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Souhrn

V nasich laboratofich jsou plazmatické buriky (PB) ze vzorki aspira¢nich biopsii kostnich dfeni pacienti nemocnych mnohocetnym
myelomem (MM) separovany magneticky aktivovanou separaci bunék (MACS) a/nebo fluorescenéné aktivovanou separaci bunék
(FACS). Pro selekce se pouzivaji protilatky CD138 MACS MicroBeads nebo fluorescenéné znacené, které jsou namifeny proti povr-
chovému antigenu CD138 plazmatickych buné€k, znamému jako syndecan-1. Izolované PB jsou vyuzity pro molekularné biologické
studie k PCR analyze, ke komparativni genomické hybridizaci (CGH), fluorescenc¢ni in situ hybridizaci (FISH), k proteinovym ana-
lyzam nebo k analyzam povrchovych bunéénych markert ¢i intracelularnich antigend.
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Summary

We have used magnetic-activated cell sorting (MACS) and/or fluorescence-activated cell sorting (FACS) for the separation of plasma
cells (PC) from bone marrow aspirates from patients with multiple myeloma (MM) using human antibodies CD138 MACS Micro-
Beads or CD138-PE antibodies that recognize the plasma cell surface antigen CD138 (syndecan-1). Isolated PC can be used for mo-
lecular biology studies of MM such as PCR analysis, comparative genomic hybridization (CGH), fluorescence in situ hybridization
(FISH), protein analysis, analysis of cell surface markers, and/or intracellular antigens.
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Uvod

Ve svéteé bylo v poslednich nékolika desetiletich vyvinuto
mnoho principi separacni metod, kterymi je mozné ziskat
vysoce Cisté populace plazmatickych bunék (PB) separo-
vanych ze vzorku kostni diené (KD) a periferni krve (PK)
pacienti nemocnych mnohocetnym myelomem (MM).
Nejcastéji se vyuziva mikrofluidnich separacnich technik
(9), které umoznuji selekci bunék na principu imunolo-
gické reakce povrchového markeru cilové (pfistup pozi-
tivni selekce) nebo nezadouci (deple¢ni ptistup, negativ-
ni selekce) buriky s monoklonalni protilatkou, ktera muze
byt fluorescenéné znac¢ena nebo konjugovana s magnetic-
kou mikro/nano c¢astici. Separace plazmatickych bunék
je provadeéna 1) v magnetickém poli v separaéni koloné
(technologie MACS®, http://www.miltenyibiotec.com/,
Dynal®, http://www.invitrogen.com/, StemSep®, http://
www.stemcell.com/) nebo ve zkumavce (technologie
EasySep®, http://www.stemcell.com/) 2) imunodenzitni
centrifugaci (napt. technologie RosetteSep®, http://www.
stemcell.com/). Na naSich pracovistich URC-CMG a
OKH-LEHABI vyuzivdme pro separace plazmatickych
bunék metody MACS (magnetic-activated cell sorting,
magneticky aktivovana separace bun¢k) a/nebo FACS
(fluorescence-activated cell sorting, fluorescencéné akti-
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vovana separace bunék), jejichz principy jsou detailné
popsany nize.

Principy separacnich metod

MACS (magnetic-activated cell sorting, magneticky akti-
vovand separace bunék)

Metoda MACS (firma Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, Germany) (10) je zaloZzena na imunomagnetickém
znaceni cilovych bunék podle jejich povrchovych anti-
gend monoklonalni protilatkou, kterd je konjugovéna se
superparamagnetickou partikuli (MACS MicroBeads).
Firma Miltenyi do soucasné doby vyvinula nékolik se-
paratord MACS (napt. MiniMACS, VarioMACS, Super-
MACS, autoMACS™), které mohou byt vyuzity pro 2
zakladni typy separacnich strategii. Pokud pro separaci ci-
lové buriky existuje pfima monoklonalni protilatka konju-
govana se superparamagnetickou partikuli (MicroBeads),
volime separacni ptistup pozitivni selekce. Cilové buiiky,
které jsou magneticky znaceny piimou MACS MicroBe-
ads, jsou zachyceny v separacni kolong, ktera je umisténa
v magnetickém poli separatoru. Neoznacené buiiky proté-
kaji separacni kolonou do negativni frakce a po odstranéni
separacni kolony z magnetického pole jsou cilové buriky
pak separovany do pozitivni frakce (Obrazek ¢.1A).



