1 Metody separace bunék

Pro izolace krevnich elementd z pIné krve se pouzivaji rizné metody, pficemz dllezitym faktorem je
predevsim C(istota ziskané buné&fné populace. Zpravidla plati, Ze &im vyS8Si je Cistota vysledné
suspenze, tim vy3Si je také cena a naro¢nost dané separaéni metody.

41 GRADIENTOVA SEPARACE

Metoda je zaloZzena na rozdilné hustoté separovanych bunék. Erytrocyty a granulocyty maiji vyssi
hustotu nez monocyty a lymfocyty. Separace je velmi jednoducha a spociva v navrstveni
heparinizované krve na separacni gradient (napf. dextran, Ficoll, Histopaque). Po nasledné
centrifugaci dojde k typickému rozdéleni bunék (viz obr. 4.1).
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Obr. 4.1: Separace bunék gradientovou centrifugaci s vyuZitim Histopaque.

Kvali ziskani agranulocyttd se musi vrstva plasma/trombocyty/monocyty/lymfocyty znovu promyvat a
centrifugovat, abey se odmyly trombocyty. Cela pfiprava trva asi hodinu a z 1 ml periferni krve Ize
ziskat 1 — 2 x 10° agranulocytl. Tyto bunky Ize dale pouzit k fadé funk&nich testd (proliferacni testy,
testy cytotoxicity, pritokova cytometrie apod.). Je-li vyzadovana frakce Cistych lymfocytd, musi se
monocyty oddélit pomoci adherence na plastovy povrch. Tuto metodu Ize také kombinovat s pouzitim
protilatek, které mohou vazat nékterou z pfitomnych bunéénych populaci.

Vyhody: Cena, jednoduchost, buriky po centrifugaci zlstavaji piné funkéni.

Nevyhody: Technicky obtiZzné je sesbirani prstence agranulocytd. Nejlepsich vysledku je dosahovano
pfi teploté 18 — 20 °C, kdy dochazi k mensi agregaci erytrocytl, coz usnadriuje jejich oddéleni
od ostatnich bunék. Pokud maji byt bufky v dalSi fazi pouzity pro kultivaci, musi se pracovat za
sterilnich podminek. V nékterych pfipadech (pfi separaci pupeénikové krve, u malych déti nebo za
patologickych stavu) se v krvi vyskytuje zvySené mnozstvi prekurzor( erytrocyt(l, které obsahuiji jadra
a po separaci zUstavaji spole¢né s agranulocyty v horni vrstvé.

4.2 1ZOLACE LYMFOCYTU POMOCI ROZET

Metoda vyuziva povrchovych receptort lymfocytli. CD2 na povrchu T-lymfocytd funguje jako receptor
pro povrchové antigeny ovcich erytrocytll a vytvari s nimi tzv. rozety (oznacované jako T-rozety).
Podobné reaguje B-lymfocyt s mySimi erytrocyty. Tato metoda byla pouzivana pfed objevem
monoklonalnich protilatek a pritokové cytometrie. Hodnoceni spocivalo ve zji§tovani poctu rozet ve
svételném mikroskopu. Dnes se tato metoda vyuziva ve spojeni s gradientovou centrifugaci.
Erytrocyty se po centrifugaci odstranuji osmotickou lyzou.

Vyhody: Cena, jednoduchost.

Nevyhody: Metoda vyuZiva vazbu na receptor bunék, tudiz dochazi k aktivaci bunék.



4.3 IMUNOMAGNETICKA SEPARACE

Siroce pouzivand metoda vyuZivajici pro separaci povrchovych markerli bunék. PouZivad se
v pozitivnim nebo negativnim uspofadani. Pozitivni separace spociva ve vybéru bunék podle
pritomnosti uréitého znaku (povrchové molekuly). Negativni pak spociva v odstranéni vSech, které
specificky znak nenesou. PouZivaji se tzv. selekéni protilatky, které jsou pevné navazany na
magnetické Castice.

