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Souhrn

V této studii jsme srovnali dvé metodiky separace plazmatickych bunck z kostni diené dostupné v soucasné dobé na nasem pracovisti.
Prace srovnava Gspésnost obou metodik v zavislosti na vstupni infiltraci a hodnoti i dalsi aspekty separace bunék, jako je finan¢ni a

¢asova naro¢nost.
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Summary

We have compared two different methods used for the isolation of plasma cells from the bone marrow. Our analysis focuses on the
efficacy of either method for different plasma cell percentages in the bone marrow as well and on financial and time requirements.

Keywords: Multiple myeloma, Separation, MACS, FACS, CD138+.

Uvod

Vysoka ¢istota plazmatickych bunék je zakladnim pied-
pokladem pro uplatnéni cytogenetickych, molekularné
biologickych a proteomickych aplikaci ve vyzkumu mno-
hocetného myelomu (MM) a monoklonalnich gamapatii
nejasného vyznamu. Zatimco technika magnetické selek-
ce byla na naSem pracovisti zavedena jiz dfive (3), nové
mame k dispozici také techniku fluorescenéniho tiidéni
bunék (viz Metodicka ¢ast), ktera je pro selekci plazmatic-
kych bunék z kostni diené¢ také vyuzivana (7,4). Rozhodli
jsme se provést srovnani obou metodik, abychom provérili
jejich moznosti a limity v redlné praxi, tedy na vzorcich
odebranych od pacienti s MM. Souc¢asné méla tato studie
poslouzit k optimalizaci metodiky ptipravy bunék pro flu-
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Soubor nemocnych

Bylo zpracovano paralelné celkem 20 vzorkt kostni dfené
od 6 pacienti s MGUS a 14 pacientli s nové diagnosti-
kovanym mnoho¢etnym myelomem (3 x stadium I, 1 x
stadium 2 a 10 x stadium III). Jednalo se 0 9 muzi a 11
zen s medianem véku 67,5 let, v rozmezi od 53 do 85 let.
Jedenact pacientti mélo isotyp IgG.

Metodiky

Heparinizované vzorky kostni diené¢ byly odebrany do
Iscova média (IMDM, Sigma, No: [-2510) s pridavkem
DNazy (Roche, No: 1284932). Vzorek byl dikladné pro-
michan a bylo odd€leno 10ml pro zpracovani na sorteru
(FACSAria, BD Biosciences). Zbytek KD byl zpracovan

cestou imunomagnetické separace MACS. Mononukle-
arni bunky kostni dfené (MNKD) byly ziskany denzitni
gradientovou centrifugaci na Histopaque- 1077 (Sigma,
No: H-8809, centrifugace 400g, 35 min, 4 °C). Po dvo-
jim promyti v PBS + 2mM EDTA (centrifugace 300g, 10
min, 4 °C) bylo provedeno magnetické znaceni protilatkou
CD138 MicroBeads (Miltenyi, No: 130-051-301) v davce
20 ul s 80 ul pufru (PBS+ 2mM EDTA+ 0,5% lidsky al-
bumin)/ 107 bunék. Vlastni separace plazmatickych bunék
byla provedena na automatickém separatoru AutoMACS™
s vyuzitim programu possels (viz. metodicka ¢ast).
Vzorek pro sorter FACSAria byl rozdélen na dvé ¢asti.
Z jedné casti byly izolovany mononuklearni bunky kostni
dien¢ denzitni gradientovou centrifugaci (postup zpraco-
vani viz. vy$e). Druha ¢ast KD byla lyzovana roztokem
NH,CI (8,3 g/1000ml H,0). V obou frakcich byla sta-
novena bunécnost (Biirkerova komirka), aby mohlo byt
uréeno mnozstvi protilatky CD138, potiebné k oznacéeni
bunék. Na n¢kolika vzorcich s vyssi bunéénosti byla od-
zkousena spotieba protilatky — jako dostacujici mnozstvi
bylo stanoveno 8 pl protilatky (anti CD138 firmy BD Bi-
osciences)/ 10° bunék. Pfi niz§im mnozstvi bylo obarveni
nedostate¢né a byla $patné oddélena negativni a pozitivni
populace. Pti vy$sim mnozstvi dochazelo k nespecifické
vazb¢ protilatky se stejnym vysledkem. Inkubace probiha-
la pti 4°C minimalné 30 minut.

