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Souhrn
Východiska: Cílem této práce je představit algoritmus separace plazmatických buněk ze vzorků 

kostní dřeně pacientů s mnohočetným myelomem. Zisk vysoce čistých buněčných populací 

je základní podmínkou aplikace moderních výzkumných postupů u tohoto onemocnění. Ma-
teriál a metody: Vzorky kostní dřeně byly získány od pacientů z Interní hematoonkologické 

kliniky FN Brno. Kostní dřeň byla nejprve zbavena červené složky (metodou hustotní gra-

dientové centrifugace nebo lyzace), plazmatické buňky byly označeny monoklonální protilát-

kou proti syndecanu-1 (CD138) a separovány magneticky nebo na buněčném sorteru. Čistota 

separované populace byla vyhodnocena na průtokovém cytometru, případně morfologicky. 
Výsledky: Paralelně, magnetickou a fluorescenční separací, bylo zpracováno 28 vzorků kostní 

dřeně a byla vyhodnocena čistota separovaných frakcí. Na základě statistického hodnocení 

výsledných čistot jak v celém souboru vzorků, tak ve skupinách podle vstupního zastoupení 

plazmatických buněk byl navržen algoritmus separace s cut-off hodnotou 5 % plazmatických 

buněk v mononukleární frakci KD: vzorky s < 5 % plazmatických buněk jsou nadále tříděny 

na buněčném sorteru, vzorky s ≥ 5 % plazmatických buněk jsou separovány na magnetickém 

separátoru. Po ročním vyhodnocení uplatnění tohoto algoritmu na souboru 210 vzorků kostní 

dřeně se medián čistoty separovaných plazmatických buněk zvedl z 62,4 % (0,4–99,6 %) na 

94,0 % (23,9–100 %). Závěr: Zavedení metodiky fluorescenčního třídění výrazně přispělo k cel-

kovému zvýšení úspěšnosti separace plazmatických buněk ze vzorků kostní dřeně, a to pře-

devším u vzorků s jejich nízkým vstupním zastoupením, kde dosud využívaná metodika mag-

netické separace není dostatečně účinná. Otevřela se tím také cesta k separaci plazmatických 

buněk ze vzorků kostní dřeně od jedinců s monoklonální gamapatií nejasného významu, kde je 

zastoupení plazmatických buněk typicky velmi nízké (desetiny, max. jednotky procent).

Klíčová slova
mnohočetný myelom – plazmatická buňka – monoklonální gamapatie nejasného významu – 

magnetická separace – buněčný sorter
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Východiska
Základní podmínkou aplikace moderních 

výzkumných postupů – cytogenetiky, ge-

nomiky, proteomiky nebo různých čipo-

vých technologií – ve výzkumu monoklo-

nálních gamapatií (MG) je vysoká čistota 

zkoumané buněčné populace. V podmín-

kách našeho pracoviště jde především 

o plazmatické buňky (PB) z kostní dřeně. 

Typicky se jejich procentuální zastoupení 

v kostní dřeni pohybuje od velmi nízkých 

hodnot, pod 0,5 % PB u jedinců s mono-

klonální gamapatií nejasného významu 

(monoclonal gammopathy of undetermi-

ned significance – MGUS) nebo v remisi 

mnohočetného myelomu (MM), po velmi 

vysoké, 50 % a více u pacientů s agresiv-

ním onemocněním, což znesnadňuje 

výběr separační strategie.

Obecně se k separaci buněk využívá fe-

notypu cílových buněk a značení mono-

klonálními protilátkami konjugovanými 

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.

Key words
multiple myeloma – plasma cell separation – monoclonal gammopathy of undetermined significance – magnetic separation – cell sorter

s  detekčním prvkem – nejčastěji mag-

netickou partikulí nebo fluorochromem. 

Vlastní separace pak probíhá v  přísluš-

ném detekčním systému (magnet nebo 

průtokový cytometr se sorterem) postu-

pem pozitivní (detekční systém vybírá 

cílové buňky) nebo negativní selekce 

(systém zachycuje nežádoucí buňky).

K izolaci PB je již dlouhodobě a ve vel-

kém rozsahu využívána imunomagne-

tická separace, a to jak ve formě nega-

tivní selekce, spočívající v  odstranění 

jiných buněčných populací než PB [1–2],  

tak pozitivní, využívající především uni-

verzálního znaku PB, syndecanu-1/

CD138 [3–5]. Později, s dostupností no-

vých vysokorychlostních sorterů, se za-

čala využívat i technika fluorescenčního 

třídění [6]. Ze srovnání těchto postupů 

(tab. 1) je zřejmé, že každý z nich má své 

přednosti i nevýhody uplatnění v kon-

krétních podmínkách.

