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Souhrn

Vychodiska: Cilem této prace je predstavit algoritmus separace plazmatickych bunék ze vzorkd
kostni dfené pacientl s mnohocetnym myelomem. Zisk vysoce cistych bunécnych populaci
je zékladni podminkou aplikace modernich vyzkumnych postup( u tohoto onemocnéni. Ma-
teridl a metody: Vzorky kostni diené byly ziskany od pacientll z Interni hematoonkologické
kliniky FN Brno. Kostni dien byla nejprve zbavena cervené slozky (metodou hustotni gra-
dientové centrifugace nebo lyzace), plazmatické buriky byly oznaceny monoklonaini protilt-
kou proti syndecanu-1 (CD138) a separovany magneticky nebo na buné¢ném sorteru. Cistota
separované populace byla vyhodnocena na pritokovém cytometru, pfipadné morfologicky.
Vysledky: Paralelné, magnetickou a fluorescencni separaci, bylo zpracovano 28 vzorkd kostni
diené a byla vyhodnocena cistota separovanych frakci. Na zakladé statistického hodnoceni
vyslednych cistot jak v celém souboru vzorkd, tak ve skupinach podle vstupniho zastoupeni
plazmatickych bunék byl navrzen algoritmus separace s cut-off hodnotou 5% plazmatickych
bunék v mononuklearni frakci KD: vzorky s < 5% plazmatickych bunék jsou nadale tfidény
na buné¢ném sorteru, vzorky s = 5% plazmatickych bunék jsou separovany na magnetickém
separatoru. Po ro¢nim vyhodnoceni uplatnéni tohoto algoritmu na souboru 210 vzorkd kostni
diené se medién cistoty separovanych plazmatickych bunék zvedl z 62,4 % (0,4-99,6 %) na
94,0% (23,9-100%). Zdvér: Zavedeni metodiky fluorescencniho tiidéni vyrazné prispélo k cel-
kovému zvyseni Uspésnosti separace plazmatickych bunék ze vzork{ kostni dfené, a to pre-
devsim u vzorkd s jejich nizkym vstupnim zastoupenim, kde dosud vyuzivana metodika mag-
netické separace neni dostate¢né Ucinna. Otevrela se tim také cesta k separaci plazmatickych
bunék ze vzorkl kostni diené od jedincli s monoklondlni gamapatii nejasného vyznamu, kde je
zastoupeni plazmatickych bunék typicky velmi nizké (desetiny, max. jednotky procent).
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Summary

Backgrounds: The aim of this paper is to present an algorithm for plasma cell separation from bone marrow samples of multiple myeloma pa-
tients. The main prerequisite for applying modern research methods in this disease is gaining pure cell populations. Material and Methods: Bone
marrow samples were collected from outpatients or inpatients of the Internal Haematology and Oncology Clinic of the Faculty Hospital Brno,
after they had signed an Informed Consent Form. The bone marrow was first depleted of red cells (by density gradient centrifugation or erythro-
lysis), plasma cells were labelled by monoclonal antibody against syndecan-1 (CD138) and separated either magnetically or by cell sorter. The
purity of separated population was evaluated by flow cytometry or, alternatively, morfologically. Results: We processed 28 bone marrow samples,
in parallel, by magnetic or fluorescence-based separation, and we evaluated the purity of the separated fractions. Based on a statistical evalua-
tion of resulting purities in the entire sample set as well as the individual groups divided according to the initial plasma cell content, a separation
algorithm was proposed with a cut-off value of 5% of plasma cells in mononuclear fraction of bone marrow: samples with less than 5% of plasma
cells are henceforth separated on cell sorter, samples with more than 5% are separated magnetically. The effectiveness of this algorithm was eva-
luated after the first year of its application on a dataset of 210 bone marrow samples: median purity of the separated plasma cells increased from
62.4% (0.4-99.6%) to 94.0% (23.9-100%). Conclusion: The introduction of a fluorescence-based separation markedly increased the effectiveness
of plasma cell separation from bone marrow samples, mainly in samples with low plasma cell content where magnetic separation used thus far is
not sufficient. This finding also opened a door for plasma cell separation of bone marrow samples from patients with monoclonal gammopathy
of undetermined significance, where plasma cell count is typically below or just over one percent.
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Vychodiska
Zakladni podminkou aplikace modernich
vyzkumnych postupt - cytogenetiky, ge-
nomiky, proteomiky nebo rdznych cipo-
vych technologii - ve vyzkumu monoklo-
néalnich gamapatii (MG) je vysoka Cistota
zkoumané bunécné populace.V podmin-
kach naseho pracovisté jde predevsim
o plazmatické buriky (PB) z kostni dfené.
Typicky se jejich procentudlni zastoupeni
v kostni dfeni pohybuje od velmi nizkych
hodnot, pod 0,5% PB u jedincti s mono-
klonalni gamapatii nejasného vyznamu
(monoclonal gammopathy of undetermi-
ned significance - MGUS) nebo v remisi
mnohocetného myelomu (MM), po velmi
vysoké, 50% a vice u pacientl s agresiv-
nim onemocnénim, coz znesnadnuje
vybér separacni strategie.