Po inkubaci s protilatkou byl vzorek promyt studenym
PBS a nafedén na koncentraci 5 -10 x 10%ml studenym
roztokem PBS + 1% teleciho fetalniho albuminu (BoFeS -
Sigma, No: F-2442).
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Vlastni tfidéni bunék probihalo obvykle pfi rychlosti 3-8
x 103/ s; pti této rychlosti byla Géinnost tfidéni v roz-
mezi 90 — 95%. Bunky byly tfidény do vrstvy RPMI
1460 média (Sigma, No: R-8758) + 10% BoFeS a ihned
po ukonceni tiidéni byly stoceny a doplnény Cerstvym
Cistym médiem. Byla sbirana jak tzv. pozitivni frakce
(CD138+), tak negativni frakce (CD138-, ostatni bufi-
ky). Cistota téchto frakci byla vyhodnocena morfologic-
ky (cytospin a prohlédnuti po panoptickém nabarveni)
jako % plazmatickych bun¢k. Vysledky byly zhodnoce-
ny statisticky (neparametricky Kruskall-Wallis ANOVA
test a Mann-Whitney test).

Vysledky

Mediany Ccistoty pozitivnich frakci vSech vzorkt byly
74,8% (8,6% — 98,8%) pro magneticky separované bun-
ky, 97,6% (50,0% — 100,0%) pro tfidéné lyzované buriky
2 99,2% (83,3 % — 100,0%) pro tiidéné bunky ptipravené
gradientovou centrifugaci. Jak je vidét z rozmezi mini-
malnich a maximalnich hodnot, rozdily v ramci jedné
metodiky byly az 90%, proto bylo hodnoceni provedeno
oddélené¢ ve tfech skupinach vzorka podle % CD138+
bunék, stanoveného na pritokovém cytometru bezpro-
sttedné pred selekci: u prvni skupiny byla vstupni infil-
trace do 5% (skupina I — 9 vzorkt), u druhé v rozmezi 5
az 10% (skupina II — 5 vzorki) a u tieti nad 10% (sku-
pina III — 7 vzorkl). Mediany cistoty pozitivnich frakci
magneticky separovanych bunék vykazovaly vzestup
v zavislosti na vstupni infiltraci: od 64,8% (skupina I)
po 97,3% (skupina III); u fluorescen¢né tidénych bu-
nék tento trend pozorovan nebyl (viz Tabulka ¢.1, Graf
¢.1). Pii statistickém zhodnoceni jednotlivych metodik
u vSech vzorki byl nalezen statisticky vyznamny rozdil
mezi Cistotami pozitivnich frakei (p=0,003), a to mezi
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jak lyzovanymi (p = 0,044), tak pfipravenymi gradien-
tovou centrifugaci (p<0,001). Mezi rizné piipravenymi

fluorescencné tfidénymi bunkami rozdil nalezen nebyl
(p=0,119). V ramci jednotlivych skupin byly statisticky
vyznamné rozdily zachovany jen ve skupiné I (do 5%
CD138+ bunék); v ostatnich skupinach statisticky vy-
znamné rozdily nalezeny nebyly.

Cistota negativnich frakci byla posuzovana podle procen-
ta rezidudlnich plazmatickych bunék: pii hodnoceni vSech
vzorktll byl median Cistoty 2,4% (0,2% - 25,0%) pro mag-
neticky separované bunky, 0,5% (0,0% — 3,2%) pro tridé-
né lyzované buiiky a 1,2% (0,0% - 4,0%) pro tfidéné bun-
ky pripravené gradientovou centrifugaci. Pfi statistickém
zhodnoceni jednotlivych metodik u v8ech vzorka byl mezi
Cistotami negativnich frakci nalezen statisticky vyznam-
ny rozdil (p=0,002), a to mezi lyzovanymi fluorescenc¢né
tfidénymi bunikami a magneticky separovanymi bunikami
(p<0,001) a mezi lyzovanymi tfidénymi buitkami a burika-
mi tfidénymi po gradientové centrifugaci (p=0,007). Stej-
né jako u pozitivnich frakei byly statisticky vyznamné roz-
dily zachovany jen ve skuping I (do 5% CD138+ bunék).