V naší laboratoři byla technika magne-

tické separace zavedena již před něko-

lika lety [7] a dále optimalizována v pod-

mínkách automatizovaného provozu [8]. 

Koncem roku 2006 jsme získali vysoko-

rychlostní buněčný sorter a začali testo-

vat metodu fluorescenčního třídění PB. 

Tato práce představuje výsledky dosa-

žené při srovnání obou separačních po-

stupů, algoritmus separace PB vytvořený 

na jeho základě a jeho úspěšné ověření 

během ročního rutinního provozu.

Materiál a metody
Vzorky kostní dřeně (KD) byly odebrány 

pacientům z ambulance či oddělení In-

terní hematoonkologické kliniky FN Brno 

s jejich informovaným souhlasem. Ode-

braná kostní dřeň (objem 20–40 ml) byla 

smíchána se stejným objemem IMDM 

(Iscove‘s Modified Dulbecco‘s Medium, 

Sigma) s přidaným heparinem a DNázou 

Tab. 1. Základní parametry magnetické a fluorescenční separace. 

Magnetická separace Fluorescenční separace

časově nenáročná časově náročná

nižší vstupní náklady vyšší vstupní náklady

separace dvou subpopulací (neg., poz.) separace více různých subpopulací 

separace podle jednoho znaku nebo více jednotně  

detekovaných znaků (pro neg. selekci)
separace podle více různě detekovaných znaků

závislá na síle exprese znaku nezávislá na síle exprese znaku

optimální pro užší rozmezí infiltrace vstupního materiálu nezávislá na infiltraci vstupního materiálu



ALGORITMUS SEPARACE PLAZMATICKÝCH BUNĚK ZE VZORKŮ KOSTNÍ DŘENĚ

Klin Onkol 2011; 24(1): 35–40 37

po rozdělení vzorků do třech skupin – 

podle vstupní infiltrace. V první skupině 

byly vzorky s  infiltrací < 5 %, ve druhé 

s  infiltrací 5–10 % a  ve třetí s  infiltrací  

> 10 %. Výsledky byly hodnoceny nepa-

rametrickým Kruskall-Wallis ANOVA tes-

tem a Mann-Whitney testem (na hladině 

významnosti 5 %).

Výsledky
Bylo zpracováno 28 vzorků kostní dřeně 

s  mediánem vstupní infiltrace 9,3 % 

(0,8–67,2 %). Pozitivní frakce po mag-

netickém zpracování měla medián 

čistoty 80,4 % (8,6–99,6 %) při mor-

fologickém a 74,0 % (8,1–97,1 %) při cy-

tometrickém hodnocení. U  tříděných 

lyzovaných buněk byla čistota pozi-

tivní frakce 97,4 % (50,0–100,0 %) při 

morfologickém a  95,4 % (24,3–99,3 %) 

při cytometrickém hodnocení a  u  tří-

děné mononukleární frakce byly zís-

kány hodnoty 98,2 % (50,0–100,0 %) 

a  96,9 % (55,4–99,3 %). Čistoty pozitiv-

ních frakcí při rozdělení vzorků do sku-

pin podle vstupní infiltrace jsou uvedeny  

v  tab. 2. Rozdíly mezi čistotami pozi-

KD byly inkubovány (30 min, 4 °C) s flu-

orescenčně značenou protilátkou proti 

syndecanu-1 (CD138-PE, Beckman-Coul-

ter nebo Exbio). Po promytí byly buňky re-

suspendovány studeným PBS a tříděny na 

vysokorychlostním buněčném sorteru FA-

CSAria (BD Biosciences). Sorter pracoval 

s intermediárním nastavením čistoty proti 

výtěžku, ke třídění byly vybírány buňky se 

silnou expresí znaku CD138 a z třídění byly 

vyloučeny dublety negativních a pozitiv-

ních buněk. PB byly tříděny do zkumavek 

se 2 ml sběrného média (10% telecí fetální 

sérum v RPMI médiu).

Čistota pozitivní a  negativní frakce 

byla hodnocena pomocí průtokové cy-

tometrie jako % CD38+ CD138+ nebo 

CD138+ buněk a podle možností i mor-

fologicky (cytospin a  prohlédnutí po 

panoptickém obarvení) jako % PB. 

