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Souhrn: Myelomové buriky vykazuji zna¢nou fenotypickou heterogenitu. V sechny plazmatické buiky exprimuji CD38
ve vysoké denzité (CD38++). Syndecan-1 (CD138 antigen) byl detekov an na monoklonalni populaci CD38+CD45-
aCD38+CD45dim+ abyla prokazana heterogenita v jeho expresi. Cilem nasi prace bylo ptipravit vitalni bunéénou suspenzi
0 vysoké ¢istoté myelomovych bunék pomoci imunomagneti cké separace. Vitalitabunék neni procedurou vyznamng ovlivnéna,
¢ehoz [zesvyhodou vyuzit v experimentech vyzadujicich kultivaci téchto bungk. K separaci byl o pouzito osmvzorka aspiracnich
biopsii pacientti smnohogetnym myelomem. V nasi laboratori jsmezvolili dvazpiisoby separace myel omowvych bungk: pozitivni
selekci CD138+ bunék a kombinaci deplece CD45+ bunék s pozitivni selekci CD138+ bunék z frakce CD45- Vitalita
vyseparovanych bunek (median, rozpéti) byla 98,0% (97,0%-99,0%), distota dle flowcytometrické detekce CD138
v jednokrokové procedure (median, rozpéti) byla 78,9% (74,9%-87,4%), ve dvoukrokové proceduie 84,3% (74,8%-94,5%).
Morfologické hodnoceni ¢istoty jedné jednokrokové procedury svysledkem 99,6 % ajedné dvoukrokové procedury se 100,0%
plazmatickych bunék ukazuje na preferen¢ni kontaminaci plazmatickymi burikami, které nenesou znak CD138. Pomoci
imunomagnetické separace jsme ze vzorku kostni diené pacienta s mnohocetnym myelomem pfipravili buné&nou suspenzi
0 vysokém zastoupeni vitalnich myelomovych bunek s sirokou vyuzitelnosti v experimentalni oblasti.
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Summary: Myeloma cells display considerable phenotypic heterogeneity. All plasma cells express high density CD38
(CD38++). Syndecan-1(CD138 antigen, B-B4) was detected in monoclonal populations CD38+CD45- and CD38+CD45dim+
and heterogeneity of itsexpression was proven. Thework presented aimed at preparation of ahigh-purity vital cell suspension
of myeloma cells by immunomagnetic separation. There is no significant vitality change, which may be of advantage for
experiments in which cultivation of the cells is necessary. Eight samples of aspiration biopsy from patients with multiple
myelomawere used. Two methods of separation were eval uated: either positive sel ection of CD138+ cells or the same method
onthefraction which hasbeen depleted of its CD45+ cells. Vitality of the separated cells (median, range) was 98% (97%-99%),
purity, as detected flowcytometrically by CD138, was 78.9% (74.9%-87.4%) in one-step and 84.3% (74.8%-94.5%) in two-
steps procedures. The purity was further assessed morphologically in one one-step procedure (99.6% of plasmacells) and in
one two-steps procedure (100.0% of plasmacells). It displays apreferential contamination with plasma cells without CD138
marker. High purity vital myeloma cells suspension was prepared from bone marrow tissue samples of multiple myeloma
patients. Ample application range in the experimental field is suggested.

K ey wor ds: Immunomagnetic separation - Multiple myeloma- Syndecan-1

Uvod jelichimunofenotypizaci bylojiz zaméieno mnoho praci[1,21].

Mnohocetny myelom je onemocnéni dosud povazované za
nevylécitelné [6]. Studium biologie maligniho klonu
plazmatickych bunék ma proto své opodstatnéni. V nasi praci
jsmesezamétili naseparaci myelomovych bunék z kostni dreng
pacienta s mnoho¢etnym myelomem, ktera by umoziovala
rozsireni experimental nich eventual né tergpeutickych maznosti.
Cetné sudievyzaduji buiky sezachovanouvitalitou afunkénimi
vlastnostmi. Proto jsme zvolili imunomagnetickou separaci
(magnetic-activated cell separation, MACS) vyvinutou Miltenyi
Biotech (Bergisch Gladbach, Germany). Tato metodaumaziiuje
selekci bunék podle jejich povrchového CD znaku pomoci
monoklonal ni protilatky konjugované sesuperparamagnetickou
partikuli. Vitalitabunék neni procedurou vyznamné ovlivnéna,
¢ehoz 1ze s vyhodou vyuzit v experimentech vyzadujicich
kultivaci téchto bunék (stanoveni labelling indexu,
cytogenetické studie, produkce imunoglobulinu, produkce
cytokini g.). Morfologicky obraz bunék ve svételném
mikroskopu neni ovlivnen.