Diskuse

V nasi praci jsme srovnavali rtizné metody selekce plaz-
matickych bunék, a to predevsim z hlediska Cistoty sepa-
rované populace. Zajimaly nas také ztraty bunék béhem
selekce (zastoupeni myelomovych bunék v negativni frak-
ci), naklady na jednotlivé metodiky a ¢asova narocnost.

Z nasich vysledkl je zfejmé, ze Gspé$nost magnetické se-
lekce, posuzovana podle Cistoty ziskanych myelomovych
bunék, je ve srovnani s fluorescenénim tfidénim vice za-
visla na zastoupeni plazmatickych bunék ve vstupnim ma-
terialu (viz Graf ¢.1).

Hodnota vstupni infiltrace 5% CD138+ bunék byla v nasi
praci vyhodnocena jako cut-off hodnota, nad kterou jsou
vSechny metodiky schopny poskytnout srovnatelné vy-
sledky. Urcita zavislost na vstupni infiltraci se ale proje-
vuje napti¢ vSemi metodikami. Se stoupajici vstupni infil-
traci se zuzuje interval mezi minimalnimi a maximalnimi

Magneticka selekce

Fluoresc. tridéni
bunék po gradient.
centrifugaci

Fluoresc. tFidéni
lyzovanych bunék

VSechny vzorky 74,8 (8,6 - 98.8)

97,6 (50,0 - 100,0) 99,2 (83,3 - 100,0)

Skupina I 64,8 (8.6 - 89.3) 96,4 (50,0 - 100,0) |99,5 (83,3 - 100,0)
Skupina 11 79,8 (61,6 - 98.,0) 77,6 (69.2 - 92.1) 96,9 (92.8 - 100,0)
Skupina 111 97,3 (61,1 - 98.8) 99,5 (98.8 - 99.6) 99,2 (94,5 - 100,0)

Tabulka &. 1: Cistota pozitivnich frakcei stanovena morfologicky — median % plazmatickych bunék (min-max)
Skupina I — vzorky se vstupni infiltraci do 5% CD138+ bb, Skupina II — vzorky se vstupni infiltraci 5 - 10% CD138+ bb, Skupina III — vzorky se

vstupni infiltraci nad 10% CD138+ bb

Magneticka selekce | Fluoresc. tridéni | Fluoresc. tridéni
lyzovanych bunék bunék po gradient.
centrifugaci

Viechny vzorky 2.4 (0,2 -25,0)

0,5 (0,0 —3,2) 1,2 (0,0 - 4,0)

Skupina I 1,2 (0.0 - 0.8) 0,4 (0.0 - 0.8) 1,2 (0.0 - 2.0)
Skupina 11 1,8 (0.2 - 2.8) 0,4 (0.0 - 4,0) 1,1 (0.0 - 4,0)
Skupina 111 0,6 (0,2 - 15,0) 0,8 (0.0 - 3,2) 3,2 (0.8 - 4.0)

Tabulka &. 2: Cistota negativnich frakci stanovena morfologicky — median % plazmatickych bunék (min-max)
Skupina I — vzorky se vstupni infiltraci do 5% CD138+ bb, Skupina II — vzorky se vstupni infiltraci 5 - 10% CD138+ bb, Skupina III — vzorky se

vstupni infiltraci nad 10% CD138+ bb
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hodnotami ¢istoty, dosazené v ramci vyse uvedenych sku-
pin. Vys$si vstupni infiltrace tak vzdy pfinese vyssi jistotu
uspésného vysledku, ale na druhou stranu poroste moznost
uniku plazmatickych bun¢k do negativni frakce (viz Ta-
bulka ¢.2).