Aby mohly být separované buňky vy-

užity pro další analýzy, bylo potřeba 

dosáhnout alespoň 70% zastoupení  

PB/CD138+ buněk v pozitivní frakci.

Vyhodnocení srovnání magnetické 

a  fluorescenční separace bylo prove-

deno v souboru všech 28 vzorků, ale také 

(Roche Diagnostics) a tentýž den zpraco-

vána za účelem separace. Vzorek byl roz-

dělen na dva díly, které byly zpracovány 

paralelně jak metodou magnetické se-

parace, tak na buněčném sorteru.

Červená složka KD byla odstraněna 

lyzací roztokem chloridu amonného 

(0,83% NH4Cl) nebo denzitní gradiento-

vou centrifugací na Histopaque 1077 [7]. 

Zastoupení CD138+ buněk v mononu-

kleární frakci (dále vstupní infiltrace) 

bylo stanoveno průtokovou cytometrií.

Magnetická separace mononukleár-

 ní frakce (mononuclear cells – MNC) 

byla prováděna patentovanou techno-

logií MACS (Miltenyi Biotec) na separá-

toru AutoMACS dle doporučení výrobce. 

Separace byla prováděna postupem po-

zitivní selekce pomocí protilátky namí-

řené proti syndecanu-1 a konjugované 

s magnetickou kuličkou (CD138 Micro-

beads; Miltenyi Biotec). Pro separaci 

jsme používali program possels s poma-

lejším průchodem jednou kolonou.

Separace na buněčném sorteru byla 

provedena jednak po lyzaci, jednak po izo-

laci MNC (viz výše). MNC nebo lyzovaná 

Tab. 2. Čistota pozitivních frakcí – medián (min–max). 

Morfologické hodnocení (% plazmatických buněk)

 Magn. sep. MNC Tříděné lyzované buňky Tříděné MNC

všechny vzorky (n = 28) 80,4 (8,6–99,6) 97,4 (50,0–100,0) 98,2 (50,0–100,0)

skupina s infiltrací < 5 % (n = 10) 64,8 (8,6–89,3) 96,4 (50,0–100,0) 99,5 (83,3–100,0)

skupina s infiltrací 5–10 % (n = 6) 95,3 (61,6–98,0) 84,9 (69,2–97,4) 94,9 (92,0–100,0)

skupina s infiltrací > 10 % (n = 12) 96,0 (52,0–99,6) 99,4 (66,7–100,0) 98,5 (50–100,0)

Cytometrické hodnocení (% CD138+ buněk)

 Magn. sep. MNC Tříděné lyzované buňky Tříděné MNC

všechny vzorky (n = 28) 74,0 (8,1–97,1) 95,4 (24,3–99,3) 96,9 (55,4–99,3)

skupina s infiltrací < 5 % (n = 10) 54,0 (8,1–73,9) 75,2 (24,3–96,3) 88,0 (71,2–98,0)

skupina s infiltrací 5–10 % (n = 6) 65,0 (38,7–93,5) 93,0 (50,0–96,3) 95,6 (87,7–97,9)

skupina s infiltrací > 10 % (n = 12) 83,6 (47,4–97,1) 98,2 (91,9–99,3) 98,6 (55,4–99,3)

Tab. 3. Výsledky Kruskall-Wallis ANOVA testu (na hranici významnosti 5 %) při hodnocení rozdílů mezi jednotlivými metodami 

separace. 

Pozitivní frakce Negativní frakce

 Morfol. Cyt. Morfol. Cyt.

všechny vzorky (n = 28) 0,003 < 0,001 < 0,001 < 0,001

skupina s infiltrací < 5 %(n = 10) 0,013 0,001 0,007 < 0,001

skupina s infiltrací 5–10 % (n = 6) 0,567 0,042 0,019 0,009

skupina s infiltrací > 10 % (n = 12) 0,104 < 0,001 0,010 < 0,001
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znamné rozdíly mezi všemi typy sepa-

race (nedokumentováno).