Nejprve se buriky navazi na povrch magnetickych kulicek, které jsou potaZzeny specifickou selekéni
protilatkou. Poté suspenze bunék prochazi separaéni kolonou, ktera je umisténa v magnetickém poli.
Magnetické kuli€ky s navazanymi burikami zUstavaji v magnetickém poli, zatimco zbytek bunék projde
kolonou. Jde-li nam o frakci bunék, ktera zlistava zachycena v magnetickém poli pomoci specifickych
protilatek, hovofime o tzv. pozitivni selekci (Obr. 4.2A). Naopak chceme-li frakci bunék, ktera kolonou
prochazi, aniz by se vazala na specifické protilatky navazané na povrchu magnetickych kuliek,
hovofime o negativni selekci (Obr. 4.2B).
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Obr. 4.2: Znazornéni pribéhu magnetické separace v pozitivnim (A) a negativnim (B)
usporadani. Pri pozitivni selekci je na magnetické mikro¢astice navazana monoklonalni
protilatka proti charakteristickému povrchovému znaku izolované bunécné populace (na
obrazku modre). Negativni selekce je zaloZzena na navazani magnetickych mikrocastic na
vSechny bunécné populace kromé té sledované. Buriky navazané prostfednictvim protilatek na
magnetické mikrocastice jsou nasledné zachyceny v magnetickém poli (Cervené).

Nevyhodou pozitivni selekce je aktivace izolovanych bunék prostfednictvim vazby na povrchovy
marker. Proto se Castéji vyuziva negativni selekce, pfi které ze suspenze vychytavame vSechny typy
bunék, které chceme odstranit. Je tedy jasné, Ze negativni selekce je drazsi, nebot pfi ni potfebujeme
vice druh( specifickych protilatek. Casto se pouziva pro izolaci bunék CD34 a subpopulaci lymfocytd.

Vyhody: Jednoduchost, rychlost. Existuje Siroka Skala komeréné dostupnych separatorli a Kkitl
specifickych pro ur¢ité bunééné populace.

Nevyhody: Cena, aktivace izolovanych bunék v pfipadé pozitivniho uspofadani.

4.4 SELEKCE POMOCi PRUTOKOVE CYTOMETRIE

Jedna se o tzv. tfidéni neboli sortrovani bunék, coz je jedna zfunkci pratokového cytometru.
Sledované buriky se oznaci fluorescencni protilatkou. Pfi prachodu pfistrojem jsou pak tyto bunky
detekovany na zakladé svych optickych vlastnosti, elektrickym vybojem vychyleny ze své drahy a



nasmérovany do sbérné zkumavky. Ostatni neoznacené burky cytometrem projdou nevychyleny a
jsou zachyceny oddélené od pozadované bunécné populace.

Vyhody: Vysoky stupen Cistoty (az 99 %).

Nevyhody: Vysoka naroCnost na pfistrojové a materialové vybaveni a vysoka pofizovaci cena
pritokového cytometru.

ULOHA 3: Izolace agranulocytii z mysi krve

Tato metoda se bé&zné& pouziva v biochemickych &i vyzkumnych laboratofich jako mezistuper
pred naslednym stanovenim imunitnich vlastnosti lymfocytt jako je napf. proliferace bunék nebo
aktivita bunéénych enzym. Izolované lymfocyty mohou slouzit také jako zdroj DNA pro genetické
analyzy. V nadorové terapii se pouziva izolovanych lymfocytd k uréeni proliferacni aktivity lymfocytt
po vystaveni nadorovym burikam ¢&i extraktim a pro stanoveni cytotoxické aktivity vykonnych bunék
proti nadordm. Ve cvieni pracujeme s malymi objemy krve, coZ zté€Zuje pribéh separace. Vytéznost
metody je proto velice nizka v porovnani s vytéZznosti dosahovanou v klinickych laboratofich.

Princip

Krev se rozdéli centrifugaci na hustotnim gradientu. Béhem centrifugace se erytrocyty a granulocyty
shlukuji a sedimentuji, zatimco lymfocyty a monocyty zlstavaji ve vrstvé plazma — Histopaque
(viz obr. 4.1). Ziskana frakce agranulocytarnich bunék se nasledné promyje, abychom ji zbauvili
zbylych erytrocytl a dalSich necistot.

