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Souhrn
V této studii jsme srovnali dv  metodiky separace plazmatických bun k z kostní d en  dostupné v sou asné dob  na našem pracovišti. 
Práce srovnává úsp šnost obou metodik v závislosti na vstupní infi ltraci a hodnotí i další aspekty separace bun k, jako je fi nan ní a 
asová náro nost.

Klí ová slova: Mnoho etný myelom, Separace, MACS, FACS, CD138+.

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

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

Úvod
Vysoká istota plazmatických bun k je základním p ed-
pokladem pro uplatn ní cytogenetických, molekulárn
biologických a proteomických aplikací ve výzkumu mno-
ho etného myelomu (MM) a monoklonálních gamapatií 
nejasného významu. Zatímco technika magnetické selek-
ce byla na našem pracovišti zavedena již d íve (3), nov
máme k dispozici také techniku fl uorescen ního t íd ní
bun k (viz Metodická ást), která je pro selekci plazmatic-
kých bun k z kostní d en  také využívána (7,4). Rozhodli 
jsme se provést srovnání obou metodik, abychom prov ili
jejich možnosti a limity v reálné praxi, tedy na vzorcích 
odebraných od pacient  s MM. Sou asn  m la tato studie 
posloužit k optimalizaci metodiky p ípravy bun k pro fl u-
orescen ní t íd ní.

Soubor nemocných
Bylo zpracováno paraleln  celkem 20 vzork  kostní d en
od 6 pacient  s MGUS a 14 pacient  s nov  diagnosti-
kovaným mnoho etným myelomem (3 x stadium I, 1 x 
stadium 2 a 10 x stadium III). Jednalo se o 9 muž  a 11 
žen s mediánem v ku 67,5 let, v rozmezí od 53 do 85 let. 
Jedenáct pacient  m lo isotyp IgG. 

Metodiky
Heparinizované vzorky kostní d en  byly odebrány do 
Iscova média (IMDM, Sigma, No: I-2510) s p ídavkem
DNázy (Roche, No: 1284932). Vzorek byl d kladn  pro-
míchán a bylo odd leno 10 ml pro zpracování na sorteru 
(FACSAria, BD Biosciences). Zbytek KD byl zpracován 

cestou imunomagnetické separace MACS. Mononukle-
ární bu ky kostní d en  (MNKD) byly získány denzitní 
gradientovou centrifugací na Histopaque- 1077 (Sigma, 
No: H-8809, centrifugace 400g, 35 min, 4 °C). Po dvo-
jím promytí v PBS + 2mM EDTA (centrifugace 300g, 10 
min, 4 °C) bylo provedeno magnetické zna ení protilátkou 
CD138 MicroBeads (Miltenyi, No: 130-051-301) v dávce 
20 l s 80 l pufru (PBS+ 2mM EDTA+ 0,5% lidský al-
bumin)/ 107 bun k. Vlastní separace plazmatických bun k
byla provedena na automatickém separátoru AutoMACSTM

s využitím programu possels (viz. metodická ást).
Vzorek pro sorter FACSAria byl rozd len na dv ásti.
Z jedné ásti byly izolovány mononukleární bu ky kostní 
d en  denzitní gradientovou centrifugací (postup zpraco-
vání viz. výše). Druhá ást KD byla lyzována roztokem 
NH4Cl (8,3 g/1000 ml H2O). V obou frakcích byla sta-
novena bun nost (Bürkerova kom rka), aby mohlo být 
ur eno množství protilátky CD138, pot ebné k ozna ení
bun k. Na n kolika vzorcích s vyšší bun ností byla od-
zkoušena spot eba protilátky – jako dosta ující množství 
bylo stanoveno 8 l protilátky (anti CD138 fi rmy BD Bi-
osciences)/ 106 bun k. P i nižším množství bylo obarvení 
nedostate né a byla špatn  odd lena negativní a pozitivní 
populace. P i vyšším množství docházelo k nespecifi cké 
vazb  protilátky se stejným výsledkem. Inkubace probíha-
la p i 4°C minimáln  30 minut.
Po inkubaci s protilátkou byl vzorek promyt studeným 
PBS a na ed n na koncentraci 5 -10 x 106/ml studeným 
roztokem PBS + 1% telecího fetálního albuminu (BoFeS - 
Sigma, No: F-2442).
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Vlastní t íd ní bun k probíhalo obvykle p i rychlosti 3-8 
x 103/ s; p i této rychlosti byla ú innost t íd ní v roz-
mezí 90 – 95%. Bu ky byly t íd ny do vrstvy RPMI 
1460 média (Sigma, No: R-8758) + 10% BoFeS a ihned 
po ukon ení t íd ní byly sto eny a dopln ny erstvým
istým médiem. Byla sbírána jak tzv. pozitivní frakce 

(CD138+), tak negativní frakce (CD138-, ostatní bu -
ky). istota t chto frakcí byla vyhodnocena morfologic-
ky (cytospin a prohlédnutí po panoptickém nabarvení) 
jako % plazmatických bun k. Výsledky byly zhodnoce-
ny statisticky (neparametrický Kruskall-Wallis ANOVA 
test a Mann-Whitney test).