Obecné se k separaci bunék vyuziva fe-
notypu cilovych bunék a znaceni mono-
klonalnimi protilatkami konjugovanymi

s detekénim prvkem - nejcastéji mag-
netickou partikuli nebo fluorochromem.
Vlastni separace pak probiha v pfislus-
ném detekénim systému (magnet nebo
pritokovy cytometr se sorterem) postu-
pem pozitivni (detekéni systém vybird
cilové bunky) nebo negativni selekce
(systém zachycuje nezadouci bunky).

K izolaci PB je jiz dlouhodobé a ve vel-
kém rozsahu vyuzivdna imunomagne-
tickd separace, a to jak ve formé nega-
tivni selekce, spocivajici v odstranéni
jinych bunéc¢nych populaci nez PB [1-2],
tak pozitivni, vyuzivajici pfedevsim uni-
verzalniho znaku PB, syndecanu-1/
CD138 [3-5]. Pozdéji, s dostupnosti no-
vych vysokorychlostnich sorter(, se za-
cala vyuzivat i technika fluorescencniho
tiidéni [6]. Ze srovnani téchto postupl
(tab. 1) je zftejmé, Ze kazdy z nich ma své
prednosti i nevyhody uplatnéni v kon-
krétnich podminkéch.

Tab. 1. Zakladni parametry magnetické a fluorescencni separace.

Magneticka separace

casové nendrocna

nizsi vstupni naklady

separace dvou subpopulaci (neg., poz.)

separace podle jednoho znaku nebo vice jednotné

detekovanych znakl (pro neg. selekci)
zavisla na sile exprese znaku

optimalni pro uzsi rozmezi infiltrace vstupniho materialu

Fluorescenéni separace

¢asové naroc¢na

vyssi vstupni naklady

V nasi laboratofi byla technika magne-
tické separace zavedena jiz pred néko-
lika lety [7] a dale optimalizovana v pod-
minkach automatizovaného provozu [8].
Koncem roku 2006 jsme ziskali vysoko-
rychlostni bunéény sorter a zacali testo-
vat metodu fluorescen¢niho tfidéni PB.
Tato prace predstavuje vysledky dosa-
zené pfi srovnani obou separacnich po-
stupd, algoritmus separace PB vytvoreny
na jeho zadkladé a jeho Uspésné ovéreni
béhem roc¢niho rutinniho provozu.