Méreny vzorek

» heparinizovana mysi krev — mySi krev s pridavkem heparinu (50 U/mi)

Chemikalie a roztoky

» Histopaque 1083 — komercné dodavana suspenze o hustoté 1,083 g/ml (Sigma Aldrich, CZ)

= Tirkav roztok pro barveni leukocytu

Pomlcky a pristroje

= polystyrénové zkumavky pro separaci
= centrifuga
= Birkerova komUrka

= termostat
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 1500 rpm.
4. Béhem centrifugace si spocitame pomoci Birkerovy komurky pocet leukocytd v mysi krvi pred

separaci (viz Obecné laboratorni postupy — str. 11). Pro pocitani bunék pouZijeme smés krve
s Tlirkovym roztokem (fedéni 1 : 20; 10 ul krve + 190 ul Tiirkova roztoku).



Pro vypocet vytéznosti metody vSak nestaci znat pocet leukocytl v daném vzorku mySi krve, ale je
nutné znat presné procentualni zastoupeni izolovanych monocytt a lymfocytd. To Ize stanovit po
obarveni krevniho natéru Leukodifem (viz Obecné laboratorni postupy — str. 9) a nasledném urceni
krevniho diferencialu. Z ¢asovych ddvodd tento krok ve cviéeni vynechame a mnoZstvi monocytu a
lymfocytld v dané krvi uréime jednotné pro celou skupinu podle fyziologickych hodnot krevniho
diferencialu pro mysi krev.

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

Pozn. Takto ziskana suspenze lymfocyti se musi dale promyvat, aby se odstranila plazma,
Histopaque a zbytkové erytrocyty. Postup je uveden nize; objemy Hanksova roztoku a 0,87% NH,CI
zamérné uvedeny nejsou, profoZe se voli podle objemu separované krve. Ve cviCeni ale toto
promyvani uz nedélame, protoZze v malych objemech je téZko proveditelné.

Suspenzi centrifugujeme 10 min pfi 1500 rpm.

Sediment resuspendujeme v NH,CI, tim se zlyzuji zbytkové erytrocyty.

Centrifugujeme 10 min pfi 1500 rpm.

Sediment resuspendujeme v Hanksové roztoku.

Centrifugujeme 10 min pfi 1500 rpm.

Sediment resuspendujeme ve zvoleném mnozstvi Hanksova roztoku (zpravidla se
vypocitava podle toho, jakou potfebujeme vyslednou hustotu suspenze).

6. V odebrané suspenzi spocitame pomoci Biirkerovy komurky pocet bunék — agranulocytu ziskanych
po separaci. Buriky jsou viditelné pod mikroskopem i bez obarveni Tirkovym roztokem, a proto Ize
suspenzi pouZit pro pocitani pfimo. Suspenze sice obsahuje pomérné vysoké mnoZstvi zbytkovych
erytrocytu, ty jsou vSak mensi, ploché a bezjaderné na rozdil od vétSich kulatych lymfocyti a
monocytu. Buriky pocitame v 50 velkych c¢tvercich mfizky (viz Obecné laboratorni postupy — str. 10).
Pokud pripadéa na jeden Ctverec velké mnozstvi bunék, je mozné suspenzi naredit a to pfimo
Tiirkovym roztokem, ktery zaroven odstrani zbyvajici erytrocyty.

7. Ze zjisténého poctu agranulocytl, znamého objemu 50 ¢tverch a celkového objemu odebrané
suspenze ur¢ime, kolik bunék jsme pfi izolaci fakticky ziskali. Pokud byla suspenze pfed pocitanim
fedéna, je nutno pfi vypodltu poltu ziskanych bunék toto fedéni také zohlednit!

Hodnoceni a vystup

Uvedte pocet leukocytll a hodnotu krevniho diferencialu v pavodni krvi pfed separaci. Z téchto
hodnot vypoctéte, kolik agranulocytl vstupovalo do separace v plvodnich 300 ul krve (viz Obecné
laboratorni postupy — str. 11). Vychazejte z koncentrace bunék zjisténé v kroku 4 postupu, objemu
krve pouzité pro separaci a fyziologickych hodnot poctu lymfocyt(i pro dany druh.

Uvedte pocet agranulocyti po separaci v 50 ¢tvercich a celkovy pocet ziskanych bunék. Vychazejte
z koncentrace bunék zjisténé v kroku 6 postupu a objemu ziskané suspenze.

Z vypocitanych hodnot uréujicich pocet agranulocytll pfred a po separaci, uréete vytéznost vlastni
separace v %.



