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Imuno-magnetická separace 
 
Používají se tzv. selekční protilátky, které jsou pevně 
navázány na magnetické částice. 
 
Používá se v pozitivním nebo negativním uspořádání 
 
Pozitivní separace spočívá ve výběru buněk podle 
přítomnosti určitého znaku (povrchové molekuly) 
 
Negativní spočívá v odstranění všech, které specifický znak 
nenesou.  
 
 
 
 
 
 
 

Možnosti separace buněk 

4.3 IMUNOMAGNETICKÁ SEPARACE 

 
Široce používaná metoda využívající pro separaci povrchových markerů buněk. Používá se 
v pozitivním nebo negativním uspořádání. Pozitivní separace spočívá ve výběru buněk podle 
přítomnosti určitého znaku (povrchové molekuly). Negativní pak spočívá v odstranění všech, které 
specifický znak nenesou. Používají se tzv. selekční protilátky, které jsou pevně navázány na 
magnetické částice. 
 
Nejprve se buňky naváží na povrch magnetických kuliček, které jsou potaženy specifickou selekční 
protilátkou. Poté suspenze buněk prochází separační kolonou, která je umístěna v magnetickém poli. 
Magnetické kuličky s navázanými buňkami zůstávají v magnetickém poli, zatímco zbytek buněk projde 
kolonou. Jde-li nám o frakci buněk, která zůstává zachycena v magnetickém poli pomocí specifických 
protilátek, hovoříme o tzv. pozitivní selekci (Obr. 4.2A). Naopak chceme-li frakci buněk, která kolonou 
prochází, aniž by se vázala na specifické protilátky navázané na povrchu magnetických kuliček, 
hovoříme o negativní selekci (Obr. 4.2B).  

 
O br. 4.2: Znázornění průběhu magnetické separace v pozitivním (A) a negativním (B) 

uspořádání. Při pozitivní selekci je na magnetické mikročástice navázána monoklonální 

protilátka proti charakteristickému povrchovému znaku izolované buněčné populace (na 

obrázku modře). Negativní selekce je založena na navázání magnetických mikročástic na 

všechny buněčné populace kromě té sledované. Buňky navázané prostřednictvím protilátek na 

magnetické mikročástice jsou následně zachyceny v  magnetickém poli (červeně). 

 
Nevýhodou pozitivní selekce je aktivace izolovaných buněk prostřednictvím vazby na povrchový 
marker. Proto se častěji využívá negativní selekce, při které ze suspenze vychytáváme všechny typy 
buněk, které chceme odstranit. Je tedy jasné, že negativní selekce je dražší, neboť při ní potřebujeme 
více druhů specifických protilátek. Často se používá pro izolaci buněk CD34 a subpopulací lymfocytů. 
 
Výhody: Jednoduchost, rychlost. Existuje široká škála komerčně dostupných separátorů a kitů 
specifických pro určité buněčné populace. 
 
Nevýhody: Cena, aktivace izolovaných buněk v případě pozitivního uspořádaní. 
 

4.4 SELEKCE POMOCÍ PRŮTOKOVÉ CYTOMETRIE 

 
Jedná se o tzv. třídění neboli sortrování buněk, což je jedna z funkcí průtokového cytometru. 
Sledované buňky se označí fluorescenční protilátkou. Při průchodu přístrojem jsou pak tyto buňky 
detekovány na základě svých optických vlastností, elektrickým výbojem vychýleny ze své dráhy a 

pozitivní negativní 



Gradientová centrifugace  
 
Navrstvení nesrážlivé krve na separační gradient (např. Histopaque) 
s následnou centrifugací.  
 
Celá příprava trvá asi hodinu a z 1 ml periferní krve lze získat 1 – 2 x 106 
agranulocytů.  
 
Separované buňky lze dále použít k řadě funkčních testů  
(proliferační testy, testy cytotoxicity, průtoková cytometrie apod.) 

Izolace lymfocytů pomocí rozet  
 
Metoda využívá povrchových receptorů lymfocytů.  
 
CD2 na povrchu T-lymfocytů funguje jako receptor pro povrchové antigeny 
ovčích erytrocytů a vytváří s nimi tzv. rozety (označované jako T-rozety). 
 
Podobně B-lymfocyt reaguje s myšími erytrocyty. 
 
 

Příklady roset z 
internetových zdrojů 
https://www.researchgate.net/ 

Sigma-AlHistopaque®-1083 
Sterile-filtered, density: 1.083 g/mL 

General description 
A solution containing polysucrose and 
sodium diatrizoate, adjusted to a 
density of 1.083 g/mL. Facilitates the 
recovery of viable mononuclear cells 
from rats, mice, and other small 
mammals. 



Plasma + trombocyty 
 

1 Metody separace buněk 
 
Pro izolace krevních elementů z plné krve se používají různé metody, přičemž důležitým faktorem je 
čistota získané buněčné populace. Zpravidla platí, že čím vyšší je čistota výsledné suspenze, tím 
vyšší její cena a náročnost separační metody. 
 
Gradientová centrifugace 
Metoda je založena na rozdílné hustotě separovaných buněk. Erytrocyty a granulocyty mají vyšší 
hustotu než monocyty a lymfocyty. Separace je velmi jednoduchá: spočívá v navrstvení 
heparinizované krve na separační gradient (např. Histopaque) s následnou centrifugací. Poté dojde 
k typickému rozdělení buněk viz obrázek. 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vrstva lymfocyty / monocyty / plasma / trombocyty se musí znovu promývat a centrifugovat, aby se 
odmyly trombocyty.  

