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fl owcytometrie - přehled
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Souhrn
Imunofenotypizace myelomových buněk přináší dostatek informací k charakterizaci a odlišení těchto heterogenních neoplastických 
plazmocytů od jejich normálních protějšků a své uplatnění tedy nalézá v diferenciální diagnostice. Stanovení antigenního profi lu 
PC může též napomoci identifi kaci prognostických markerů, které by vedly jednak k jednoznačnému stanovení diagnózy a určení 
pravděpodobnosti progrese u asymptomatických monoklonálních gamapatií, ale také k případnému hodnocení minimální reziduální 
choroby či účinnosti léčby u mnohočetného myelomu. Je snahou Evropské myelomové sítě (European Myeloma Network), EMN,  
sjednotit a standardizovat fl owcytometrické vyšetření plazmocytů v rámci monoklonálních gamapatií.

Klíčová slova: monoklonální gamapatie, mmohočetný myelom, plazmatické buňky, fl owcytometrie.

Summary
Immunophenotyping of myeloma cells is used to characterize the malignant plasma cells and to distinguish them from their normal 
counterparts. Flow cytometry is mostly used for the diagnosis of plasma cell proliferations but a detailed analysis of plasma cell 
immunophenotype can identify disease markers that are associated with the progression of monoclonal gammopathy of unknown 
signifi cance to multiple myeloma (MM), the prognosis of MM, the response to treatment, and the presence of minimal residual dis-
ease. The aim of the European Myeloma Network (EMN) is to unify and standardize immunophenotyping methods for the analysis 
of plasma cells in monoclonal gammopathies. 
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Úvod
Průtoková cytometrie se v diagnostice mnohočetného 
myelomu (MM) uplatňuje od 90. let 20. století, přestože se 
nejprve u plazmatických buněk (PC) věnovala spíše DNA 
analýze (15, 3). Postupně, s vývojem monoklonálních pro-
tilátek, se objevovaly údaje o fenotypu PC, které se dále 
zpřesňovaly (2, 33, 12, 36). Studovány byly také rozdí-
ly ve fenotypu normálních a maligních PC (38, 9). Jako 
zásadní se jeví objev protilátky B-B4 proti znaku CD138 
(Syndecan-1), který významně doplňuje identifi kaci PC 
(39). Časem bylo vymezeno spektrum povrchových a in-
tracelulárních markerů, které jsou i nadále využívány 
v analýzách fenotypu PC a jeho vztahu k diferenciální di-
agnostice onemocnění, nicméně v současnosti je stále více 
pozornosti věnováno také možnostem stanovení prognózy 
pacientů a detekci minimální reziduální choroby (MRN) 
(24, 4, 30).
Lidské plazmocyty tvoří heterogenní populaci buněk a mo-
hou být rozděleny do několika podtypů. V lymfoidních 
tkáních se nacházejí proliferující plazmablasty s krátkou 
dobou života, v periferní krvi (PK) přechodné plazmatic-
ké buňky a v kostní dřeni (KD) se nalézají většinou ne-
proliferující plazmocyty s dlouhou dobou života (20). Pro 
identifi kaci všech typů PC je zásadní znak CD38, který je 

