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Princip: Periferni krev je hlavnim zdrojem lymfocytl T i B. NejpouZivanéjsi, cenové dostupnou a
pomérné rychlou metodou izolace bunék je separace na hustotnim gradientu pomoci centrifugy. Cely
proces separace zajistuje oddéleni bunék na zakladé jejich odlisné hustoty. Krev, odebrand do
zkumavky s heparinem, je smisena se separacnim médiem. Po centrifugaci se bunky oddéli tak, ze
monocyty spolecné s lymfocyty vytvori tzv.:,,oblacek”, neboli prstenec mononuklearnich bunék,
nachdzejici se nad separacnim médiem, jelikoZz md nizsi hustotu. Jesté niz$i hustotu ma plazma
spolec¢né s trombocyty, kterd sedi na mononuklearnich burikach. Na nejnizsi Grovni ve zkumavce, tedy
s nejvySsi hustotou, se vyskytuji erytrocyty a granulocyty. Pokud chceme oddélit lymfocyty od
monocytl, musime do metody zafadit odmyti bunék. Po odmyti monocyty pfilnou na promyvaci roztok
a samotné lymfocyty zlstanou v supernatanu, ktery mizeme pouzit k jednotlivym vysetrenim.

Uplatnéni metody: Metoda separace na hustotnim gradientu pomoci centrifugy se vyuzivd zejména
pfi funkénich testech, mezi které se radi testy proliferace antigenu, testy sekrece cytokinl a funkéni
testy sekrece monocytl, lymfocytll nebo neutrofili. Separované buriky se mohou dale vyuZit pfi
pritokové cytometrii nebo pti ELISPOTU.

Uskali metody: Mezi Uskali metody se Fadi obtizné sbirani prstenc lymfocytl a monocytl. Té7 je
dllezita spravna teplota pfi vykonavani separace, idedlné 18-20°C. Pfi nespravné teploté, tj. vyssi,
mUZe dochazet ke shlukovani erytrocytl a rychlému rozpadu T-lymfocytl. Pokud by doslo ke zminéné
agregaci erytrocyt(, agregace by mohla mit vliv na mnoZzstvi oddélenych lymfocytq, jelikoz se lymfocyty
mohou zachytdvat ve shlucich a tim se sniZi jejich mnoZstvi. Zddvodu pfitomnosti prekurzori
erytrocyt(, které se nachazeji v krvi novorozencl, batolat, pripadné v pupecnikové krvi, mlze dojit pfi
centrifugaci této krve ke kontaminaci smési mononukledrnich bunék erytrocyty. V pfipadé, Ze chceme
separované lymfocyty vyuZit i k jinému vystreni, je velice dlleZité dodrZovat sterilitu okoli.

Pristrojové vybaveni: Na provedeni této metody budeme potiebovat: laminarni box, rukavice,
zkumavky s potfebnym materidlem (tj. s nesrazlivou krvi), plastové pipety, kénické zkumavky —
falkonky, separacni médium, kultivacni médium, hovézi sérum (FBS), zkumavky a centrifugu.

Odbér a transport: : K vySetieni se odebira periferni krev, nejcastéji z loketni jamky. Krev se odebird
do zkumavky, ve které se nachazi predem pfipraveny heparin, jenz zabranuje srazeni krve. Co se tyce
transportu, krev by méla byt dopravovana a zpracovdna v laboratofi v co nejkratSim case. Pokud by
transport trval pfilis dlouho, nebo by se vzorek ihned nezpracoval, mohlo by dojit k degradaci bunék i
k vytvoreni shlukl bunék.
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