Maligni plazmatické builky pacientt s mnohogetnym
myelomem vykazuji znatnou fenotypickou heterogenitu. Na
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V$echny plazmatické bunky exprimuji vysokouintenzitu CD38
(CD38++). Jde o adhezivni molekulu, kterd zprostiedkuje
interakci svaskularnimi endotelialnimi butikami [7,9,16]. Tento
znak jeexprimovantéz napreB buinkach, nezralych T buikach,
aktivovanych T bunkach amonocytech. VétsinaCD34+ bungk
jetéz CD38+ [22]. Exprese CD45 se snizuje béhem vyvoje
plazmatickych bungk. Zralé ztraceji tento antigen [18,23].
Rozlisujeme subpopulaci zralych (CD 45-), nezraych
(CD45+) a primitivnich (CD45++CD19+) plazmatickych
bunék. Ze zralych plasmatickych bunék definovanych jako
CD38++45- je méné nez 4% CD19+, vice nez 86%
CD38++19+ je bud’ CD45+ nebo CD45++ [14].

Syndecany patii mezi transmembranové proteoglykany, které
mohou  prostiednictvim  heparansulfatového  fetézce
zprostredkovat vazbu rastovych faktori. Ucastni se interakci
bunka: buikaaburika: intersticialni matrix. Expresesyndecanu-
1 na normalnich B buiikach je podobna expresi CD38 a je
zavida na stadiu vyvoje. Oba markery jsou piitomny na pre-
B burikach, jsou ztraceny sdiferenciaci aopét exprimovany ve
stadiu plazmatickych bunék [22,23]. Syndecan-1 vaze buiky
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k riznym komponentam intersticialni matrix (kolagen|, 111, V,
fibronektin, trombospondin, tenascin). Gen pro syndecan-1 je
lokalizovan nachromosomu 2p23[2,16].

Exprese syndecanu-1 bylapopsinanaplazmatickych buiikach
kostni diené a periferni krve pacienti s mnohocetnym
myelomem [4,16,23]. Syndecan-1 byl detekovan na
monoklonalni populaci CD38+45- a CD38+45dim+ a byla
prokazana heterogenita v jeho expresi. Diferenciace B bungk
na plazmatické bunky je provazena ztratou CD45 a ziskem
syndecanu-1. Syndecan-1 je exprimovan pred terminalni
diferenciaci plazmatickych bunék [23]. Myelomové bunky
exprimujici syndecan-1 produkuji relativné nizké hladiny
matrix-metaloproteinazy-9 (proteinu s moznou roli
v patogenezi mnohoéetného myelomu)[11].
Imunomagnetickou separaci myelomovych bunék dle znaku
CD138 popisuje Borset [3], dosahuje cistoty nad 99 %
(hodnoceno morfologicky), vitality nad 80 %. Ve své praci
prokazuje, ze B-B4 protilatka (anti-CD138) neovliviiuje
proliferaci aprodukci cytokint myelomovych bunécnychlinii.
Drach[5] téz separujetouto metodou s¢istotou CD138+ frakce
dlemorfologie 99 %. L osieau [ 8] dosahujemedianu éistoty dlie
morfologie 93 % (78 %-99 %). Deplecni metodu s koktailem
protilatek CD3, CD11b, CD14, CD33, CD45 a CD45RA,
CD32 aanti-glycoforin A sdosazenim ¢istoty dle morfologie
nad 95%, dle flowcytometrické detekce dvojkombinace
CD38+CD45RA- nad 95%, s vitalitou 99 % a s navratnosti
myelomovych bunék nad 95 % popisuje Tai [20].

V nasi laboratofi jsme zvolili dva zpusoby separace
myelomovych bungk: pozitivni selekci CD138+ bunék
akombinaci deplece CD45+ bunék spozitivni selekci CD138+
bunek z frakce CD45-.