Material a metody

Vzorky kostni dfené (KD) byly odebrany
pacientim z ambulance ¢i oddéleni In-
terni hematoonkologické kliniky FN Brno
s jejich informovanym souhlasem. Ode-
brana kostni dien (objem 20-40 ml) byla
smichana se stejnym objemem IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium,
Sigma) s pfidanym heparinem a DN&zou

separace vice rdznych subpopulaci

separace podle vice rizné detekovanych znak

nezavisla na sile exprese znaku

nezavisla na infiltraci vstupniho materialu
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Tab. 2. Cistota pozitivnich frakci - median (min-max).

vsechny vzorky (n = 28)

skupina s infiltraci < 5 % (n = 10)
skupina s infiltraci 5-10 % (n = 6)
skupina s infiltraci > 10 % (n = 12)

vsechny vzorky (n = 28)

skupina s infiltraci < 5% (n = 10)
skupina s infiltraci 5-10 % (n = 6)
skupina s infiltraci > 10 % (n = 12)

(Roche Diagnostics) a tentyZ den zpraco-
vdana za Ucelem separace. Vzorek byl roz-
délen na dva dily, které byly zpracovany
paralelné jak metodou magnetické se-
parace, tak na buné¢ném sorteru.
Cervend slozka KD byla odstranéna
lyzaci roztokem chloridu amonného
(0,83% NHA4CI) nebo denzitni gradiento-
vou centrifugaci na Histopaque 1077 [7].
Zastoupeni CD138+ bunék v mononu-
klearni frakci (dale vstupni infiltrace)
bylo stanoveno priitokovou cytometrii.
Magnetickad separace mononuklear-
ni frakce (mononuclear cells - MNC)
byla provddéna patentovanou techno-
logii MACS (Miltenyi Biotec) na separa-
toru AutoMACS dle doporuceni vyrobce.
Separace byla provadéna postupem po-
zitivni selekce pomoci protilatky nami-
fené proti syndecanu-1 a konjugované
s magnetickou kuli¢ckou (CD138 Micro-
beads; Miltenyi Biotec). Pro separaci
jsme pouzivali program possels s poma-
lejsim prichodem jednou kolonou.
Separace na buné¢ném sorteru byla
provedena jednak po lyzaci, jednak po izo-
laci MNC (viz vy3$e). MNC nebo lyzovana

Morfologické hodnoceni (% plazmatickych bunék)

Magn. sep. MNC
80,4 (8,6-99,6)
64,8 (8,6-89,3)

95,3 (61,6-98,0)

96,0 (52,0-99,6)

Tridéné lyzované burky
97,4 (50,0-100,0)
96,4 (50,0-100,0)

84,9 (69,2-97,4)
99,4 (66,7-100,0)

Ttidéné MNC
98,2 (50,0-100,0)
99,5 (83,3-100,0)
94,9 (92,0-100,0)

98,5 (50-100,0)

Cytometrické hodnoceni (% CD138+ bunék)

Magn. sep. MNC
74,0 (8,1-97,1)
54,0 (8,1-73,9)

65,0 (38,7-93,5)

83,6 (47,4-97,1)

KD byly inkubovany (30 min, 4 °C) s flu-
orescencné znacenou protilatkou proti
syndecanu-1 (CD138-PE, Beckman-Coul-
ter nebo Exbio). Po promyti byly buriky re-
suspendovany studenym PBS a tfidény na
vysokorychlostnim bunééném sorteru FA-
CSAria (BD Biosciences). Sorter pracoval
s intermediarnim nastavenim cistoty proti
vytézku, ke tridéni byly vybirany burnky se
silnou expresi znaku CD138 a z tfidéni byly
vylouceny dublety negativnich a pozitiv-
nich bunék. PB byly tfidény do zkumavek
se 2ml sbérného média (10% teleci fetalni
sérum v RPMI médiu).

Cistota pozitivni a negativni frakce
byla hodnocena pomoci priitokové cy-
tometrie jako% CD38+ CD138+ nebo
CD138+ bunék a podle moznosti i mor-
fologicky (cytospin a prohlédnuti po
panoptickém obarveni) jako% PB.
Aby mohly byt separované bunky vy-
uzity pro dalsi analyzy, bylo potieba
dosdhnout alespon 70% zastoupeni
PB/CD138+ bunék v pozitivni frakci.

