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Princip:

Existuji dva zakladni typy imunomagnetické separace. Prvnim z nich je takzvana pozitivni selekce.
Béhem této selekce oznacime v sérii krok(l poZadované buriky, které chceme izolovat a ty se zachyti na
rozdil od ostatnich bunék, které filtrem volné projdou. Opakem této selekce je selekce negativni, kdy
se pouZije frakce, ktera nebyla oznacena protilatkou. Tento postup se jevi jako vhodnéjsi, protoZze na
rozdil od pozitivni selekce nejsou buriky nijak ovlivnény separacni technikou. Navazana selek¢ni burika
totiz mGze ménit funkéni vlastnosti bunék.

Princip obou technik selekce vychazeji ze spoleéného zakladu. Pouziji se magnetické partikule, které
jsou potaZzeny pozadovanou protilatkou. Po inkubaci bunécné populace s prislusnymi partikulemi jsou
umistény do magnetického pole, ve kterém jsou zachyti burnky s navazanou protilatkou. Z hlediska
Casové narocnosti patfi imunomagneticka separace mezi rychlé metody. Vétsinou se pohybujeme
v Casovém horizontu dvou hodin. Délka procesu samoziejmé zavisi na typu kitu a na bunécném typu.
Konecna Cistota bunécné frakce je vysoka a vétsinou presahuje devadesat procent.

Uplatnéni metody:

Tato metoda se pouziva k vysetieni slozek bunécné imunity. Tento typ separace funguje diky expresi
rGznych povrchovych antigenl. MizZe byt tak pouzita pro izolaci jakékoli buriky. Jedinym limitem jsou
tady protilatky (specifita a dostupnost). Timto zplsobem mizZeme vyselektovat jakoukoliv buriku
v pfipadé, Ze dokazeme najit vhodnou protilatku. Existuje tu rfada vyrobcul, ktefi se specializuji na
vyrobu set(l pro imunomagnetickou separaci. V soucasné dobé se jiz tato metoda rozsifuje do rutinni
praxe. Néktefi vyrobci nabizeji i velkokapacitni zafizeni pro separaci velkého mnoZstvi bunék pro
klinické vyuZiti. Nyni miZeme napfriklad izolovat hematopoetické kmenové buriky na zakladé exprese
molekuly CD34 nebo napfiklad mizeme také izolovat jednotlivé lymfocytarni populace (CD4+, CD8+
lymfocyty T, lymfocyty B nebo monocyty).

Uskali metody:

U této metody je naprosto klicové dodrzovat vSsechny postupy dodané konkrétnim vyrobcem. Stejné
kity od rliznych vyrobctd se mohou lisit. Mohou se lisit napfiklad z hlediska ¢asu inkubace, mnoZstvim
bunék v reakci nebo mnoZstvim protilatky potfebné k jejich oznaceni. Velmi dilezité je tu i dodrZzovani
teploty, vétSina celého procesu by méla probihat pfi teploté 4 °C a to z dlvodu zabranéni vazbé
monoklonalni protilatky na jiné bunécné populace. Abychom se ujistili, Ze selekce probéhla spravné
mulzZeme k ovéreni vyuzit pritokovy cytometr.

Pfistrojové vybaveni:

Zakladnim vybavenim, kdyZ pomineme to nejzakladnéjsi vybaveni jako jsou napfiklad pipety je urcité
laminacni box, ve kterém probihd velka ¢ast celého procesu. Dal$i nedilnou soucdsti je separator, do
kterého umistime kolonku sbunécnou populaci a oznacenymi partikulemi. V neposledni fadé
potiebujeme i centrifugu, ale ta patfi do zakladni vybavy snad kazdé vétsi laboratofre.
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Odbér a transport:

Vzorek podléha béZzné manipulaci. Nejsou tfeba zajistit zvlastni podminky pfepravy. Pouzivat se mohou
i zmrazené vzorky v pripadé, Ze se pozvolna vytemperuji na pozadovanou teplotu.
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