M etody:

Myelomové buiiky byly separovany ze vzorki aspiraénch
biopsii kostnich dieni ziskanych soucasné s rutinnimi
diagnostickymi odbéry. Spouzitim ¢asti vzorku pro vyzkumné
ucely vyjadril pacient informovany souhlas. Charakteristiky
pacientt udava tabulka ¢. 1. Kostni dieii 0 objemu vétsinou
20ml,(6-30)ml bylaodebr anado heparinu. VV zorky s nalezem
nad 5 % plazmatickych bunék v natéru byly dale separovany.
Celkem bylo provedeno 8 MACS separaci, 4 jednokrokové
a 5 dvoukrokovych (2 vzorky provedeny obéma zpasoby).
Jedna separace byla komplikovana shlukovanim bunék
v pribéhu separace. U dalsich vzorki proto zavedeno uziti
DNase (endonukleaza stépici DNA).

lhned po odbéru byl vzorek smichan s IMDM
(Iscove's Modified Dulbecco’s Medium, Sigma, | 7633, 2
mi/1ml kostni dieng), heparinem (L é¢iva, 100 U/ml kosni
dreng), DNase (Boehringer Mannheim, No: 1284 932, 100
U/ml kostni dien¢) a jemn¢ trepan. Mononuklearni buriky
kostni dien¢ byly ziskany denzitni gradientovou centrifugaci
na Histopague - 1077 (Sigma, No: H-8889). Centrifugace
400g, 35 min., 4°C (centrifuga JOUAN CR 312). Cilem
gradientové centrifugace bylo téz ogisténi vzorku o mrtvé
bunky, které maji tendenci k nespecifickému znaceni

Tabulkaé. 1: Charakteristiky pacienti.

Nater KD,

Pecient ¢. pl. bb. (%) Stadium Typlg
1 56,8 1A 1gG kappa
2 66,0 1A 19G kappa
3 32,0 1A 1gG kappa
4 38,0 1A 1gG kappa
5 83,0 A 1gG lambda
6 14,0 1A 1gG kappa
7 6,4 1A 19G kappa
8 16,8 1A 19G kappa

azachytuv kolong. V jednokrokové proceduie by tak mohly
vyrazné kontaminovat pozitivni frakci. Po dvojim promyti
v PBS+2mM EDTA (centrifugace 300g, 10 min., 4 °C) bylo
provedeno magnetické znaceni.

Jednokrokova procedura — positivni selekce CD138+ bungk:
Mononukleary kostni diené jsou znaceny protilatkou anti-
CD138 (B-B4) v davce 20 pl s 80 pl roztoku (PBS+2mM
EDTA+0,5 % humanni al bumin+azid sodny) / 10 bunék (CD
138 (Syndecan-1) MicroBeads, Miltenyi Biotec, No: 513-01),
inkubace 15 min., 6-12 °C. Po promyti je znatena suspenze
aplikovana pres filtr 30 um (NO: 414-07) do kolony CS
(Miltenyi Biotec, No: 413-05) umisténé v magnetickém poli
separatoru. Byl pouzit flow resistor 20G, separator
VarioMACS (No: 431-02) s permanentnim magnetem 0,6 T.
Negativni buniky projdou kolonou, pozitivni ziskame po
odstranéni kolony z magnetu.

Dvoukrokova procedura-kombinace deplece CD45+ bun¢k
apositivni selekce CD138+ bunék z frakce CD 45-:
Mononukleary kostni diené jsou nejdiive znaceny protilatkou
anti CD45 (CD45 MicroBeads, Miltenyi Biotec, No: 458-01),
aplikovany do kolony, pozitivni buiky jsou zachyceny
v kolong, negativni jsou dale znageny pomoci monoklonalni
protilatky B-B4 a aplikovany do kolony. Frakce bunék
CD138+ jeziskanapo odstranéni kolony z magnetického pole.
V eskeré manipulace byly provedeny ve sterilnim laminarnim
flowboxu (GELAIRE BSB 6A).

Hodnoceni kvality magnetick é separ ace:

Zatimto u¢elem byly provedeny odbéry ze vstupniho vzorku
(mononuklearni buiiky kostni dieng) a dale z jednotlivych
frakci (CD138+, CD138- v jednokrokové proceduieaCD45+,
CD45-, CD45-138+, CD45-138- ve dvoukrokové procedute).