Vyhodnoceni srovnéni magnetické
a fluorescencni separace bylo prove-
deno v souboru vsech 28 vzorkd, ale také

Tridéné lyzované burky
95,4 (24,3-99,3)
75,2 (24,3-96,3)
93,0 (50,0-96,3)
98,2 (91,9-99,3)

Tridéné MNC
96,9 (55,4-99,3)
88,0 (71,2-98,0)
95,6 (87,7-97,9)
98,6 (55,4-99,3)

po rozdéleni vzorkd do tfech skupin -
podle vstupni infiltrace. V prvni skupiné
byly vzorky s infiltraci < 5%, ve druhé
s infiltraci 5-10% a ve tfeti s infiltraci
> 10%. Vysledky byly hodnoceny nepa-
rametrickym Kruskall-Wallis ANOVA tes-
tem a Mann-Whitney testem (na hladiné
vyznamnosti 5 %).

Vysledky

Bylo zpracovano 28 vzorkd kostni diené
s medidanem vstupni infiltrace 9,3%
(0,8-67,2%). Pozitivni frakce po mag-
netickém zpracovani méla medidn
Cistoty 80,4 % (8,6-99,6%) pfi mor-
fologickém a 74,0 % (8,1-97,1 %) pfi cy-
tometrickém hodnoceni. U tfidénych
lyzovanych bunék byla ¢istota pozi-
tivni frakce 97,4 % (50,0-100,0%) pfi
morfologickém a 95,4 % (24,3-99,3 %)
pfi cytometrickém hodnoceni a u tfi-
déné mononuklearni frakce byly zis-
kdny hodnoty 98,2% (50,0-100,0 %)
a 96,9% (55,4-99,3 %). Cistoty pozitiv-
nich frakci pti rozdéleni vzorkd do sku-
pin podle vstupniinfiltrace jsou uvedeny
v tab. 2. Rozdily mezi ¢istotami pozi-

Tab. 3. Vysledky Kruskall-Wallis ANOVA testu (na hranici vyznamnosti 5 %) pii hodnoceni rozdili mezi jednotlivymi metodami

separace.

vsechny vzorky (n = 28)

skupina s infiltraci < 5 %(n = 10)
skupina s infiltraci 5-10 % (n = 6)
skupina s infiltraci > 10 % (n = 12)

Pozitivni frakce

Morfol. Cyt.
0,003 < 0,001
0,013 0,001
0,567 0,042
0,104 < 0,001

Negativni frakce

Morfol. Cyt.

< 0,001 < 0,001
0,007 < 0,001
0,019 0,009
0,010 < 0,001
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Tab. 4. Uspé3nost (v %) dosazeni alespoi 70% ¢istoty pozitivni frakce.

Morfologicky hodnocené vzorky

Magn. separov.

MNC
vsechny vzorky 65,0
skupina s infiltraci < 5 % 28,6
skupina s infiltraci 5-10 % 66,7
skupina s infiltraci > 10 % 81,8

tivnich frakci pfi rdznych zpusobech
zpracovani byly statisticky vyznamné
(p = 0,003 pti morfologickém a p < 0,001
pfi cytometrickém hodnoceni). Po
rozdéleni vzorkd do skupin podle
vstupni infiltrace byl pfi morfolo-
gickém hodnoceni statisticky vy-
znamny rozdil potvrzen jen ve sku-
piné vzork( s infiltraci < 5% (p = 0,013),
pfi cytometrickém hodnoceni se tento
rozdil projevil ve viech tfech skupindch
(tab. 3). Dalsi statisticka analyza proka-
zala statisticky vyznamny rozdil mezi Cis-
totami pozitivnich frakci magneticky se-
parovanych bunék a tfidénych bunék,
bez ohledu na zplisob jejich pfipravy
pred tfidénim (nedokumentovano).
Analyzovali jsme zavislost ziskané cis-
toty pozitivni frakce na vstupni infiltraci
a zjistili jsme, Ze nemd charakter pozi-
tivni korelace: hodnoty korela¢nich koe-
ficientl mezi vstupni infiltraci a Cistotou
pozitivni frakce magneticky separova-
nych, tfidénych lyzovanych a tfidénych
mononukledrnich bunék byly 0,524,
0,170 a-0,399 pfi morfologickém a 0,524,

