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Souhrn
V našich laborato ích jsou plazmatické bu ky (PB) ze vzork  aspira ních biopsií kostních d ení pacient  nemocných mnoho etným
myelomem (MM) separovány magneticky aktivovanou separací bun k (MACS) a/nebo fl uorescen n  aktivovanou separací bun k
(FACS). Pro selekce se používají protilátky CD138 MACS MicroBeads nebo fl uorescen n  zna ené, které jsou namí eny proti povr-
chovému antigenu CD138 plazmatických bun k, známému jako syndecan-1. Izolované PB jsou využity pro molekulárn  biologické 
studie k PCR analýze, ke komparativní genomické hybridizaci (CGH), fl uorescen ní in situ hybridizaci (FISH), k proteinovým ana-
lýzám nebo k analýzám povrchových bun ných marker i intracelulárních antigen .
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Summary
We have used magnetic-activated cell sorting (MACS) and/or fl uorescence-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), fl uorescence in situ hybridization 
(FISH), protein analysis, analysis of cell surface markers, and/or intracellular antigens.
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Úvod
Ve sv t  bylo v posledních n kolika desetiletích vyvinuto 
mnoho princip  separa ní metod, kterými je možné získat 
vysoce isté populace plazmatických bun k (PB) separo-
vaných ze vzork  kostní d en  (KD) a periferní krve (PK) 
pacient  nemocných mnoho etným myelomem (MM). 
Nej ast ji se využívá mikrofl uidních separa ních technik 
(9), které umož ují selekci bun k na principu imunolo-
gické reakce povrchového markeru cílové (p ístup pozi-
tivní selekce) nebo nežádoucí (deple ní p ístup, negativ-
ní selekce) bu ky s monoklonální protilátkou, která m že
být fl uorescen n  zna ená nebo konjugovaná s magnetic-
kou mikro/nano ásticí. Separace plazmatických bun k
je provád na 1) v magnetickém poli v separa ní kolon
(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) imunodenzitní 
centrifugací (nap . technologie RosetteSep , http://www.
stemcell.com/). Na našich pracovištích URC-CMG a 
OKH-LEHABI využíváme pro separace plazmatických 
bun k metody MACS (magnetic-activated cell sorting, 
magneticky aktivovaná separace bun k) a/nebo FACS 
(fl uorescence-activated cell sorting, fl uorescen n  akti-

vovaná separace bun k), jejichž principy jsou detailn
popsány níže. 

Principy separa ních metod
MACS (magnetic-activated cell sorting, magneticky akti-
vovaná separace bun k)
Metoda MACS (fi rma Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, Germany) (10) je založena na imunomagnetickém 
zna ení cílových bun k podle jejich povrchových anti-
gen  monoklonální protilátkou, která je konjugována se 
superparamagnetickou partikulí (MACS MicroBeads). 
Firma Miltenyi do sou asné doby vyvinula n kolik se-
parátor  MACS (nap . MiniMACS, VarioMACS, Super-
MACS, autoMACSTM), které mohou být využity pro 2 
základní typy separa ních strategií. Pokud pro separaci cí-
lové bu ky existuje p ímá monoklonální protilátka konju-
govaná se superparamagnetickou partikulí (MicroBeads), 
volíme separa ní p ístup pozitivní selekce. Cílové bu ky, 
které jsou magneticky zna eny p ímou MACS MicroBe-
ads, jsou zachyceny v separa ní kolon , která je umíst na
v magnetickém poli separátoru. Neozna ené bu ky proté-
kají separa ní kolonou do negativní frakce a po odstran ní
separa ní kolony z magnetického pole jsou cílové bu ky
pak separovány do pozitivní frakce (Obrázek .1A).
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Pokud nejsou dostupné p ímé MicroBeads pro cílové 
bu ky, volíme deple ní p ístup, kdy jsou nežádoucí 
bu ky magneticky ozna eny primární protilátkou (bi-
otinylovanou, fl uorescen n -zna enou aj.). Ve druhém 
kroku jsou nežádoucí bu ky magneticky zna eny se-
kundární polyklonální protilátkou namí enou proti pri-
mární protilátce (nap . Anti-Immunoglobulin, Anti-Bi-
otin, Streptavidin nebo Anti-Fluorochrom MicroBeads). 
Ozna ené (nežádoucí bu ky) jsou zachyceny v kolon  a 
jsou odd leny od neozna ených (cílových bun k), které 
procházejí kolonou do negativní frakce. Po odstran ní
kolony z magnetického pole separátoru jsou zna ené
bu ky separovány do pozitivní frakce (Obrázek .1B).
Je také možné využít kombinace t chto dvou separa -
ních p ístup  pro zisk vysoce isté populace vzácn  za-
stoupených bun k, kdy jsou v prvním kroku odstran ny
z bun né suspenze nežádoucí bu ky a následnou pozi-
tivní selekcí je získána populace vysoce istých cílových 
bun k (Obrázek . 2A). Firma také vyvinula separa ní
strategii, kterou nazvala MultiSort strategií. Tento p í-
stup je vhodný pro separace cílových bun k, které mají 
na svém povrchu n kolik CD antigen  a v i kterým je 
možné využít dostupné p ímé MicroBeads. Tímto p ístu-
pem je možné získat r zné subpopulace cílových bun k.
V prvním separa ním kroku jsou cílové bu ky, které nás 
zajímají, magneticky zna eny MultiSort MicroBeads a 
po odstran ní magnetického pole jsou separovány do 
pozitivní frakce. Inkubací s MultiSort Release Reagen-
cií jsou z bun k enzymaticky odstran ny mikropartikule 
a v druhém separa ním kroku je subpopulace cílových 
bun k magneticky zna ena p ímou MicroBeads namí e-
nou proti jinému povrchovému markeru na cílové bu ce
(Obrázek .2B).