Hodnocen: vitality:

Bun&éna suspenze 1 x 105/ml jeznadenasmesi barviv (ethidium
bromid+acridinova oranz) aaplikovanado Biirkerovy komairky.
Fluorescenénim mikroskopem (Olympus BH-2) je hodnoceno
% vitalnich (zelenych) bunék z celkového poétu bunek.

Morfologické hodnoceni:

Ze vzorkt Jednotllvséch frakci jsou pripraveny cytospinové
preparaty (1,5 x 10° bunék) a barveny (May-Griinewald-
Giemsa). V ramci standardni diagnostiky provedeno téz
hodnoceni natéru kostni diené. Z jednotlivych preparata byl
proveden rozpocet piitomnych elementt (hodnoceno na 250
jadernych bunék) v mikroskopickém ode¢tu (mikroskop
Olympus BH-2, zvétseni 1000 x) a vyjadieno procentualni
zastoupeni myelomovych bunék.

Flowcytometricka detekce povrchovych CD markerii:

K detekci myelomovych bungk abunék kontaminujicich byly
pouzity nasledujici protilatky: anti-CD3, anti-CD14, anti-
CD19, anti-CD45, anti-CD38, anti-CD54, anti-CD138, pro
trojbarevnou analyzu byly pouzity tyto kombinace protilatek:
anti-CD 45/anti-CD 38/anti-CD 54, anti-CD 45/anti-CD
38/anti-CD 56 a anti-CD 45/anti-CD 38/anti-CD 138
[Immunotech (Francie) a Catag (USA)] znacenych R-
fycoerythrinem (R-PE), fluorescein isothiocyanatem (FITC)
a R-phycoerytrin-Cy5 (TC). 50 ul vzorku bylo inkubovano
s protilatkami v saturujicich koncentracich. Vzorek byl po
inkubaci s protilatkami (20 minut pri teploté 4°C a 10 minut
pii 20°C) azafixovanv piistroji Q-Prep (Coulter, USA). Takto
zpracované vzorky byly analyzovany na pratokovém
cytometru Epics XL (Coulter, USA). Metodika trojbarevné
flowcytometrické analyzy bylajiz detailné popsana[12]. Panel
vysetienych CD znaku byl volen tak, aby stanovil procento
myelomovych bunék a detekoval bunky, které frakci
kontammup Pocet odebranych bunék na kazdy vzorek byl 1
x 106,
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Urcéovani poctu bunek:

Pocet bunek stanoven naABBOTU 3500.

Sanoveni navratnosti myelomowyich bunék TCR (Target cell
recovery):

o) = pocet bun¢k v pozitivni frakci x % poz. bunek v poz. frakci
TCR (%) =100x pocet bunek ve vstup. vz. x % poz. bunek ve vstup. vz.

Stanoveni celkové ndvratnosti bunék OCR (Overall cell

recovery):

OCR (%) = 100 poc. bunek v poz. frakci + po¢. bunék v neg. frakci
pocet bunék ve vstup. vzorku

Sanoven; indexu obohaceni fE (Enrichment rate):
Jdeo pramérny pocet negativnich bunék, které prosly kolonou
v poméru k poétu negativnich bungk zachycenych nespecificky
v kolonég, za predpokladu, ze vsechny pozitivni buiky byly
zachyceny v kolong.
— %neg. bunék ve vstup. vz. x % poz. bunek v poz. frakci
%poz. bungk ve vstup vz. x % neg. bunek v poz. frakci

Vysledky
Vytéznost mononuklearnich bungk (median, rozpéti) byla2,7
(0,7-10,6) x 108 / ml kostni dien.

Vitalita:

Vitalita vstupniho vzorku (median, rozpéti) byla 98,5%
(95,0 %-99,0 %), frakce myelomovych bunék po separaci
98,0% (97,0%-99,0 %).