Výsledky
Mediány istoty pozitivních frakcí všech vzork  byly 
74,8% (8,6% – 98,8%) pro magneticky separované bu -
ky, 97,6% (50,0% – 100,0%) pro t íd né lyzované bu ky
a 99,2% (83,3 % – 100,0%) pro t íd né bu ky p ipravené
gradientovou centrifugací. Jak je vid t z rozmezí mini-
málních a maximálních hodnot, rozdíly v rámci jedné 
metodiky byly až 90%, proto bylo hodnocení provedeno 
odd len  ve t ech skupinách vzork  podle % CD138+ 
bun k, stanoveného na pr tokovém cytometru bezpro-
st edn  p ed selekcí: u první skupiny byla vstupní infi l-
trace do 5% (skupina I – 9 vzork ), u druhé v rozmezí 5 
až 10% (skupina II – 5 vzork ) a u t etí nad 10% (sku-
pina III – 7 vzork ). Mediány istoty pozitivních frakcí 
magneticky separovaných bun k vykazovaly vzestup 
v závislosti na vstupní infi ltraci: od 64,8% (skupina I) 
po 97,3 % (skupina III); u fl uorescen n  t íd ných bu-
n k tento trend pozorován nebyl (viz Tabulka .1, Graf 
.1). P i statistickém zhodnocení jednotlivých metodik 

u všech vzork  byl nalezen statisticky významný rozdíl 
mezi istotami pozitivních frakcí (p=0,003), a to mezi 
magnetickou selekcí a fl uorescen n  t íd nými bu kami,
jak lyzovanými (p = 0,044), tak p ipravenými gradien-
tovou centrifugací (p<0,001). Mezi r zn  p ipravenými

fl uorescen n  t íd nými bu kami rozdíl nalezen nebyl 
(p=0,119). V rámci jednotlivých skupin byly statisticky 
významné rozdíly zachovány jen ve skupin  I (do 5% 
CD138+ bun k); v ostatních skupinách statisticky vý-
znamné rozdíly nalezeny nebyly. 

istota negativních frakcí byla posuzována podle procen-
ta reziduálních plazmatických bun k: p i hodnocení všech 
vzork  byl medián istoty 2,4% (0,2% - 25,0%) pro mag-
neticky separované bu ky, 0,5% (0,0% – 3,2%) pro t íd -
né lyzované bu ky a 1,2% (0,0% - 4,0%) pro t íd né bu -
ky p ipravené gradientovou centrifugací. P i statistickém 
zhodnocení jednotlivých metodik u všech vzork  byl mezi 
istotami negativních frakcí nalezen statisticky význam-

ný rozdíl (p=0,002), a to mezi lyzovanými fl uorescen n
t íd nými bu kami a magneticky separovanými bu kami
(p<0,001) a mezi lyzovanými t íd nými bu kami a bu ka-
mi t íd nými po gradientové centrifugaci (p=0,007). Stej-
n  jako u pozitivních frakcí byly statisticky významné roz-
díly zachovány jen ve skupin  I (do 5% CD138+ bun k).

Diskuse
V naší práci jsme srovnávali r zné metody selekce plaz-
matických bun k, a to p edevším z hlediska istoty sepa-
rované populace. Zajímaly nás také ztráty bun k b hem
selekce (zastoupení myelomových bun k v negativní frak-
ci), náklady na jednotlivé metodiky a asová náro nost.
Z našich výsledk  je z ejmé, že úsp šnost magnetické se-
lekce, posuzovaná podle istoty získaných myelomových 
bun k, je ve srovnání s fl uorescen ním t íd ním více zá-
vislá na zastoupení plazmatických bun k ve vstupním ma-
teriálu (viz Graf .1).
Hodnota vstupní infi ltrace 5% CD138+ bun k byla v naší 
práci vyhodnocena jako cut-off hodnota, nad kterou jsou 
všechny metodiky schopny poskytnout srovnatelné vý-
sledky. Ur itá závislost na vstupní infi ltraci se ale proje-
vuje nap í  všemi metodikami. Se stoupající vstupní infi l-
trací se zužuje interval mezi minimálními a maximálními 
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Tabulka . 2: istota negativních frakcí stanovená morfologicky – medián % plazmatických bun k (min-max)
Skupina I – vzorky se vstupní infi ltrací do 5% CD138+ bb, Skupina II – vzorky se vstupní infi ltrací 5 - 10% CD138+ bb, Skupina III – vzorky se 
vstupní infi ltrací nad 10% CD138+ bb