prehled

MAGNETICKE ZNACENI

cilové buiky jsou znaeny
pfimou MACS MicroBeads

SEPARACE

cilové bunky jsou zachyceny

v separacni kolon¢ umisténé
1) v magnetickém poli separatoru
a neoznacené bunky protékaji
kolonou do negativni frakce

ELUCE ZNACENYCH BUNEK

po odstranéni separafni kolony

z magnetického pole separatoru
O  jsou cilové buiiky separovany
do pozitivni frakce

é
\_/

Obrazek €. 1: Separacni piistup (A) pozitivni selekce (B) deplece neza-
doucich bungk. Pfevzato a upraveno od vyrobce technologie MACS®.
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Pokud nejsou dostupné piimé MicroBeads pro cilové
bunky, volime depleéni pristup, kdy jsou nezadouci
bunky magneticky oznaceny primarni protilatkou (bi-
otinylovanou, fluorescenéné-znacenou aj.). Ve druhém
kroku jsou nezadouci bunky magneticky znaceny se-
kundarni polyklonalni protilatkou namifenou proti pri-
marni protilatce (napf. Anti-Immunoglobulin, Anti-Bi-
otin, Streptavidin nebo Anti-Fluorochrom MicroBeads).
Oznacené (nezadouci buiiky) jsou zachyceny v kolon¢ a
jsou oddé€leny od neoznacenych (cilovych bunék), které
prochazeji kolonou do negativni frakce. Po odstranéni
kolony z magnetického pole separatoru jsou znacené
bunky separovany do pozitivni frakce (Obrazek ¢.1B).
Je také mozné vyuzit kombinace téchto dvou separac-
nich pfistupti pro zisk vysoce ¢isté populace vzacné za-
stoupenych bunék, kdy jsou v prvnim kroku odstranény
z bunééné suspenze nezadouci buiky a naslednou pozi-
tivni selekei je ziskdna populace vysoce ¢istych cilovych
bunék (Obrazek ¢. 2A). Firma také vyvinula separacni
strategii, kterou nazvala MultiSort strategii. Tento pfi-
stup je vhodny pro separace cilovych buné¢k, které maji
na svém povrchu nékolik CD antigenii a vici kterym je
mozné vyuzit dostupné ptimé MicroBeads. Timto pfistu-
pem je mozné ziskat riizné subpopulace cilovych bunék.
V prvnim separacnim kroku jsou cilové buriky, které nas
zajimaji, magneticky znaceny MultiSort MicroBeads a
po odstranéni magnetického pole jsou separovany do
pozitivni frakce. Inkubaci s MultiSort Release Reagen-
cii jsou z bunék enzymaticky odstranény mikropartikule
a v druhém separa¢nim kroku je subpopulace cilovych
bunék magneticky znacena pfimou MicroBeads namife-
nou proti jinému povrchovému markeru na cilové burice
(Obrazek ¢.2B).

FACS (fluorescence-activated cell sorting, fluorescencné
aktivovana separace bunek)