Vzhledem k tomu, Ze existuje velka skupina vzorka, které
je mozno zpracovat v§emi testovanymi metodami se sta-
tisticky stejnym vysledkem, je nutné zvazovat i dalsi para-
metry, jako je cenova a ¢asova narocnost.
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Graf ¢. 1: Mediany cistot pozitivnich frakci stanovené morfologicky
(% plazmatickych bunék)

Skupina I — vzorky se vstupni infiltraci do 5% CD138+ bb

Skupina II — vzorky se vstupni infiltraci 5 - 10% CD138+ bb

Skupina III — vzorky se vstupni infiltraci nad 10% CD138+ bb

Naklady na zpracovani kostni diené pied a po selekci jsou
velmi podobné, fadove jde o naklady asi 1000 K¢ na jednu
dren. Zasadni rozdil je v cené znaceni vzorku pied selek-
ci. U obou metodik se nakladnost znaceni bude odvijet od
poctu zpracovavanych bunék, ktery byva velmi individu-
alni; v nasem souboru 20 srovnavanych vzorkt byl me-
dian poctu zpracovavanych bunék 37x10° (5 x10° - 225
x10°). Naklady na zpracovani 37x10° bun¢k magnetickou
selekci byly 740 K¢ + 50 K¢ na separacni kolony; pro fluo-
rescencni vytiidéni stejného mnozstvi bunék bylo potfeba
protilatky za 2747K¢. Tyto ndklady se ale daji redukovat
— v soucasné dob¢ pracujeme s protilatkou jiné firmy, se

kterou by tyto naklady byly 1013 K¢, ¢ili z 2,5 nasobku
ceny jsme schopni se dostat na 1,3 nasobek.
Jednoznacnou obrovskou vyhodou magnetické selekce
proti fluorescencnimu tfidéni je jeji Casova nendro¢nost.
Kdyz pomineme fazi piipravy a zpracovani separovanych
bunék, ktera bude pfiblizné stejna pro vSechny meto-
dy a bude pfedstavovat asi 2,5 — 3 hod, vlastni selekce
je v ptipadé MACS otazkou asi 10 minut véetné promy-
ti pfistroje, bez ohledu na pocet zpracovavanych bunck.
Fluorescenc¢ni tfidéni je casov€ nesrovnatelné ndrocnéjsi
a bude vzdy zaviset na poctu bunék. Pti nizkych infiltra-
cich mizeme pracovat s rychlosti do 5x10° bunék/s (po-
kud chceme dosahnout vysoké Cistoty bez vétsich ztrat
bungk) ¢ili zpracovani 37x10° bunék by zabralo asi 2 hod.
Pfi vysoce bunécnych vzorcich se ovSem mizeme dostat
na ¢asy az 12 hod.

Prodlouzena doba separace muze mit zasadni dopad na
sledovani hladiny gent ¢i proteint. Na rozdil od geno-
mu je exprese RNA vysoce dynamicka a rychle se méni
v odpovédi na odchylky prostiedi ¢i béhem normalnich
bunéénych procest jako jsou replikace nebo déleni bunky
(8,5). Bylo prokazano, ze zpozdénd izolace mononukle-
arnich bunék z plné periferni krve o tfi hodiny vede k vy-
znamnym systematickym zménam v genové expresi (1,6).
Také skladovani vede ke zménam v aktivité genil zavislé
na bunééném typu. Pro expresni studie je nutné snizit ¢as
nezbytny do izolace RNA (2)

Zavér

V ramci provedené studie se podafilo optimalizovat dva
pouzitelné postupy zpracovani kostni dfené pred tfidénim
a zvladnout vlastni metodiku tfidéni a praci s narocnym
pristrojem. Ziskané zkusenosti budou vyuzity pro rozho-
dovani o vyuziti konkrétnich metodik v konkrétnich pii-
padech. Fluorescenéni tfidéni plazmatickych bunék se zda
byt dobrym pfislibem pro zpracovani vzorkd kostni diené
s nizkou vstupni infiltraci.
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