Morfologické hodnocent:

V natéru kostni diené provedeném v ramci standardni
diagnostiky byl nalez plazmatickych bunék 38,0% (6,4% az
83,0 % (median, rozpéti). Cytospinové preparaty jednotlivych
frakci byly hodnoceny u jedné jednokrokové separace (pokus
¢.8). V natéru plné kostni diené bylo 16,8 % plazmatickych
bungk. V stupni vzorek (mononukl eary kostni dieng) obsahoval
36,9 % plasmatickych bunék (foto ¢. 1). Ve frakci CD138+
bylo 99,6 % (foto ¢&. 2), ve frakci CD138- 28,3 %. V jedné
dvoukrokové separaci byly hodnoceny natéry (pokus ¢&.7).
V natéru piné kostni direng bylo zjisténo 6,4 % plazmatickych
bunék. Ve vstupu bylo 11,6 %, ve frakci CD45+ 8 %, CD45-
22 %, CD45-CD 138+ 100 %, CD45-CD138- 5 %.

Flowcytometrické hodnoceni cistoty shrnuje tabulkac. 2.
Celkova navratnost bunek bylav jednokrokovych procedurach
86,1% (80, 7%0-89,8%), ve dvoukrokowych procedurach 69,7%
(59,9%-81,1%)(median, rozpéti).

Soucasné s pozitivni selekci dle znaku
CD138 dochazi ke zmgnam procentualniho
zastoupeni znakd jinych. Pravidelng
k depleci CD3+ bun¢k aCD19+ bungk (data
nepublikovana).

V edvoukrokovych procedurach jevefrakci
CD45+ ztraceno ne bezvyznamné procento
bunék nesoucich znak CD138. V jednom
z pokusii dosahla ztrata 71,9%.

Diskuse:

Cilem nasi prace byla separace vitalnich
myelomovych bungk z kostni dieng pacienti
s mnohocetnym myelomem pomoci
imunomagnetické separace.

Z morfologickych preparatt je patrna
tendence myelomovych bunék ke
shlukovani. Populace burgk piitomnych ve
shluku pravdépodobné neni homogenni.
Znak CD138 je exprimovan téz v populaci
pre B lymfocyta [23]. To vysvétiuje moznou
piitomnost mladych forem. Rozdily ve
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vysledcich cistoty zjisténé morfologicky a flowcytometricky
pomoci znaku CD138 ukazuji na piitomnost plazmatickych
bunék, které nenesou znak CD138. Pri¢inu této preferencni
kontaminace pravdépodobné mladsimi formami bunek, které
nenesou znak CD138, zbyva objasnit. Mohlo by jit o interakci
burika: buika vysvétlitelnou na molekularni Grovni. Kawano
[10] ve své praci popisuje spontanni homotypickou agregaci
myelomovych bunék zprostredkovanou molekulami ICAM-1
a LFA-1. Pri hodnoceni cistoty je nutno zvazit metodu
hodnoceni. Vétsina publikovanych praci vyjaiuje vysiedky
Cistoty dlemorfologického hodnoceni. Z pohledu naseho dalsiho
vyuziti neni tato kontaminace nazavadu, v nékterych pokusech
by mohlabyt spisevyhodou. Dasi zvysovani ¢istoty podleznaku
CD138 nutnoiesitit individualné. Teoreticky by mohlo dochazet
ke zménam procentualniho zastoupeni bunék nesoucich znak
CD14 jednak z davodu soucasné exprese Fc receptoru
a nespecifického znateni téchto bunék vazbou Fc koncem
magneticky znag¢ené protilatky (blokator Fc receptoru nebyl
pouzivan, nutnost jeho witi zbyva doresit na zakladé vétsiho
poctu experimentt), jednak z davodu mozné koexprese CD14
a CD138 antigent. Exprese myelomonocytarnich antigena
(CD11b, CD13, CD14, CD15, CD33) byla popsina s riznou
frekvenci 6-65% pacienti s mnohocetnym myelomem [1].
Vzhledem k tomu, Ze uréeni poctu bunék miize byt zatizeno
chybou a flowcytometrické vysetfeni ma subjektivni slozku,
mohou snadno pokusy se skute¢nou hodnotou navratnosti
myelomovych bunék blizici se 100% piekrocit tuto hodnotu.
Tojeveshodé sjiz publikovanymi daty.