Cytometricky hodnocené vzorky

Tridéné lyzo-  Tridéné MNC  Magn. separov. Tridéné lyzo-  Tridéné MNC
vané buriky MNC vané bunky
824 94,7 53,8 76,9 96,2
80,0 100,0 11,1 50,0 100,0
75,0 100,0 40,0 66,7 100,0
87,5 90,0 91,7 100,0 91,7

0,367 a-0,371 pfi cytometrickém hodno-
ceni. Nicméné se stoupajici vstupni infil-
traci rostla Uspésnost dosazeni pozado-
vané minimalni 70% cistoty (tab. 4).
Negativni frakce po magnetickém
zpracovani méla medidn zastoupeni
rezidualnich PB/CD138+ bunék 2,4%
(0,2-38,0%) pfi morfologickém a 1,3%
(0,2-25,7 %) pfi cytometrickém hodno-
ceni. U tfidénych lyzovanych bunék bylo
nalezeno 0,4 % (0,0-3,2 %) rezidudlnich
PB/CD138+ bunék pfi morfologickém
a 0,1% (0,0-1,0%) pfi cytometrickém
hodnoceni. U tfidéné mononuklearni
frakce byly ziskany hodnoty 1,6%
(0,0-4,0%) a 0,1% (0,0-0,1 %) rezidual-
nich PB/CD138+ bunék. Vysledky Cistoty
negativnich frakci pfi rozdéleni vzorku
do skupin podle vstupni infiltrace jsou
uvedeny v tab. 5. Rozdily mezi ¢isto-
tami negativnich frakci byly statisticky
vyznamné (p < 0,001 pfi morfologic-
kém i cytometrickém hodnoceni), a to
jak v celém souboru vzorkd, tak pfi jeho
rozdéleni do skupin (tab. 3). Dalsi statis-
ticka analyza prokazala statisticky vy-

Tab. 5. Cistota negativnich frakci — median (min - max).

znamné rozdily mezi viemi typy sepa-
race (nedokumentovano).

Na zékladé vyse uvedenych statistic-
kych analyz byl vytvorfen algoritmus se-
parace PB z KD, ktery jako rozhodo-
vaci parametr vyuziva 5% zastoupeni PB
v MNC (obr. 1). Podle uvedeného algo-
ritmu separace bylo v obdobi 12 mésic(
(zari 2008-zafi 2009) zpracovano celkem
210 odbérd KD s medianem vstupni infil-
trace 3,1% (0,05-85,2%). Median cistoty
pozitivni frakce byl 94,0% (23,9-100 %)
oproti 62,4 % (0,4-99,6 %) z doby pred za-
vedenim algoritmu. Zlepsila se Uspésnost
v dosazeni vysoké cistoty vzorkd: pro
skupiny vzork( s infiltraci < 5%, 5-10%
a > 10% byla Uspésnost dosazeni alespon
70% Ccistoty pred zavedenim algoritmu
28,6 %, 66,7 % a 81,8 %, kdezto po zave-
deni algoritmu 95,5 %, 85,3 % a 84,7 %.

Diskuze

Nasim cilem je vyuzivat co nejefektivnéji
dostupnou pfistrojovou techniku (mag-
neticky separator AutoMACS a vysoko-
rychlostni sorter FACSAria) pro separaci

Morfologické hodnoceni (% plazmatickych bunék)

Magn. sep. MNC Tridéné lyzované buriky Tridéné MNC
vsechny vzorky (n = 28) 2,4 (0,2-38,0) 0,4 (0,0-3,2) 1,6 (0,0-4,0)
skupina s infiltraci < 5 % (n = 10) 1,2 (0,0-2,7) 0,4 (0,0-0,8) 1,2 (0,0-2,0)
skupina s infiltraci 5-10 % (n = 6) 3,2(0,4-13,0) 0,4 (0,0-1,2) 1,1 (0,0-4,0)
skupina s infiltraci > 10 % (n = 12) 4,7 (0,8-38,0) 0,4 (0,0-3,2) 2,8 (0,0-4,0)