Bunécéné sortery jsou zafizeni, ve kterych na ¢ast odpo-
vidajici pritokovému cytometru navazuje ¢ast umoziu-
jici tfidéni bunek. Stejné jako kazdy prutokovy cytometr
pracuji pouze s bunéénymi suspenzemi a k identifikaci
bun¢k vyuzivaji znaceni monoklondlnimi protilatkami
konjugovanymi s rtiznymi fluorochromy, tedy latkami,
které po ozafeni laserovym svétlem emituji svétlo urcité
vlnové délky (6). Zahrnuji vzdy systém vedeni kapalin,
ktery bunécnou suspenzi soustfed'uje do uzkého prou-
du obaleného proudem nosné kapaliny (tzv. hydrodyna-
micka fokuzace) — v této formé jsou buriky ,,jedna po
druhé® vystavovany svételnému paprsku z laseru (v tzv.
interrogation point), ktery excituje fluorochromy na na-
vazanych protilatkach. Svétlo emitované fluorochromem
pak slouzi jako signal k aktivaci sortovaciho mechanis-
mu. Zékladnim principem elektrostatického sorteru je
rozechvéni (pomoci piezoelektrického krystalu) proudu
nosné kapaliny s proudem vzorku, které vede k rozdéle-
ni proudu na malé kapicky. Tém muze byt v okamziku
oddéleni od souvislého proudu udélen elektricky naboj a
nabité kapicky pak mohou byt v elektrickém poli, tvoie-
ném dvéma boc¢nimi elektrodami, vychyleny z ptvodni
drahy smérem k témto elektrodam. Tyto pfistroje pracuji
s ¢asovym intervalem (tzv. time delay - v fadu mikrose-

KLINICKA ONKOLOGIE 21 SUPPLEMENT 1/2008 191



prehled

1. MAGNETICKE ZNACENI

{ ©

neZadouci buriky jsou znateny
biotinylovanou protilatkou
a Anti-Biotin MicroBeads

I. SEPARACE

cilové (neznaCené) burnky
jsou separoviny z kolony
6 umisténé v magnetickém poli
separatoru do negativni frakce

0]
Q
\—/
2. MAGNETICKE ZNACENI
O d tyto cilové buriky jsou nasledn&
znaCeny pfimou MicroBeads
2. SEPARACE
po odstranéni kolony
z magnetického pole
separatoru jsou cilové burky
6 0  separovany do pozitivni

frakce

o é
\_/ \_/

2B 1. MAGNETICKE ZNACENI
"l « cilové buiiky jsou znaCeny
: MutiSort MicroBeads

1. SEPARACE
cilové buriky jsou
po odstranéni kolony
z magnetického pole
separatoru eluovany
0 do pozitivni frakce

ODSTRANENI PARTIKULI

MultiSort MicroBeads
Jsou enzymaticky Stépeny

2. MAGNETICKE ZNACENI
.. subpopulace cilovych bunék
~ Je znalena pfimou MicroBeads
namifenou na druhy
povrchovy marker

2. SEPARACE

subpopulace cilovych bunék
je v druhém kroku
separovana
6 do pozitivni frakce

po
1
5
u !
J

3 ?
\_/

\_/

Obrazek ¢&. 2: Separacni piistup (A) kombinace deplece a nasledné positivni selekce (B) MultiSort strategie. Pifevzato a upraveno od vyrobce tech-

nologie MACS®.

kund), ktery uplyne, nez se builka dostane z mista 0za-
feni laserem (z interrogation point) na konec souvislého
proudu nosné kapaliny. Pokud byla detekovana jako ci-
lova burika, dojde tésné pred oddélenim kapicky s touto
burikou k nabiti proudu nosné kapaliny, nabitd kapicka
je vychylena k ptislusné elektrodé a nasmérovana do pii-
pravené sbérné nadobky. V okamziku oddéleni kapicky
se souvisly proud kapaliny vybije a cely systém je pfi-
praven k novému cyklu nabiti a vybiti.