K zachytu v koloné je dostate¢né magnetické znaceni pouze
mal¢ casti  povrchovych receptorii. Proto buriky
CD45dim+138+ mohou byt v prvnim kroku dvoukrokové
procedury ztraceny. Syndecan-1 byl detekovan na
monoklonalni populaci CD38+45- aCD38+45dim+[23]. Tim
je ovlivnéna i navratnost myelomovych bunék ve
dvoukrokovych procedurach. Ziskani bunék CD45dim+138+
by vyzadovalo dalsi separacni krok s pouzitim odznagujiciho
reagentu a nového magnetického znac¢eni CD138. Nutno vsak
zduraznit ekonomickou naro¢nost tohoto postupu.

Nizsi hodnotacelkové navratnosti anavratnosti myelomovych
bunék ve dvoukrokovych procedurach odpovida vyssimu
poctu centrifugacnich kroka.

Dosazené hodnoty ¢istoty frakce myelomovych bunék dle
hodnocenych znakt je mozno zvysovat zavedenim dalsich
kroka. Jdeomirné pretizeni kapacity kolony upozitivni selekce
(princip kompetice), uziti flow rezistoru o vyssim pratoku,
zvyseni objemt promyvacich pufri, ,,back flush metoda

Obr. &. 1 a 2: Cytospinové preparaty z pokusu €. 8 (jednokrokova procedura), barveni
May-Griinewald-Giemsa, zvétseni 1000 x.

Foto ¢. 1: Mononuklearni buiiky kostni diené.

Foto ¢. 2: Buniky frakce CD138+.
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Tabulkaé. 2: Flowcytometrické hodnoceni ¢&istoty.
CD znaky v % (median, rozpéti, hodnoceno z dostupnych dat provedenych pokusit), TCR (Target cell recovery-navratnost myelomovych bunek v %),
fE (index obohaceni). * vysetieni provedeno pouze v jednom pokusu.

FLOWCYTPMETRIE

VSTUP (BMMC)
FRAKCE CD138+
FRAKCE CD138-
TCR (%)

fE

VSTUP (BMMC)
FRAKCE CD45+
FRAKCE CD45-
FRAKCE CD45-138+
FRAKCE CD45-138-
TCR (%)

fE

1 KROK

2 KROKY

CD54

24,1(7,8-40,3)
49,1 (25,7-72,5)
6,8(3,7-9.8)
69,9 (58,5-81,3)
4,0(39-4,1)
22,9 (7,8-55,6)
*231

41,6 (15,4-67,8)
90,4 (67,5-98,1)
8,0(1,3-14,6)

57,3 (44,7-144,6)

30,0 (17,4-76,5)

CD138
37,3(12,6-619)
78,9 (74,9-87,4)
6,6(2,0-11,1)

54,7 (11,1-128,9)

25,9 (1,84-25,9)
30,4 (9,1-68,3)
60,8 (60,8-66,8)
16,2 (4,7-72,9)
84,3 (74,8-94,5)
9,63 (0,9-65,2)
41,1(10,5-92,2)
15,8 (1,4-148,6)

CD38/45/54 CD38/45/56 CD38/45/138
16,0 (5,36-31,2) 30,3(5,3-38,3) 15,7 (3,0-25,4)
49,4 (34,0-73,8) 57,8 (42,5-76,9) 68,4 (53,1-87,2)
4,4(0,8-8,0) 5,0(0,9-9,1) 1,2(0,9-8,6)
1352 (107,0-1635) 144,8(90,8-192,8)  152,2 (102,1-199,6)
6,2(6,2-17,2) 54 (5,4-24,4) 18,5(3,3-31,8)
16,7 (5,4-45,8) 18,6 (5,3-38,3) 12,0 (2,7-44.,8)
8,5(2,7-14,2) 9,8(2,7-16,9) 2,6(2,5-14,2)
33,8(14,3-532) 38,7 (15,6-61,7) 16,7 (2,97-54,7)
81,7 (64,2-93,9) 80,4 (66,7-94,8) 64,2 (40,9-91,4)
52(12-9,2) 6,0(1,9-10,2) 2,4(0,4-9,5)
81,7(48,4-1946)  77,2(487-2095)  79,5(38,8-180,9)
31,6 (6,9-43,4) 32,5 (6,4-44,0) 24,0 (2,5-55,1)

Tabulka €. 3: Korelace morfologick ého a flowcytometrického
hodnoceni ¢istoty. Vysledky udany v %.

