmerovany do sbérné zkumavky

» Ostatni neoznacené bunky cytometrem projdou nevychyleny

a jsou zachyceny oddelene od pozadovaneé bunécné
populace



Selekce pomoci prutokove
cytometrie

Vyhody
> Vysoky stupen Cistoty (az 99 %)

Nevyhody

o Cena - vysoka naro¢nost na pristrojové a materialové
vybaveni



IV. Uloha — Izolace
agranulocytu z mysi krve



|zolace agranulocytu

» Mezistupen pred naslednym stanovenim imunitnich vlastnosti
lymfocytu

o proliferace bunék
o aktivita bunécnych enzymu
» Zdroj DNA pro genetické analyzy

» V nadorové terapii se pouziva izolovanych lymfocytd k urceni
proliferacni aktivity lymfocytl po vystaveni nadorovym
burikam ¢i extraktim a pro stanoveni cytotoxické aktivity
vykonnych bunék proti nadoriim



Princip

» Separace bunék gradientovou centrifugaci s vyuzitim
Histopaque

Centrifugace
Plasma + trombocyty
—
Krev
Monocyty + lymfocyty
Histopaque
Histopaque

Granulocyty + erytrocyty



Postup

1. Pfipravime si polystyrenovou zkumavku s 300 pl
vytemperovaného roztoku Histopaque.

2. Na Histopaque opatrné pipetou navrstvime 300 ul
heparinizované mysi krve.

3.  Centrifugujeme 15 — 30 minut pfi 500 g.

4.  Behem centrifugace si spocCitame pomoci Burkerovy
komurky pocCet leukocytu v mysi krvi pred separaci. Pro

pocitani bunék pouzijeme smes krve s Turkovym roztokem
(fedéni 1 : 20; 10 pl krve + 190 pl Turkova roztoku).



Postup

5. Po centrifugaci pipetou opatrné sesbirame svétlou stredni
vrstvu obsahujici mononuklearni buriky (cca 1 — 2 mm).
Muzeme sesbirat i celou vrchni vrstvu (plasma +
trombocyty + mononuklearni bunky). Pomoci
automatickych pipet zmérime co nejpresnéji objem
ziskané suspenze!

6. V odebrané suspenzi spocCitame pomoci Burkerovy
komurky pocet bunék — agranulocytu ziskanych po
separaci. Bunky pocitame v 50 velkych Ctvercich mrizky.

7. Ze zjiSténého poltu agranulocytl, znamého objemu 50
Ctvercu a celkového objemu odebrané suspenze urCime,
kolik bunek jsme pri izolaci fakticky ziskali. Pokud byla
suspenze pred pocitanim fedéna, je nutno pfi vypoctu
poctu ziskanych bunek toto fedéni také zohlednit!



Hodnoceni a vystup

« Uvedte pocet leukocytu v puvodni krvi pred separaci. Z
téchto hodnot vypoctéte, kolik agranulocytt vstupovalo do
separace v puvodnich 300 ul krve. Vychazejte z koncentrace
bunék zjisténé v kroku 4 postupu, objemu krve pouzité pro
separaci a toho, ze podle fyziologickych hodnot tvofri
lymfocyty a monocyty 80 % vSech leukocytu mysi.

» Uvedte pocet agranulocytli po separaci v 50 Ctvercich a
celkovy pocet ziskanych bunéek. Vychazejte z koncentrace
bunék zjisteneé v kroku 6 postupu a objemu ziskane
suspenze.

» Z vypocitanych hodnot uréujicich pocet agranulocytu pfed a
po separaci, urCete vytéznost vlastni separace v %.