Cytometrické hodnoceni (% CD138+ bunék)

Magn. sep. MNC Tridéné lyzované burky Tridéné MNC
viechny vzorky (n = 28) 1,3 (0,2-25,7) 0,1(0,0-1,0) 0,1 (0,0-1,0)
skupina s infiltraci < 5 % (n = 10) 0,4 (0,2-2,2) 0,1 (0,0-0,1) 0,0 (0,0-0,3)
skupina s infiltraci 5-10 % (n = 6) 1,8 (0,2-2,8) 0,1 (0,0-0,3) 0,2 (0,1-0,5)
skupina s infiltraci > 10 % (n = 12) 7,6 (0,2-25,7) 0,2 (0,0-1,0) 0,2 (0,0-1,0)
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plnd KD

MNC

<N

PB-MNC < 5 % PB-MNC = 5 %

l l

FACS MACS

Obr. 1. Algoritmus separace PB z KD
(PB-MNC = zastoupeni CD38+CD138+
bunék v KD).

PB z KD. Proto jsme provedli paralelni
srovnani obou typl separace a analyzu
vysledkd separaci s cilem vytvofit algo-
ritmus poskytujici optimalni vysledky
Cistoty v optimalnim c¢ase a za rozum-
nou cenu.

Pro znaceni bunék prfed separaci po-
uzivame protilatku proti znaku CD138
(syndecan-1; pro magnetické znaceni
klon B-B4, pro fluorescencni klon B-A38 -
oba odvozeny od bunéc¢né linie U266).
Obéma typy separace tak ziskdvame ob-
dobné bunky. Znak CD138 nesou pato-
logické i normalni PB [9] a byl jiz dfive
akceptovan jako vhodny a vysoce repre-
zentativnimarker pro selekciPBa pro vét-
$inu naslednych genetickych studii [10].
Jak magneticky, tak fluorescenéné zna-
¢ené protilatky proti tomuto znaku jsou
bézné komercné dostupné. Pouziti pozi-
tivni selekce na zakladé jednoho znaku
s sebou nese vyhodu nizsi ceny, i kdyz
historicky byla preferovéna negativni se-
lekce [1-2].

Zatimco magnetickou separaci méame
optimalizovdnu pro mononukledrni
bunky [7-8], pred tfidénim jsme vyzkou-
Seli dvé metody pfipravy — pfipravu mo-
nonukledrnich bunék odstfedénim na
hustotnim gradientu a lyzaci ¢ervené
slozky kostni dfené. Obé metody jsou
rliznymi pracovisti pouzivany a i my jsme
si ovérili, Ze z hlediska cistoty ziskanych
frakci jsou obé pouzitelné. Separace mo-
nonukledrnich bunék s sebou nese vy-
hodu redukce celkového poctu bunék,
coz znamena jednak Usporu protildtek
nutnych pro oznaceni cilové populace,
jednak u fluorescencniho tfidéni také vy-
znamné snizeni doby nutné pro separaci.