CISTOTA

Pokus/Frakce Morfologicky Flowcytometricky
Pokus¢. 7 (2 kroky) Nater CD38 (Cd138 (CD38/45/138
Vstup 11,6 18,6 10,4 2,7
Frakce CD45+ 8,0 18,5 14,2 25
Frakce CD45- 22,0 10,7 47 3,0
Frakce CD45- 138+ 100,0 642 780 60,8
Frakce CD45- 138- pod 5,0 4.8 0,9 0,4
Pokus¢. 8 (1 krok) Cytospin  CD38 CD138 CD38/45/138
Vstup 36,9 171 35 3,0
Frakce CD138+ 99,6 9%,1 874 87,2
Frakce CD138- 28,3 24,6 2,0 15

event. jgji opakovani, aplikace pozitivni frakcedo nové kolony,
uziti blokatoru Fc receptort. Pokusy o zvysovani cistoty
pozitivni frakce mohou byt provazeny ztratami myelomovych
bunék. Proto je tteba zvazit pozadavek na ¢istotu a mnozstvi
bunék pro u¢ely daného pokusu indiviualng.

Vyuziti takto ziskanych vitalnich bunéénych suspenzi by
mohlo byt nasledujici:

Stanoveni telomerazové aktivity. Byla prokazana velmi silna
korelacemezi aktivitou telomerazy amaignitou. Telomerazova
aktivitajedetekovanav 90% lidskych rakovinnych onemocneni
[17] véetné mnohocetného myelomu [13].

Byl prokazan prognosticky vyznam chromosomalnich aberaci
umnohocetnéhomyelomu[19]. Jgichzachyt by mohl byt aspésngjsi
na vysoce ¢igé suspenzi myelomovych bunek, kde detekovana
zménasetyka svelkou pravdépodobnosti pravé buiky myel omové.
U subpopulace prevazné zralych myeomovych bunek, které maji
podstatné nizsilabellingindex nez primitivni plazmocd ularni butiky
[14] by nemusdl byt zisk metafazovych chromosomi dogtatesny
k hodnoceni pomoci techniky G-pruhovani anemusd by umoznovat
FISH svyuzitim cel ochromaosomovych sond, nicméné diagnostika
nainterfazovychjadrech svyuzitimsond projedinené genové kopie
poskytujeurcité spektrummoznosti scilenoudetekci zménv urcitych
oblastech genomu.

Selekce subpopulace primitivnich plazmocelularnich bunek,
které jsou vhodnym zdrojem k zal ozeni primokultury ak ziskani
metafazovych chromosoma, by mohla rozsiiit spektrum
diagnostikovatelnych zmén. Umoznila by vysetieni G-
technikou a FISH s vyuzitim celochromosomovych sond
eventualné novéjsich modifikaci, které umoziuji v jednom
hybridizatnim kroku vysetieni vsech chromosomt (mFISH-
multicolor fluorescence in situ hybridization). Zbyva doresit
zpasob selekce téchto bunek.

Zalozeni primokultury z vyseparovanych subpopulaci
umoznuje uréeni modifikovaného labelling indexu
plazmatickych bunék. Jeho srovnani se standardnim postupem
[16] muze byt piredmétem vyzkumu.

Isolace DNA z vyselektované frakce myelomovych bungk
umoziiuje molekularngé genetickou analyzu a archivaci
materialu pro nasledna vysetteni v budoucnu.

Rada imunoterapeutickych protokolt nové generace
zametenych na specifickou protinadorovou terapii pracuje
s nadorem asociovanymi antigeny (TAA —tumor associated
antigens)[24], které jsou prostiedni ctvim antigen prezentujicich
bunek téhoz pacienta predkladany autolognim T lymfocytam.
Buné&ena suspenzemyel omovych bunék o vysoké ¢istoté ziskana
MACS separaci mize byt jednim z vhodnych zdroja TAA
vyuzitelnych v protokolech zamétenych na specifickou
protinadorovou terapii tiebaze pravy antigen ziistava neznamy.

Zaver:

Pomoci imunomagnetické separace jsme ze vzorku kostni
diené pacienta s mnohocetnym myelomem piipravili
bunétnou suspenzi o vysokém zastoupeni vitalnich
myelomovych bunék ssirokou vyuzitelnosti v exprimentalni
oblasti. Sprihlédnutimk vysledkiim aekonomické naro¢nosti
obou procedur se jevi jednokrokova procedura dostagujici
pro nase dalsi postupy.