Na nasem pracovisti mame moznost pracovat s vysoko-
rychlostnim pratokovym sorterem bunék FACSAria fir-
my BD Biosciences. Jde o sorter vyuzivajici elektrosta-
ticky princip sortovani; proti jinym podobnym zafizenim
ma nékolik zajimavych inovaci. Vzorek prochazi speci-
aln¢€ navrZenou prutokovou komorou, ktera minimalizu-
je svételné ztraty pii priachodu svételnym rozhranim a
zajistuje tak velkou citlivost méfeni i pii pouziti lase-
pridatna chladici zatizeni. K detektorim je svétlo priva-
déno optickymi kabely, takZze jsou minimalizovany jeho
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ztraty, ke kterym muze dochazet pti prichodu klasickou
optickou lavici. Specialni design cesty vzorku zajist'u-
je, ze vzorek prochazi pritokovou komorou relativné
pomalu, coz zajistuje dostatecné dlouhy osvit laserem,;
pak se dostava do uzké trysky, tzv. nozzle, kde dojde
k urychleni proudu nosné tekutiny a zaroven jeho roze-
chvéni a nasledné roztrhani na jednotlivé kapicky. Sorter
je také vybaven systémem vedeni kapalin zajistujicim
velmi stabilni rychlost pritoku, ktera je naprosto zasadni
pro staly time delay (viz vyse) a dale velmi pfesnym a
vysoce linearnim systémem sbéru a zpracovani dat na
digitalni bazi. Umoziiuje tfidéni jedné az Ctyf riznych
populaci, a to do zkumavek riiznych velikosti, do mik-
rotitracnich desticek nebo ptimo na sklicka. Po special-
ni pripravé lze provadét tfidéni za aseptickych podmi-
nek — pokud je zdjem vyttidéné buiky dale kultivovat.
FACSAria je v soucasnosti osazena dvéma lasery a
umoziuje analyzovat najednou az devét parametri (2
optické a 7 fluorescen¢nich). Tuto konfiguraci 1ze do bu-
doucna rozsifit na 3 lasery a 11 parametrd.
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Obrazek ¢. 3: Obraz KD v prutokovém cytometru pied a po t¥idéni bunék s vyznacenou populaci plazmatickych bungk (CD138+ CD38+).

Specificka nastaveni u MM

Separace PB z mononuklearnich bunék kostni diené ¢i
periferni krve pacientii je nejéastéji provadéna pomo-
ci komeréné dostupné monoklonalni protilatky CD138
(11), ktera je namifena proti povrchovému antigenu
CD138 (syndecanu-1). Jde o membranovy glykoprotein
bohaty na heparan sulfat — proteoglykany. Syndecany se
obecné Gcastni interakei s proteiny extracelularni matrix,
s rozpustnymi proteiny typu cytokind a s povrchové va-
zanymi molekulami. Exprese syndecanu-1 byla popsana
na normalnich i naddorovych plazmatickych bunkdch KD
a PK pacientd s mnohocetnym myelomem, ale také na
neuronovych a endotelidlnich buikach (7,2). Plazmatic-
ké bunky, které vstupuji do apoptdzy, pak antigen CD138
ztraceji (8). Diferenciace B bunék na plazmatické bunky
je také provazena ztratou exprese CD45 antigenu. Této
ztraty exprese lze vyuzit pfi separacich plazmatickych
bunék v dvoukrokové procedufe v kombinaci deplece
CD45+ buné¢k s pozitivni selekci CD138+ bunck frak-
ce CD45- (4). Nejcastéji se vSak vyuziva jednokrokové
procedury pozitivni selekce plazmatickych bunék ozna-
¢enych ptimou protilatkou CD138-PE ¢i CD138 MACS
MicroBeads. Pred vlastni separaci PB je nutné provést
izolaci mononukledrnich buné€k. Kostni dienn (20-60
ml) pacienta je odebrana do heparinu a ihned smicha-
na s transportnim médiem v poméru 1:1 obsahujicim
IMDM médium (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medi-
um, Sigma No: [-2510) s DNazou o koncentraci 0,1 mg/
ml (Roche, No.1 284 932). Mononuklearni buriky kostni
dfené jsou ziskany denzitni gradientovou centrifugaci na
Histopaque — 1077 (Sigma, No:H-8809), centrifugace
400g, 35 min, 4 °C. Po dvojim promyti mononuklearnich

bunek v PBS pufru obsahujicim 2mM EDTA (centrifu-
gace 300g, 10 min, 4°C) je provedeno vlastni znaceni
PB podle standardnich protokolt separace bun¢k pomoci
MACS nebo FACS metody. Na Obrazku ¢.3 je ptiklad
obrazu KD v prutokovém cytometru pred a po tfidéni
s vyzna¢enou populaci plazmatickych bunék CDI138+
CD38+.