Pro vyhodnoceni ¢istoty ziskanych po-
pulacijsme pouzivalidvariizné pfistupy —

morfologické hodnoceni po cytospinu
a hodnoceni prdtokovou cytometrii.
Hodnoty ¢cistoty, stanovené uvedenymi
postupy, se u jednotlivych vzorkd v riizné
mite lidily a projevilo se to i v rozdilech ve
statistické vyznamnosti. Kazda z téchto
metod pracuje sjinou chybou stanoveni-
zatimco prdtokova cytometrie analy-
zuje v jednom testu tisice bunék, mor-
fologické vyhodnoceni se provadi v sou-
boru 250 bunék. Pratokové cytometrie
podhodnocuje vysoké hodnoty, protoze
z analyzy nelze nikdy zcela vyloucit ne-
bunécné piimési. Kazda z téchto metod
také pracuje s trochu jinym parametrem.
Ne kazda CD138+ burika musi byt burika
plazmaticka [11] a ne kazda plazmaticka
burika musi byt nutné CD138+/++ [12].
Nicméné pres nékteré rozdily ve sta-
tistické vyznamnosti nebyly vysledky
z téchto dvou pohledu principialné od-
lisné nebo rozporné, a nebyly tedy pre-
kazkou pfi vyvozeni praktickych zavérd
z této studie.

Hodnotili jsme pouze cistotu separo-
vanych bunék a nezabyvali jsme se je-
jich vytézkem. Bylo to ddno omezenym
mnozstvim plné KD, které jsme mohli
pouzit. Pokud se u jednoho vzorku
sesla nizka infiltrace s nizkym celkovym
mnozstvim bunék, ziskali jsme v pozi-
tivni frakci tfeba jen nékolik tisic bunék.
Tento pocet stacil k ovéreni Cistoty po-
moci prltokové cytometrie, ale neu-
moznoval vérohodné vyhodnoceni zis-
kaného poctu bunék.

Néktefi autofi popsali pozitivni ko-
relaci mezi procentem cilovych bunék
ve vstupnim a separovaném materialu.
Napf. pro magnetickou separaci CD34+
bunék z periferni krve pomoci pfistroje
VarioMACS [13], ale také pro negativni
imunomagnetickou selekci plazmatic-
kych bunék z kostni dfené [1-2]. V nasi
studii jsme takovouto jednoznacnou
zavislost nepotvrdili. Ur¢itou souvislost
se vstupni infiltraci jsme ale pozorovali
u viech metod - projevovala se zuzova-
nim intervalu dosazenych (istot ve sku-
pinach podle stoupajici vstupni infil-
trace, a to jak u pozitivni, tak negativni
frakce a pfi obou zplsobech vyhodno-
ceni (tab. 2, 5). Vyraznéjsi byl tento trend
u magneticky separovanych bunék.
Uspésnost tiidéni bunék je na samotné
vstupni infiltraci méné zavisla a je ziejmé

vice ovlivnéna dalsimi faktory (nastaveni
sorteru, definice separované populace
apod).

Jako rozhodovaci kritérium pro réizné
typy separace bylo zvoleno zastoupeni
PB v MNC stanovené prlitokovou cyto-
metrii — toto stanoveni je u nas rutinné
provadénoav postupuseparace predsta-
vuje prodlevu max. 60 min. Jako cut-off
hodnotu pro volbu typu separace jsme
stanovili vstupni infiltraci 5 %. Magnetic-
kou separaci vyuzivame u vzork( s infil-
traci > 5%, kdy uprednostiujeme jed-
noduchost a rychlost provedeni pfi
pfijatelné Uspésnosti dosazeni vysoké
ukazalo jako nenahraditelné u vzork
sinfiltraci < 5%, kde je ¢asova néro¢nost
vyvazena vysokou dosaZzenou Cistotou.

Zvladnuti techniky separace PB umoz-
fuje na jedné strané vyuziti modernich
vyzkumnych molekuldrné biologickych
postupll, podminénych vysokou ¢isto-
tou studované populace (RT-PCR, aCGH),
na druhé strané rozsifeni moznosti jiz za-
vedenych metodik, jako je napf. FISH, na
vzorky s velmi nizkou infiltraci. Metodika
clg-FISH, kdy pfislusné chromozomalni
aberace odecitame pouze na PB, odlise-
nych od ostatnich bunék KD simultan-
nim obarvenim lehkych fetézcl cyto-
plazmatickych imunoglobuling, je sice
v nasich laboratofich standardné vyuzi-
vana [14], u vzorka s infiltraci pod 5 % ale
neumoznuje vysetfeni 100 PB (dle do-
poruceni workshopu EMN [15]), nebot
pfi mensim mnozZstvi bunék neni pocet
bunék s aberaci dostatecné prlikazny.
Pouziti separovanych bunék s deklaro-
vanou cistotou je tak pfinosem z hle-
diska vyhodnoceni preparatu, navic
predstavuje i rychlejsi a jednodussi pro-
ces pfipravy a hodnoceni z hlediska per-
sonalu laboratore.