na PC silně exprimován, přestože není jejich specifi ckým 
markerem (10). Je známo, že zralé neoplastické PC mohou 
CD38 exprimovat s nižší intenzitou než fyziologické PC 
(16). Naopak CD138 je exprimován pouze na PC, normál-
ních i patologických, a to již ve stádiu prekurzorů (11). 
Ztráta exprese CD138 a jeho uvolnění do plazmy vede 
k apoptóze PC, což vypovídá o regulační funkci tohoto 
proteoglykanu (6). Další informaci přináší exprese znaku 
CD45, který mizí v průběhu diferenciace a na zralých PC 
již nebývá exprimován, avšak u cirkulujících či reaktiv-
ních nemaligních PC může být exprese zachována (27). 
Bylo zjištěno, že také v KD pacientů s MM existuje sub-
populace CD45+ PC tvořící proliferující složku PC (32). 
Z hlediska posuzování „normality“ PC je důležitá exprese 
B lymfocytárního markeru CD19, tento může být využit 
pro identifi kaci potencionálně fyziologických reziduálních 
PC, které vykazují polyklonální charakter, zatímco ex-
prese znaku CD56 je významně častější u patologických 
monoklonálních PC (4, 22). Pro fyziologické PC je také 
charakteristická exprese znaku CD27, jehož exprese na PC 
se pojí s lepší prognózou pacientů (8). Naopak mezi abe-
rantně exprimované markery neoplastických PC jsou u pa-
cientů s MM řazeny B-lymfocytární marker CD20, kosti-
mulační molekula T lymfocytů CD28 a CD117 (c-KIT), 
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přičemž pro tyto znaky byl prokázán vztah mezi antigen-
ním profi lem PC, DNA ploidií a specifi ckými genetickými 
změnami (18). 

Princip metody a její různé podtypy
Každá buňka je charakterizována systémem povrchových 
a intracelulárních antigenů, které mohou být využity k její 
identifi kaci. Tzv. CD klasifi kace (clusters of differenciati-
on, CD) byla ustanovena v r. 1982 v Paříži, přičemž nejpr-
ve obsahovala pouze leukocytární antigeny, posléze byly 
zahrnuty i znaky dalších buněčných populací a v současné 
době už obsahuje 350 znaků (40).
Průtoková cytometrie využívá k identifi kaci subtypů bu-
něk jejich funkčních i strukturálních vlastností. Buňky 
v suspenzi jsou unášené nosnou kapalinou a jedna po dru-
hé se potkávají s paprskem laseru o určité vlnové délce, 
přičemž dochází jednak k rozptylu světla na buňkách, ale 
také k excitaci fl uorochromů konjugovaných s protilátka-
mi navázanými na buňkách. Pohlcená energie je následně 
emitována formou fl uorescence, která je v přístroji dále 
zpracovávána. Všechy parametry získané převodem svě-
telného signálu na elektronický na patřičných detektorech 
přístroje jsou zaznamenávány a uchovány. Výhodou opro-
ti fl uorescenčnímu mikroskopu je jednak vyšší množství 
současně použitých fl uorochromů defi nujících jednotlivé 
antigeny, ale také podstatně vyšší množství analyzova-
ných částic. Klasická imnufenotypizace tedy využívá, kro-
mě znalosti velikosti a granularity analyzovaných buněk, 
elektronickou „vizualizaci“ vazby protilátka-antigen, při-
čemž nejčastěji je využíváno komerčních monoklonálních 
protilátek. Při DNA analýze je „vizualizován“ obsah DNA 
v buňkách, a to prostřednictvím stechiometrické interkala-
ce propidium jodidu (PI) mezi báze DNA analyzovaných 
buněk, které mohou být současně označeny navázanou 
protilátkou. 
V současnosti je v imunofenotypických analýzách stále 
více využíváno nejen mnohobarevné (multicolor, multipa-
rametric) průtokové cytometrie, ale také tzv. polychoma-
tické průtokové cytometrie, která pracuje s kombinacemi 
5-18 fl uorescencí (17). Takovéto průtokové cytometry vy-
užívají k excitaci fl uorochromů 1-4 laserů, ašak zatím se 
jedná spíše o experimentální přístup.

Vstupní materiál, požadavek na kvantitu a kvalitu, 
čistotu
K imunofenotypické analýze PC může být využita jednak 
KD, ale svůj diagnostický význam má také analýza PK, 
kde se mohou nacházet cirkulující PC. Obecně nejsou 
dány žádné požadavky na kvantitu, kvalitu a čistotu ma-
teriálu, přestože je zřejmé, že v případě KD by analýza 
měla být provedena nejlépe z 1. aspirátu. Vzorky PK i KD, 
odebrané do EDTA, by měly být zpracovány pokud možno 
do 24h od odběru.