 
Celá příprava trvá asi hodinu a z 1 ml periferní krve lze získat 1 – 2 x 106 agranulocytů. Tyto buňky lze 
dále použít k řadě funkčních testů (proliferační testy, testy cytotoxicyty, průtoková cytometrie apod.). 
Je-li vyžadována frakce čistých lymfocytů, musí se monocyty oddělit pomocí adherence na plastový 
povrch. 
Výhody a nevýhody: cena, jednoduchost, buňky po centrifugaci zůstávají plně funkční. Technicky 
obtížné je sesbírání prstence agranulocytů. Nejlepších výsledků je dosahováno při teplotě 18 – 20 °C. 
Pokud mají být buňky v další fázi použity pro kultivaci musí se pracovat za sterilních podmínek. 
V některých případech (při separaci pupečníkové krve, u malých dětí a nebo také za patologických 
stavů) se v krvi vyskytuje zvýšené množství prekurzorů erytrocytů, které obsahují jádra a po separaci 
zůstávají v horní vrstvě. 
 
 
Izolace lymfocytů pomocí rozet 
Metoda využívá povrchových receptorů lymfocytů. CD2 na povrchu T-lymfocytů funguje jako receptor 
pro povrchové antigeny ovčích erytrocytů a vytváří s nimi tzv. Rozety (označované jako T-rozety). 
Podobně B-lymfocyt reaguje s myšími erytrocyty. 
Tato metoda byla používaná před objevem monoklonálních protilátek a průtokové cytometrie. 
Hodnocení spočívalo ve zjišťování počtu rozet ve světelném mikroskopu. Dnes se tato metoda 
využívá ve spojení s gradientovou centrifugací. Erytrocyty se oddělují osmotickou lýzou. 
 
Výhody a nevýhody: metoda využívá vazbu na receptor buněk, tudíž dochází k aktivaci buněk. 
 

Centrifugace 

krev 

Histopaque 

Monocyty + lymfocyty 

Granulocyty + erytrocyty  

Histopaque 

Výsledek po vrstvení a centrifugaci  

doi: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0077112.g005 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0077112.g005


  

Zobrazení počítací mřížky (okraje jsou tvořeny ze 3 čar, aby byl zřetelný konec mřížky), šedé pole 
označuje „velký čtverec“ 

 

  

 
Výběr buněk uvnitř  čtverce (černě označené se počítají, bílé ne) 
 
 
 
 
 
 
Výpočet vzorcem 

Počet buněk v 1 mm3 (µl) suspenze lze určit vzorcem:     

b... počet buněk v 1 mm3 
n... celkový počet napočítaných buněk 
c... počet čtverců ve kterých se počítalo (nejčastěji 25 nebo 50) 
v... plocha použitého čtverce (malý nebo velký) 
h... hloubka komůrky 
z... použité ředění suspenze (uvádí se kolikrát byla suspenze ředěna např. 20x, tedy 20) 
 
Příklad: v 50 velkých čtvercích jsme napočítali 120 buněk 
 
              120                                                                                      120 . 25 . 10 . 20 
b = --------------------- . 20 =  12 000                  Nebo ve tvaru: b = ---------------------------- = 12 000 
         50 .0,04 . 0,1                                                                                        50 
 
 
Výpočet pomocí trojčlenky:  
 
Příklad: v 50 velkých čtvercích jsme napočítali 120 buněk 
1 velký čtverec má objem 0,004 mm3.  
Potom tedy 50 čtvreců, ve kterých jsme počítali, představuje 0,2 mm3, což je 0,2 μl.  
 
Sestavení trojčlenky:  
0,2 μl………………obsahovalo 120 buněk 
1μl ………………….obsahuje x buněk 
------------------------------------------------------------- 
X = 120/ 0,2, tedy 600 buněk. Vypočtená hodnota 600 buněk v 1μl se týká 20 x ředěné suspenze. 
Pokud chceme počet buněk v neředěné krvi, musíme vynásobit 20. Výsledek je tedy 12 000.   
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Počítá se  po obarvení Tűrkovým roztokem (1 : 20), v 50 velkých čtvercích  

Počítání buněk v Bürkerově komůrce  



Počítání buněk v Bürkerově komůrce  
 

Počet před separací v plné krvi – leukocyty 
Zjištěná hodnota se musí ještě přepočítat pro lymfocyty 
Fázový kontrast 

Po separaci – už jen agranulocyty 
Bez fázového kontrastu 



1. Spočítat množství leukocytů v původním vzorku krve:  počet buněk/mikrolitr krve  
    a vypočítat z toho počet lymfocytů (na základě diferenciálu nebo podle fyziologických hodnot) 
 
2. Spočítat množství  počet buněk - lymfocytů v sesbírané vrstvě: počet buněk/mikrolitr 
 
3. Vzít v úvahu použité objemy (plné krve na počátku separace a sesbírané vrstvy po separaci)  
 
4. Trojčlenkou určit výtěžnost reakce:  
 
             celkový počet buněk vstupujících do reakce ………………100 % 
             celkový počet buněk po separaci……………………………………X %  
                 

Úvaha pro výpočet výtěžnosti 