FACS (fl uorescence-activated cell sorting, fl uorescen n
aktivovaná separace bun k)
Bun né sortery jsou za ízení, ve kterých na ást odpo-
vídající pr tokovému cytometru navazuje ást umož u-
jící t íd ní bun k. Stejn  jako každý pr tokový cytometr 
pracují pouze s bun nými suspenzemi a k identifi kaci 
bun k využívají zna ení monoklonálními protilátkami 
konjugovanými s r znými fl uorochromy, tedy látkami, 
které po ozá ení laserovým sv tlem emitují sv tlo ur ité
vlnové délky (6). Zahrnují vždy systém vedení kapalin, 
který bun nou suspenzi soust e uje do úzkého prou-
du obaleného proudem nosné kapaliny (tzv. hydrodyna-
mická fokuzace) – v této form  jsou bu ky „jedna po 
druhé“ vystavovány sv telnému paprsku z laseru (v tzv. 
interrogation point), který excituje fl uorochromy na na-
vázaných protilátkách. Sv tlo emitované fl uorochromem 
pak slouží jako signál k aktivaci sortovacího mechanis-
mu. Základním principem elektrostatického sorteru je 
rozechv ní (pomocí piezoelektrického krystalu) proudu 
nosné kapaliny s proudem vzorku, které vede k rozd le-
ní proudu na malé kapi ky. T m m že být v okamžiku 
odd lení od souvislého proudu ud len elektrický náboj a 
nabité kapi ky pak mohou být v elektrickém poli, tvo e-
ném dv ma bo ními elektrodami, vychýleny z p vodní
dráhy sm rem k t mto elektrodám. Tyto p ístroje pracují 
s asovým intervalem (tzv. time delay - v ádu mikrose-
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Obrázek . 1: Separa ní p ístup (A) pozitivní selekce (B) deplece nežá-
doucích bun k. P evzato a upraveno od výrobce technologie MACS .
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kund), který uplyne, než se bu ka dostane z místa ozá-
ení laserem (z interrogation point) na konec souvislého 