Odkaz na platnou normu či závazné doporučení
Za základě dvou uskutečněných workshopů pořádaných 
Evropskou myelomovou sítí (European Myeloma Ne-
twork, EMN) byl vytvořen „manuál“ pro analýzu PC, kte-
rý obsahuje několik doporučení (30).

Specifi cká nastavení u MM
Všeobecně se soudí, že průtoková cytometrie není zásad-
ním vyšetřením u MM, a to zejména proto, že existují další 
parametry a kritéria, která jednoznačně stanoví diagnózu 
(7). Na řadě pracovišť se tedy fenotypizace PC omezuje 
pouze na analýzu znaků CD38, CD138 a CD45 a stano-
vení zastoupení PC v PK i KD, přičemž nejsou prováděna 
přídavná vyšetření pro upřesnění fenotypu či klonality PC 
a jejich vztahu k prognóze pacientů. 
Při studiu cirkulujících PC v PK bylo zjištěno, že jejich 
množství je u nových pacientů s MM nezávislý prognostic-
ký faktor, kdy byla nalezena inverzní korelace mezi počtem 
cirkulujících PC a celkovým přežitím (23). Počty cirkulují-
cích PC také reagují na léčbu (31), což umožňuje studovat 
souvislost mezi jejich množstvím a minimální reziduální 
chorobou (1; 13). Předpokládáme, že cirkulující PC paci-
entů s MM, převážně fenotypu CD38+/++CD138+/++CD45-

CD19-CD56-/+, jsou známkou pokročilého stádia onemoc-
nění a prognostický význam jejich počtu, případně i feno-
typu, by měl být dále ověřen (14).
Jak morfologické, tak fl owcytometrické stanovení infi ltra-
ce KD plazmocyty může vést k odlišení MGUS od MM, 
ale předpokládá se, že % PC stanovené pomocí fl owcyto-
metrie má větší prognostický význam nežli morfologicky 
stanovená infi ltrace (19). Při využití kombinace markerů 
CD38, CD138 a CD45 je sice možno stanovit infi ltraci 
PC v KD, avšak nemůže tak být získána informace o cha-
rakteru PC, což je důležité zejména z hlediska hodnocení 
reziduálních normálních PC u MGUS či případně u stu-
dia MRN léčených pacientů s MM. Jsou známy markery, 
které jsou s vysokou pravděpodobností exprimovány na 
normálních PC (CD19, CD27, CD81) a dále markery, je-
jichž exprese je naopak omezena především na maligní PC 
(CD56, CD117, CD20, CD28, CD200). Některé z těchto 
znaků zatím nejsou detailně prostudovány (např. CD81, 
CD200) a lze očekávat, že do budoucna se mohou objevit 
další markery hrající úlohu patofyziologii maligních PC 
(30, 4).
Pro potvrzení klonality PC je nutno analyzovat cytoplaz-
matickou expresi lehkých řetězců kappa a lambda, při-
čemž zde se uplatňuje 5-barevná analýza (CD38, CD138, 
CD45, κ, λ), obdobně jako u studia „normality“ PC (CD38, 
CD138, CD45, CD19, CD56). 
V případě DNA analýzy, využívané ke stanovení % pro-
liferujících PC a jejich ploidie, se při využívá silné exprese 
CD38 na PC, jelikož intenzita exprese znaku CD138 není 
ve většině případů dostatečná pro odlišení plazmocytů od 
ostatních leukocytů (37). DNA aneuploidie je u MM po-
važována za genetický marker malignity, aneuploidní PC 
i klonální B lymfocyty lze nalézt v PK, KD a též v sepa-
rátu krevních kmenových buněk (peripheral blood stem 
cells, PBSC) (35). Bylo taktéž prokázáno, že ke změnám 
v obsahu DNA dochází v čase od stanovení diagnózy do 
progrese onemocnění velmi zřídka (5).
Rozšířená imunofenotypizace PC je nejčastěji prováděna 
na výzkumných pracovištích či v případě nejasné diagnó-
zy, nicméně sjednocení postupů, kombinací použitých zna-
ků a také nastavení přístrojů v rámci různých pracovních 
skupin je nezbytné a v současnosti se jím zabývá EMN 
(30). Standardizace vyšetření plazmocytů u monoklonál-

250   KLINICKÁ ONKOLOGIE  21  SUPPLEMENT  1/2008



f l o w c y t o m e t r i e  -  p ř e h l e d

ních gamapatií a nalezení významu stavajících i nově iden-
tifi kovaných znaků exprimovaných na PC patří tak mezi 
hlavní cíle EMN.

