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Moznosti separace bunek

Imuno-magneticka separace

Pouzivaji se tzv. selek¢ni protilatky, které jsou pevné
navazany na magnetické castice.

Pouziva se v pozitivnim nebo negativnim usporadani

Pozitivni separace spociva ve vybéru bunék podle
pritomnosti urcitého znaku (povrchové molekuly)

Negativni spocCiva v odstranéni vsech, které specificky znak
nenesou.
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Izolace lymfocytli pomoci rozet

25
Metoda vyuziva povrchovych receptort lymfocytu. oY

CD2 na povrchu T-lymfocytl funguje jako receptor pro povrchové antigeny | o
ovCich erytrocytl a vytvari s nimi tzv. rozety (oznacované jako T-rozety).
Priklady roset z o b

Podobné B-lymfocyt reaguje s mySimi erytrocyty. internetovych zdroju =
https://www.researchgate.net/

Gradientova centrifugace

Histopaque®-1083
Navrstveni nesrazlivé krve na separacni gradient (napf. Histopague) Sterile-filtered, density: 1.083 g/mL
s naslednou centrifugaci.

General description
Celd pfiprava trva asi hodinu a z 1 ml periferni krve Ize ziskat 1 — 2 x 10° A solution containing polysucrose and

agranulocytd. sodium diatrizoate, adjusted to a
density of 1.083 g/mL. Facilitates the
Separované buriky Ize dale pouzit k Fadé funkénich testd recovery of viable mononuclear cells

from rats, mice, and other small

(proliferacni testy, testy cytotoxicity, prutokova cytometrie apod.)
mammals.




Vysledek po vrstveni a centrifugaci

Centrifugace
J Plasma + trombocyty ) -
—_— I ~55%

kreV Anticoagulated (EDTA) blood < — ; Bpua::;njo(at Iayoe)r

MOﬂOCyty + |ymfocyty . \_— — 3 containing EPCs
Histopaque-1077 maopeghe
, (containing polysucrose and 4
H|3t0paque sodium diatrizoate, adjusted Erythrocytes and
H|St0paque to a density of 1.077 g/mL) granulocytes (“45%)
Granulocyty + erytrocyty
doi: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0077112.g005



https://doi.org/10.1371/journal.pone.0077112.g005
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Pocitani bunéek v Blrkerove komurce

Pocita se po obarveni Tiirkovym roztokem (1 : 20), v 50 velkych ctvercich

n

Podet bunék v 1 mm? (ul) suspenze Ize urcit vzorcem: p= *7

c*v*h

.. pocet bunék v 1 mm?®

. celkovy pocet napocitanych bunek
. pocet Gtvercl ve kterych se poéitalo (nejcastéji 25 nebo 50)
. plocha pouZitého Ctverce (maly nebo velky)

. hloubka komurky
. pouZité fedéni suspenze (uvadi se kolikrat byla suspenze fedéna napf. 20x, tedy 20)

N > <o 5o

Priklad: v 50 velkych Ctvercich jsme napocitali 120 bunék

| © 120 120.25.10.20
b= .20= 12000 Nebo ve tvaru: b = =12 000
o 50.0.04 .01 50




Pocitani bunék v Bilirkeroveé komurce

Pocet pred separaci v plné krvi — leukocyty
Zjisténa hodnota se musi jesté prepocitat pro lymfocyty
Fazovy kontrast

Po separaci — uz jen agranulocyty
Bez fazového kontrastu



Uvaha pro vypoclet vytéZnosti

1. Spocitat mnozstvi leukocytt v plvodnim vzorku krve: pocet bunék/mikrolitr krve
a vypocitat z toho pocet lymfocytl (na zakladé diferencidlu nebo podle fyziologickych hodnot)

2. Spocitat mnozstvi pocet bunék - lymfocytl v sesbirané vrstvé: pocet bunék/mikrolitr

3. Vzit v ivahu pouzité objemy (plné krve na pocatku separace a sesbirané vrstvy po separaci)
4. Trojélenkou urcit vytéznost reakce:

celkovy pocet bunék vstupujicich do reakce .................. 100 %
celkovy pocCet bunék po separaci......ccceeveeeveveeecceeieecineeen, X %