proudu nosné kapaliny. Pokud byla detekována jako cí-
lová bu ka, dojde t sn  p ed odd lením kapi ky s touto 
bu kou k nabití proudu nosné kapaliny, nabitá kapi ka
je vychýlena k p íslušné elektrod  a nasm rována do p i-
pravené sb rné nádobky. V okamžiku odd lení kapi ky
se souvislý proud kapaliny vybije a celý systém je p i-
praven k novému cyklu nabití a vybití. 
Na našem pracovišti máme možnost pracovat s vysoko-
rychlostním pr tokovým sorterem bun k FACSAria fi r-
my BD Biosciences. Jde o sorter využívající elektrosta-
tický princip sortování; proti jiným podobným za ízením
má n kolik zajímavých inovací. Vzorek prochází speci-
áln  navrženou pr tokovou komorou, která minimalizu-
je sv telné ztráty p i pr chodu sv telným rozhraním a 
zajiš uje tak velkou citlivost m ení i p i použití lase-
r  s nižším výkonem a vyšší životností nevyžadujících 
p ídatná chladicí za ízení. K detektor m je sv tlo p ivá-
d no optickými kabely, takže jsou minimalizovány jeho 

ztráty, ke kterým m že docházet p i pr chodu klasickou 
optickou lavicí. Speciální design cesty vzorku zajiš u-
je, že vzorek prochází pr tokovou komorou relativn
pomalu, což zajiš uje dostate n  dlouhý osvit laserem; 
pak se dostává do úzké trysky, tzv. nozzle, kde dojde 
k urychlení proudu nosné tekutiny a zárove  jeho roze-
chv ní a následn  roztrhání na jednotlivé kapi ky. Sorter 
je také vybaven systémem vedení kapalin zajiš ujícím
velmi stabilní rychlost pr toku, která je naprosto zásadní 
pro stálý time delay (viz výše) a dále velmi p esným a 
vysoce lineárním systémem sb ru a zpracování dat na 
digitální bázi. Umož uje t íd ní jedné až ty  r zných
populací, a to do zkumavek r zných velikostí, do mik-
rotitra ních desti ek nebo p ímo na sklí ka. Po speciál-
ní p íprav  lze provád t t íd ní za aseptických podmí-
nek – pokud je zájem vyt íd né bu ky dále kultivovat. 
FACSAria je v sou asnosti osazena dv ma lasery a 
umož uje analyzovat najednou až dev t parametr  (2 
optické a 7 fl uorescen ních). Tuto konfi guraci lze do bu-
doucna rozší it na 3 lasery a 11 parametr .

Obrázek . 2: Separa ní p ístup (A) kombinace deplece a následné positivní selekce (B) MultiSort strategie. P evzato a upraveno od výrobce tech-
nologie MACS .
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Specifi cká nastavení u MM
Separace PB z mononukleárních bun k kostní d en i
periferní krve pacient  je nej ast ji provád na pomo-
cí komer n  dostupné monoklonální protilátky CD138 
(11), která je namí ena proti povrchovému antigenu 
CD138 (syndecanu-1). Jde o membránový glykoprotein 
bohatý na heparan sulfát – proteoglykany. Syndecany se 
obecn  ú astní interakcí s proteiny extracelulární matrix, 
s rozpustnými proteiny typu cytokin  a s povrchov  vá-
zanými molekulami. Exprese syndecanu-1 byla popsána 
na normálních i nádorových plazmatických bu kách KD 
a PK pacient  s mnoho etným myelomem, ale také na 
neuronových a endoteliálních bu kách (1,2). Plazmatic-
ké bu ky, které vstupují do apoptózy, pak antigen CD138 
ztrácejí (8). Diferenciace B bun k na plazmatické bu ky
je také provázena ztrátou exprese CD45 antigenu. Této 
ztráty exprese lze využít p i separacích plazmatických 
bun k v dvoukrokové procedu e v kombinaci deplece 
CD45+ bun k s pozitivní selekcí CD138+ bun k frak-
ce CD45- (4). Nej ast ji se však využívá jednokrokové 
procedury pozitivní selekce plazmatických bun k ozna-
ených p ímou protilátkou CD138-PE i CD138 MACS 

MicroBeads. P ed vlastní separací PB je nutné provést 
izolaci mononukleárních bun k. Kostní d e  (20-60 
ml) pacienta je odebrána do heparinu a ihned smíchá-
na s transportním médiem v pom ru 1:1 obsahujícím 
IMDM médium (Iscove’s Modifi ed Dulbecco’s Medi-
um, Sigma No: I-2510) s DNázou o koncentraci 0,1 mg/
ml (Roche, No.1 284 932). Mononukleární bu ky kostní 
d en  jsou získány denzitní gradientovou centrifugací na 
Histopaque – 1077 (Sigma, No:H-8809), centrifugace 
400g, 35 min, 4 °C. Po dvojím promytí mononukleárních 

bun k v PBS pufru obsahujícím 2mM EDTA (centrifu-
gace 300g, 10 min, 4°C) je provedeno vlastní zna ení
PB podle standardních protokol  separace bun k pomocí 
MACS nebo FACS metody. Na Obrázku .3 je p íklad
obrazu KD v pr tokovém cytometru p ed a po t íd ní
s vyzna enou populací plazmatických bun k CD138+ 
CD38+.