Specifi cké problémy u MM
1. Morfologicky zjištěné množství PC v kostní dřeni neod-
povídá zcela fl owcytometrickému nálezu, avšak je známo, 
že první aspirát kostní dřeně - určený pro morfologické 
hodnocení - je vždy bohatší na plazmocyty, jelikož se zvy-
šujícím se objemem odběru KD dochází k jejímu postup-
nému ředění periferní krví a ztrátě obsahu PC. Důvodem 
mohou být také chyby v počítání buněk a exprese někte-
rých adhezivních molekul (30). Snaha získat pokud mož-
no první mililitry KD může kolidovat s požadavky na jiná 
vyšetření (genetika, angiogeneze, genomika aj.). Výhodou 
fl owcytometrie je relativní nezávislost exprese markerů na 
infi ltraci KD, což je zaručeno vymezením a hodnocením 
pouze populace PC. DNA analýza je však při nízké infi l-
traci KD nevypovídající. 
2. Jelikož infi ltrace KD může být v rámci pacientů s MGUS 
i MM nízká, je pro dosažení dostatečné citlivosti fl owcyto-
metrie potřebné analyzovat vyšší počty leukocytů tak, aby 
bylo pro danou zkumavku získáno alespoň 100 plazmo-
cytů (30). Při infi ltraci 0,05% PC to může znamenat sběr 
min. 0,2 miliónu buněk a zisk objemného datového sou-
boru. Proto lze využít i tzv. 2-krokového systému získává-
ní buněk, kdy je nejprve analyzováno několik tisíc buněk 
plné KD a poté je pomocí elektronického gate vymezena 
požadovaná populace PC (např. CD38+CD138+ bb), na 
které je dále prováděna samotná analýza (34, 28).
3. Ve vybraných případech může být odběr KD neinfor-
mativní, a to jednak z důvodu problematického odběru 
(např. suchá punkce, vznik koagula v odebraném vzorku), 
s následným zkresleným % infi ltrace PC. Zřejmě též může 
nastat situace, kdy při odběru nemusí být zaměřeno ložis-
ko PC, a je tak získána informace o nízké infi ltraci v KD 
s normálním fenotypem PC, která neodpovídá stavu paci-
enta (14). 

Ukázka reprezentativního výsledku
Získaná data, matice zaznamenaných parametrů (velikost, 
granularita, fl uorescence) ve formě tzv. listmode, můžeme 
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Obrázek č. 2: DNA analýza u pacienta s MM. Znázorněny jsou dvě 
populace buněk s rozdílným obsahem DNA. (A) Na dotplotu jsou 
červeně zvýrazněny CD38++ PC, které tvoří oddělenou populaci s vyšším 
obsahem DNA (hyperdiploidní buňky) než má populace zbylých 
leukocytů (diploidní buňky). (B) Normálním diploidním buňkám na 
histogramu odpovídá peak G0/G1 fáze buněčného cyklu umístěný vlevo, 
zatímco populace hyperdiploidních PC s vyšším obsahem DNA, tvoří 
peak G0/G1 umístěný vpravo.

