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Metody separace bunek

Pouzivaji se tzv. selekéni protilatky, které jsou A .é

9%
pevné navazany na magnetické castice. %.Q- ‘$ vychozi populace bunék
Pouziva se v pozitivhim nebo negativhim

usporadani
Pozitivni separace spociva ve vybéru bunék magnetické pole

podle pritomnosti urcitého znaku (povrchové
@ @ nezachycené bufiky

molekuly) .
Negativni spociva v odstranéni vsech, které ‘
specificky znak nenesou.

pozitivni negativni



Gradientova separace

Metoda zalozena na rozdilné hustoté buneék.
Navrstveni heparinizované krve na separacni gradient (napfr. dextran, Ficoll, Histopaque). Po nasledné
centrifugaci dojde k typickému rozdéleni bunék

Centrifugace
Plasma + trombocyty
S~ — Plasma plus tromb.
Monocyty + lymfocyty Hledana vrstva mono
plus lymfocyty
Histopaque )
Histopaque histopaque
Granulocyty + erytrocyty ery plus granulocyty




E-rozetovy test

E-rozetovy test — test k prikazu poétu T mfocytd.
Spociva v schopnosti interakce CD2 molekuly na
povrchu T bunék s beranimi erytrocyty majicimi na
povrchu molekulu odpovidajici LFA-3, tj. CD58. E-
rozeta je mikrOSkOF”iCky pvozorovatelm'/ berani Ery — bila $ipka, rozetuji kolem centrdlni buriky — ¢erna 3ipka
erytrocyt obklopeny T bunkami Lefnerovi DP MU

Detily rozet ery

Podobné B-lymfocyt reaguje s mySimi
erytrocyty. X166 kultura borelii obklopena ery



Pro stanoveni koncentrace castic v 1 ml suspenze se pouZiva vypocet:

Y- a-1000

V

.. koncentrace bunék v 1 ml suspenze

.. stanoveny pocet bunék

.. podet opakovani (poéet spoditanych &tvercu)
V... objem pocitaneho utvaru
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Pocitaci sit Blirkerovy komurky

PocCet pred separaci v plné krvi — leukocyty
ZjiSténa hodnota se musi jesté prepocitat pro lymfocyty

Rozméry Plocha | Hloubka Objem
Velky étverec | 1 x1mm 1 mm* 0,1 mm 0,1 mm’
Ctverec A 0,2x0,2mm | 0,04 mm? | 0,1 mm | 0,004 mm?
Obdélnik B 0,056 x0,2 0,01 mm* | 0,1mm | 0,001 mm’
mm
Ctverec C 0,05 x 0,05 0,0025 0,1 mm | 0,00025 mm’
mm mm?

Velikost utvar( v pocitaci situ

Pravidlo pro pocitani ¢astic v pocitaci komdrce. Do
celkového poctu castic se zapocitavaji pouze ty, které
lezi nebo se dotykaji dvou zvolenych stran, v tomto
pfipadé horni a leva (oznaéeny €erné). Castice dotykajici
se praveé a spodni strany

nezapocitavame (oznaceny Sedé).



Uvedte pocet leukocytd v ptvodni krvi pred separaci. Z téchto hodnot vypoctéte, kolik agranulocytt

vstupovalo do separace v pavodnich 600 ul krve
Vychazejte z koncentrace bunék zjisténé v kroku 4 postupu, objemu krve pouzité pro separaci a toho,

ze podle fyziologickych hodnot tvori lymfocyty a monocyty 80 % vSech leukocytl mysi.

Ukol: Z vypoéitanych hodnot uréujicich pocet agranulocyti pired a po separaci, uréete vytéznost vlastni

separace v %.
1. Spocitat mnozstvi leukocytd 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 po separaci: pocet lymfocytl/mikrolitr
3. Prepocitat na pouzité objemy (mn. plné krve na pocatku separace a mn. sesbirané vrstvy po separaci)

4. Trojclenkou urcit vytéznost reakce:

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