Specifi cké problémy u MM
Pro veškeré výzkumné analýzy v oblasti MM, které na 
našem pracovišti provádíme, je nutné získat separace-
mi dostate ný po et PB o velmi vysoké istot . isto-
ta bun k je p i separaci metodou MACS vždy závislá 
na vstupní infi ltraci patologických bun k v odebraném 
vzorku KD. Proto je nutné pro každou MACS separaci 
zvolit vhodný separa ní program. P ístroj autoMACSTM

má p ednastavených 9 separa ních program  v závis-
losti na separa ní strategii, frekvenci cílových bun k a 
expresi cílového antigenu. Pro selekci málo zastoupe-
ných bun k z velkého množství bun k je doporu ován
program posseld2, který umož uje pozitivní separaci a 
p e išt ní cílových bun k ve 2 separa ních kolonách. 
Tento program jsme zvolili pro separace plazmatických 
bun k z kostní d en  pacient , u kterých bylo stanove-
né procento PB ve frakci mononukleárních bun k kostní 
d en  10% (analýza pr tokovou cytometrií, popula-
ce plazmatických bun k CD38+ CD138+). Pro ostatní 
vzorky aspira ních biopsií kostních d ení se procentem 
PB > 10% jsme zvolili program possels. Tento program 
umož uje zvýšení výt žku separovaných bun k za cenu 
mírného snížení istoty bun k. Separace t chto bun k
probíhá p es 1 kolonu.
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Obrázek . 3: Obraz KD v pr tokovém cytometru p ed a po t íd ní bun k s vyzna enou populací plazmatických bun k (CD138+ CD38+).
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Význam metod u MM stávající a o ekávaný
Purifi kace PB od pacient  nemocných mnoho etným mye-
lomem je nezbytná pro uplatn ní ady studií, u kterých mu-
síme pracovat s vysoce istou populací nádorových bun k
(3, 5, 7). Možností, jak docílit tohoto obohacení plazma-
tických bun k ze vzork  aspira ních biopsií kostních d ení
s nízkou infi ltrací patologických bun k, je použití vysoce 
specifi ckých a senzitivních separa ních metod MACS a/
nebo FACS (Tabulka . 1). Vitalita separovaných bun k
t mito procedurami není významn  ovlivn na, ehož m -
žeme využít v experimentech vyžadujících kultivaci t ch-
to bun k (cytogenetické studie, produkce imunoglobulin ,
produkce cytokin  aj.). Výhodou selekce bun k na prin-
cipu FACS je možnost využít více znak , a sortovat tak 
i r zné typy plazmatických bun k podle fenotypu (nap .
CD19+ CD56- x CD19- CD56+), podle klonality stanove-
né intracelulárním barvením lehkých et zc  imunoglobu-
lin  aj. V budoucnu plánujeme zahájit selekce PB u mono-

klonálních gamapatií s nízkou vstupní infi ltrací. K t mto
separacím bude využit bun ný sorter FACSAria.

Záv r
MACS a FACS separa ní systémy umož ují rychlou, 
ú innou a levnou separaci vysoce isté populace plazma-
tických bun k ze vzork  kostní d en  a periferní krve paci-
enta s mnoho etným myelomem. Kvalita istoty a výt žku
separovaných bun k v p ípad  použití technologie MACS 
je vždy závislá na vstupní infi ltraci plazmatických bun k
ve frakci mononukleárních bun k. Proto je nutné vždy 
zvážit volbu vhodného separa ního programu MACS pro 
r zné vstupní infi ltrace plazmatických bun k ve frakci 
mononukleárních bun k.
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