Price je podporena granty: IGA MZ CR 6152-3, GACR
301/00/0405, | GF FNB 4/99, MSM T UZ J07/98-141 100003,
MSMT J07/98-6700008 a vyzkumnym zamérem MZ CR
¢. 000652697 05.

Prace byla prezentovana na XIV. Olomouckych
hematologickych dnech 8. 6. 2000.

M agneticka separ ace myelomovych bunék.

M agnetic separation of myeloma cells.
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Monografie s mezinarodni autorskou ucasti zpracovava
problematiku kolorektalniho karcinomu ve 12 kapitolach.
Uvodni pojednani hodnoti cel osvétovouincidenci — kol orektalni
case std tretim nej¢astejsim malignim onemocnénim. Vysoky
vyskyt je zaznamenavan v ekonomicky rozvinutych zemich
(USA, Kanada ataké CR), naopak je nginizsi v rozvojovych
zemich (Indie, Alzirsko). Jsou formulovany lécebné
a preventivni postupy, jez by mély redukovat jednak pocty
nemocnych, jednak zgjitit jejich véasnou aspravnou lécbu. V
druhé kapitole o zobrazovani a stagingu se konstatuje, ze
nejuzivangjsim vysetienim je CT zaméiené na primarni nador,
nauzliny anametastazy v jatrech. Vetreti kapitole vyhrazené
patologii kolorektalniho ca a premalignich ézi jsou podrobng
popsany polypozni syndromy. Kolorektalni karcinom je
povazovan za genetickou poruchu; vysoké riziko je zvlaste
u syndromi s adenomy (4. kap.).

V paté kapitole je pojednano o screeningu (digitalni vysetieni
rekta, testy na okultni krvaceni, sigmoideoskopie, irigoskopie
a kolonoskopie), jehoz cilem je snizit morbiditu i mortalitu
¢asngjsi detekci karcinomu nebo rizikovych prekanceroznich
lézi. Vysledky screeningu jsou velmi  povzbudivé.
Chemoprevence kolorektalniho karcinomu je tematem 6.
kapitoly. V 7. kap. o chirurgii kolorektalniho karcinomu se
diskutuji vieobecné principy i specifické postupy, struéné je
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zminéna i paliativni chirurgie. Poukazano je i na moznosti
stentovani endoprotézou u stenozujicich procesi. 8. kap. je
zamétena na kolorektalni karcinom, ktery se rozptylil do jater.
Zhodnoceni parenchymu jater s posouzenim piipadnych
metastaz je vyhrazeno zobrazovacim metodam; svym
specifickym zpisobem jsou vyuzivany UZ, CT i MRI. Z
biochemickych testi se negjvice pouziva CEA. Dale jsou
formulovany zasady terapie (resekcejater do poctu tii metastaz,
dostate¢ny lem neporuseného parenchymu okolo metastazy,
ztratatkané nepiesahujici 25 %, zadné extrahepati cké postizent).
Je popsina adjuvantni 1é¢ba — kryoterapie, podani etanolu,
regionalni chemoterapieaembolizace). Celousiti tergpeutickych
zasahi muze nabidnout jen speciaizované centrum.
Kolorektalnimu karcinomu, ktery piichazi do nemocnice jako
akutni stav, je vénovana 9. kapitola. Akutni stav predstavuje
obstrukce stieva, perforace nebo krvaceni. Neptiznivé se
uplatiuje komorbidita s patologickymi stavy srdce, plic nebo
CNS. Radiacni [écbase uplatiuje hlavné u carekta. Kombinace
s chemoterapii sevyuziva hlavné naopak u colon. Predposledni
kapitola se zaobira systémovou chemoterapii (hlavnim
preparatem jsou slouceniny fluorouracilu). Posledni kapitolase
vraci znovu k obstruktivnim formam ca

Vytecna monografie vybaveri barevnymi snimky ailustracemi
(format 276 x 189 mm) analyzuje problematiku kolorektalniho
karcinomu zevsech ahlt. Prinasi aktualniinformace, které vyuziji
onkologové, gastroenterologové, chirurgové a radiologové.
Knihudistribuje PlymbridgeDigtributorsLimited, Estover Road,
Plymouth PK6 7PY, UK. V.R,V.H.
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