V podminkach nasi laboratofe pouzi-
vame separované buriky jednak ke klinic-
kym (analyza chromozomalnich aberaci),
jednak k vyzkumnym uceldm (RT-PCR,
aCGH, proteomicka analyza pomoci
2D-elektroforézy a nasledné hmotnostni
spektrometrie). Vysetifovani jiz zavede-
nych chromozomadlnich aberaci del(13)
(q14), del(17)(p13), gain 1921,t(4;14)
(p16;932),t(11;14)(q13;932),t(14;16)
(932;923) a hyperdiploidie je stale ak-
tualni, protoze Iécba MM prochazi v po-
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slednich letech pfekotnym vyvojem
a vztah téchto aberaci k ,novym Iékdim”
je jesté stale neujasnény. Vedle klasic-
kych prognostickych model(, pracu-
jicich s biochemickymi ¢i cytogene-
tickymi parametry, jsou publikovany
i nové, zaloZzené napf. na genové expresi
[16-18], kterou ma smysl provadét pravé
jen na bunécnych populacich s cistotou
minimalné 90 %, tedy takovou, ktera je
v neseparované KD nemyslitelna.

Zvladnuti techniky separace plazma-
tickych bunék u vzorkd s nizkou infil-
traci ndm otevird také cestu k vyzkumu
indolentnich MG - pfedevsim MGUS.
Zde ovSsem nebude mozné spoléhat
jen na separaci, protoze mnozstvi ziska-
nych plazmatickych bunék bude i pfi op-
timalnim nastaveni separace omezené
a bude predpokladat optimalizaci tech-
nik izolace DNA ¢&i RNA smérem k mini-
malizaci narokd na mnozstvi vstupniho
materidlu. Bez separace je nemyslitelny
i vyzkum tzv. nddorovych kmenovych
bunék, které jsou povazovany za pfi-
¢inu relapst nadorovych onemocnéni
a plvodce lékové rezistence. Tyto buriky
jsou v poslednich letech stfedem zajmu
nejen hematologd, ale i onkologti [19] -
u myelomu je situace o to komplikova-
né;jsi, Ze jejich povaha zatim zUstava ne-
jasna [20].

Zavér

Separace plazmatickych bunék z kostni
diené pacientd s MM je metodicky slo-
Zity problém vzhledem k velmi variabil-
nimu zastoupeni plazmatickych bunék
v kostni dfeni, od velmi nizkych po velmi
vysoké hodnoty. Magnetickd separace
je jednoducha objemovéa metoda, kterd
nevyzaduje velké vstupni investice a je

Casové nendrocnd, neposkytuje ale opti-
malni vysledky cistoty pfi nizkém vstup-
nim zastoupeni PB. Cistota separova-
nych bunék pfi fluorescen¢ni separaci je
na vstupni infiltraci méné zavisla, tento
zplsob separace je ale casové naro¢ny
a vyzaduje vysokou vstupni investici.
V podminkdach nasi laboratore se jako
optimalni ukdzalo vyuziti obou meto-
dik. Rozhodovaci algoritmus vytvofeny
na zakladé srovnani magnetické a fluo-
rescen¢ni separace byl ovéfen béhem
prvniho roku svého pouzivani. Diky do-
sazenym vysledkdm lIze tento algorit-
mus povazovat za validovany. Optima-
lizace fluorescen¢niho tfidéni nam také
otevrela cestu k vyzkumu PB u pacientt
s MGUS, u kterych jsme nyni schopni
ziskat vysoce cisté populace PB pro na-
ro¢né vyzkumné aplikace.
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