Obrázek č. 1: Fenotyp fyziologických paměťových PC. Na dotplotech jsou červeně zvýrazněny CD38++ PC. (A) Fyziologické PC jsou silně 
pozitivní na znak CD38. (B) Exprese znaků CD19 a CD27 v rámci leukocytů. (C) Exprese znaků CD19 a CD27 na CD38++ PC. 
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zobrazit ve formě 1-parametrového histogramu či případně 
2-parametrového dotplotu. Nejprve však musíme vymezit 
populaci buněk, kterou máme v úmyslu analyzovat, a to 
tvorbou tzv. gate, kterým ohraničíme požadovanou popu-
laci buněk (např. plazmocytární gate nám ze všech ana-
lyzovaných buněk vymezí pouze populaci plazmocytů). 
Výstupem z analýz je pak informace o relativním (%) či 
absolutním (počet bb/ul) počtu buněk, které vykazují pozi-
tivitu/negativitu pro zvolený znak (viz Obrázek č.1 a č.2).

Význam metody u MM stávající 
Flowcytometrické vyšetření PC, zejména stanovení nor-
málního/aberantního fenotypu a průkaz restrikce lehkého 
řetězce κ či λ, je doporučováno pro odlišení reaktivní a ne-
oplastické plazmocytózy (30). Také v diagnostice mono-
klonálních gamapatií mohou existovat hraniční případy, 
např. doutnající mnohočetný myelom (smouldering multi-
ple myeloma, SMM) či monoklonální gamapatie nejasné-
ho významu (monoclonal gammopathy of undetermined 
signifi cance, MGUS), kdy průtoková cytometrie může 
identifi kací zastoupení a fenotypu PC napomoci diferen-
ciální diagnostice či případně stanovit pravděpodobnost 
progrese onemocnění (28). Flowcytometrie se také uplat-
ňuje v hodnocení minimální reziduální nemoci s obdob-
nou senzitivitou jako PCR a navíc s menší fi nanční i ča-
sovou náročností. Značnou výhodou při studiu minimální 
reziduální nemoci je také univerzálnost použitých markerů 
pro stanovení zastoupení normálních CD19+ a abnormál-
ních CD56+ PC, přičemž, až na výjimky, není nutno znát 
původní fenotyp PC pacienta před léčbou (34, 29, 30). 
S rozvojem molekulárně-genetických technik se částečně 
ztratil význam DNA analýzy PC, přesto však je % prolife-
rujících PC stále považováno za významný prognostický 
faktor a byl prokázán vztah mezi ploidií PC a specifi ckými 
chromozomálními změnami (18). 

Význam metody u MM očekávaný
Flowcytometrické odlišení klonálních plazmocytů na 
základě stanovení povrchových znaků je významným 
přínosem pro rutinní laboratoře. Odpadlo by tak náročné 
stanovení cytoplazmatických lehkých řetězců, které navíc 
není vhodné pro vzorky s nízkou infi ltrací. Mnohá praco-
viště již publikovala získané výsledky týkající se studia 
vybraných parametrů souvisejících s progresí MGUS či 
SMM do pokročilejších stadií onemocnění (28). Také byl 
ověřován význam fl owcytometrické analýzy při studiu 
minimální reziduální nemoci u léčených pacientů s MM 
(29, 34, 26). Potvrzení vztahu dalších povrchových znaků 
k normálním/maligním plazmocytům může dále ujasnit 
procesy zodpovídající za maligní transformaci plazmo-
cytů.

Závěr
Flowcytometrie je účinný nástroj k analýze heterogenní 
populace plazmocytů a je zřejmé, že podrobnější analý-
za fenotypu je uplatnitelná na úrovni klinické i výzkum-
né. Je známa část markerů majících vztah k patofyzio-
logii plazmocytů a jejich chování, nicméně stále jsou 
hledány další parametry s prediktivní i prognostickou 
hodnotou.
Lze předpokládat, že přídavným stanovením klonality 
plazmocytů prostřednictvím lehkých řetězců κ a λ bude 
jednoznačně ověřen přínos exprese znaků CD19 a CD56 
pro určení normality/abnormality plazmocytů. Taktéž 
analýza vybraných znaků (CD20, CD27, CD28, CD81, 
CD117), s možnou aberantní expresí na plazmocytech, by 
měla vést k zisku informací o jejich charakteru a vztahu 
k typu onemocnění.

Poděkování
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