Specifické problémy u MM

Pro veskeré vyzkumné analyzy v oblasti MM, které na
naSem pracovisti provadime, je nutné ziskat separace-
mi dostatecny pocet PB o velmi vysoké cCistoté. Cisto-
ta bunék je pii separaci metodou MACS vzdy zavisla
na vstupni infiltraci patologickych bun¢k v odebraném
vzorku KD. Proto je nutné pro kazdou MACS separaci
zvolit vhodny separaéni program. Pfistroj autoMACS™
ma piednastavenych 9 separacnich programi v zavis-
losti na separaéni strategii, frekvenci cilovych bunék a
expresi cilového antigenu. Pro selekci malo zastoupe-
nych bunék z velkého mnozstvi bunék je doporucovan
program posseld,, ktery umoZiiuje pozitivni separaci a
precisténi cilovych bun€k ve 2 separacnich kolonach.
Tento program jsme zvolili pro separace plazmatickych
bunék z kostni diené pacientd, u kterych bylo stanove-
né procento PB ve frakci mononuklearnich bunék kostni
dfené¢ < 10% (analyza priatokovou cytometrii, popula-
ce plazmatickych buné¢k CD38+ CD138+). Pro ostatni
vzorky aspirac¢nich biopsii kostnich dfeni se procentem
PB > 10% jsme zvolili program possels. Tento program
umoziuje zvySeni vytézku separovanych bunék za cenu
mirného snizeni Cistoty bunék. Separace téchto bunck
probiha pres 1 kolonu.

FACS

Tabulka €.1: Srovnani metod purifikace plazmatickych bunék metodami MACS a

MACS metoda

FACS metoda

separace bunék podle jednoho znaku v jednom
kroku

separace bunék podle nékolika znaka v jednom
kroku

separace dvou subpopulaci

separace az 4 ruznych subpopulaci

Cistota je zavisla na vstupni infiltraci

¢istota nezavisla na vstupni infiltraci

¢asoveé nenarodéna

¢asoveé naroéna

nizsi naklady

vy§si naklady
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Vyznam metod u MM stavajici a o¢ekavany

Purifikace PB od pacienti nemocnych mnohocetnym mye-
lomem je nezbytna pro uplatnéni fady studii, u kterych mu-
sime pracovat s vysoce Cistou populaci nadorovych bunék
(3, 5, 7). Moznosti, jak docilit tohoto obohaceni plazma-
tickych bun¢k ze vzorkt aspiraénich biopsii kostnich dieni
s nizkou infiltraci patologickych bunék, je pouziti vysoce
specifickych a senzitivnich separa¢nich metod MACS a/
nebo FACS (Tabulka ¢. 1). Vitalita separovanych bunék
témito procedurami neni vyznamné ovlivnéna, ¢ehoz mi-
zeme vyuzit v experimentech vyzadujicich kultivaci téch-
to bunék (cytogenetické studie, produkce imunoglobulind,
produkce cytokinti aj.). Vyhodou selekce bunék na prin-
cipu FACS je moznost vyuzit vice znakd, a sortovat tak
i rdzné typy plazmatickych bunék podle fenotypu (napf.
CD19+ CD56- x CD19- CD56+), podle klonality stanove-
né intracelularnim barvenim lehkych fetézct imunoglobu-
lint aj. V budoucnu planujeme zahdjit selekce PB u mono-

klonalnich gamapatii s nizkou vstupni infiltraci. K témto
separacim bude vyuzit bunéény sorter FACSAria.

Zavér

MACS a FACS separacni systémy umoziuji rychlou,
ucinnou a levnou separaci vysoce Cisté populace plazma-
tickych buné€k ze vzorki kostni dfené a periferni krve paci-
enta s mnohocetnym myelomem. Kvalita Cistoty a vytézku
separovanych buné¢k v pfipad¢ pouziti technologice MACS
je vzdy zavisla na vstupni infiltraci plazmatickych bunék
ve frakci mononuklearnich bunék. Proto je nutné vzdy
zvazit volbu vhodného separacniho programu MACS pro
ruzné vstupni infiltrace plazmatickych bunék ve frakci
mononuklearnich bungk.
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