Tabulka . 1: istota pozitivních frakcí stanovená morfologicky – medián % plazmatických bun k (min-max)
Skupina I – vzorky se vstupní infi ltrací do 5% CD138+ bb, Skupina II – vzorky se vstupní infi ltrací 5 - 10% CD138+ bb, Skupina III – vzorky se 
vstupní infi ltrací nad 10% CD138+ bb
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hodnotami istoty, dosažené v rámci výše uvedených sku-
pin. Vyšší vstupní infi ltrace tak vždy p inese vyšší jistotu 
úsp šného výsledku, ale na druhou stranu poroste možnost 
úniku plazmatických bun k do negativní frakce (viz Ta-
bulka .2).
Vzhledem k tomu, že existuje velká skupina vzork , které 
je možno zpracovat všemi testovanými metodami se sta-
tisticky stejným výsledkem, je nutné zvažovat i další para-
metry, jako je cenová a asová náro nost.

Náklady na zpracování kostní d en  p ed a po selekci jsou 
velmi podobné, ádov  jde o náklady asi 1000 K  na jednu 
d e . Zásadní rozdíl je v cen  zna ení vzorku p ed selek-
cí. U obou metodik se nákladnost zna ení bude odvíjet od 
po tu zpracovávaných bun k, který bývá velmi individu-
ální; v našem souboru 20 srovnávaných vzork  byl me-
dián po tu zpracovávaných bun k 37x106 (5 x106 - 225 
x106). Náklady na zpracování 37x106 bun k magnetickou 
selekcí byly 740 K  + 50 K  na separa ní kolony; pro fl uo-
rescen ní vyt íd ní stejného množství bun k bylo pot eba
protilátky za 2747 K . Tyto náklady se ale dají redukovat 
– v sou asné dob  pracujeme s protilátkou jiné fi rmy, se 

kterou by tyto náklady byly 1013 K , ili z 2,5 násobku 
ceny jsme schopni se dostat na 1,3 násobek.
Jednozna nou obrovskou výhodou magnetické selekce 
proti fl uorescen nímu t íd ní je její asová nenáro nost.
Když pomineme fázi p ípravy a zpracování separovaných 
bun k, která bude p ibližn  stejná pro všechny meto-
dy a bude p edstavovat asi 2,5 – 3 hod, vlastní selekce 
je v p ípad  MACS otázkou asi 10 minut v etn  promy-
tí p ístroje, bez ohledu na po et zpracovávaných bun k.
Fluorescen ní t íd ní je asov  nesrovnateln  náro n jší
a bude vždy záviset na po tu bun k. P i nízkých infi ltra-
cích m žeme pracovat s rychlostí do 5x103 bun k/s (po-
kud chceme dosáhnout vysoké istoty bez v tších ztrát 
bun k) ili zpracování 37x106 bun k by zabralo asi 2 hod. 
P i vysoce bun ných vzorcích se ovšem m žeme dostat 
na asy až 12 hod. 
Prodloužená doba separace m že mít zásadní dopad na 
sledování hladiny gen i protein . Na rozdíl od geno-
mu je exprese RNA vysoce dynamická a rychle se m ní
v odpov di na odchylky prost edí i b hem normálních 
bun ných proces  jako jsou replikace nebo d lení bu ky
(8,5). Bylo prokázáno, že zpožd ná izolace mononukle-
árních bun k z plné periferní krve o t i hodiny vede k vý-
znamným systematickým zm nám v genové expresi (1,6).
Také skladování vede ke zm nám v aktivit  gen  závislé 
na bun ném typu. Pro expresní studie je nutné snížit as
nezbytný do izolace RNA (2)

Záv r
V rámci provedené studie se poda ilo optimalizovat dva 
použitelné postupy zpracování kostní d en  p ed t íd ním
a zvládnout vlastní metodiku t íd ní a práci s náro ným
p ístrojem. Získané zkušenosti budou využity pro rozho-
dování o využití konkrétních metodik v konkrétních p í-
padech. Fluorescen ní t íd ní plazmatických bun k se zdá 
být dobrým p íslibem pro zpracování vzork  kostní d en
s nízkou vstupní infi ltrací.
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Graf . 1: Mediány istot pozitivních frakcí stanovené morfologicky 
(% plazmatických bun k)
Skupina I – vzorky se vstupní infi ltrací do 5% CD138+ bb
Skupina II – vzorky se vstupní infi ltrací 5 - 10% CD138+ bb
Skupina III – vzorky se vstupní infi ltrací nad 10% CD138+ bb
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