Na základě výše uvedených statistic-

kých analýz byl vytvořen algoritmus se-

parace PB z  KD, který jako rozhodo-

vací parametr využívá 5% zastoupení PB 

v  MNC (obr. 1). Podle uvedeného algo-

ritmu separace bylo v období 12 měsíců 

(září 2008–září 2009) zpracováno celkem 

210 odběrů KD s mediánem vstupní infil-

trace 3,1 % (0,05–85,2 %). Medián čistoty 

pozitivní frakce byl 94,0 % (23,9–100 %) 

oproti 62,4 % (0,4–99,6 %) z doby před za-

vedením algoritmu. Zlepšila se úspěšnost 

v  dosažení vysoké čistoty vzorků: pro 

skupiny vzorků s infiltrací < 5 %, 5–10 %  

a > 10 % byla úspěšnost dosažení alespoň 

70% čistoty před zavedením algoritmu 

28,6 %, 66,7 % a 81,8 %, kdežto po zave-

dení algoritmu 95,5 %, 85,3 % a 84,7 %.

Diskuze
Naším cílem je využívat co nejefektivněji 

dostupnou přístrojovou techniku (mag-

netický separátor AutoMACS a vysoko-

rychlostní sorter FACSAria) pro separaci 

0,367 a -0,371 při cytometrickém hodno-

cení. Nicméně se stoupající vstupní infil-

trací rostla úspěšnost dosažení požado-

vané minimální 70% čistoty (tab. 4).

Negativní frakce po magnetickém 

zpracování měla medián zastoupení 

reziduálních PB/CD138+ buněk 2,4 %  

(0,2–38,0 %) při morfologickém a 1,3 % 

(0,2–25,7 %) při cytometrickém hodno-

cení. U tříděných lyzovaných buněk bylo 

nalezeno 0,4 % (0,0–3,2 %) reziduálních 

PB/CD138+ buněk při morfologickém 

a  0,1 % (0,0–1,0%) při cytometrickém 

hodnocení. U  tříděné mono nukleární 

frakce byly získány hodnoty 1,6 %  

(0,0–4,0 %) a 0,1 % (0,0–0,1 %) reziduál-

ních PB/CD138+ buněk. Výsledky čistoty 

negativních frakcí při rozdělení vzorků 

do skupin podle vstupní infiltrace jsou 

uvedeny v  tab. 5. Rozdíly mezi čisto-

tami negativních frakcí byly statisticky 

významné (p < 0,001 při morfologic-

kém i  cytometrickém hodnocení), a  to 

jak v celém souboru vzorků, tak při jeho 

rozdělení do skupin (tab. 3). Další statis-

tická analýza prokázala statisticky vý-

tivních frakcí při různých způsobech 

zpracování byly statisticky významné  

(p = 0,003 při morfologickém a p < 0,001  

při cytometrickém hodnocení). Po 

rozdělení vzorků do skupin podle 

vstupní infiltrace byl při morfolo-

gickém hodnocení statisticky vý-

znamný rozdíl potvrzen jen ve sku-

pině vzorků s infiltrací < 5 % (p = 0,013),  

při cytometrickém hodnocení se tento 

rozdíl projevil ve všech třech skupinách 

(tab. 3). Další statistická analýza proká-

zala statisticky významný rozdíl mezi čis-

totami pozitivních frakcí magneticky se-

parovaných buněk a  tříděných buněk, 

bez ohledu na způsob jejich přípravy 

před tříděním (nedokumentováno).

Analyzovali jsme závislost získané čis-

toty pozitivní frakce na vstupní infiltraci 

a  zjistili jsme, že nemá charakter pozi-

tivní korelace: hodnoty korelačních koe-

ficientů mezi vstupní infiltrací a čistotou 

pozitivní frakce magneticky separova-

ných, tříděných lyzovaných a tříděných 

mononukleárních buněk byly 0,524, 

0,170 a -0,399 při morfologickém a 0,524, 

Tab. 5. Čistota negativních frakcí – medián (min – max). 

Morfologické hodnocení (% plazmatických buněk)

 Magn. sep. MNC Tříděné lyzované buňky Tříděné MNC

všechny vzorky (n = 28) 2,4 (0,2–38,0) 0,4 (0,0–3,2) 1,6 (0,0–4,0)

skupina s infiltrací < 5 % (n = 10) 1,2 (0,0–2,7) 0,4 (0,0–0,8) 1,2 (0,0–2,0)

skupina s infiltrací 5–10 % (n = 6) 3,2 (0,4–13,0) 0,4 (0,0–1,2) 1,1 (0,0–4,0)

skupina s infiltrací > 10 % (n = 12) 4,7 (0,8–38,0) 0,4 (0,0–3,2) 2,8 (0,0–4,0)

Cytometrické hodnocení (% CD138+ buněk)

 Magn. sep. MNC Tříděné lyzované buňky Tříděné MNC

všechny vzorky (n = 28) 1,3 (0,2–25,7) 0,1 (0,0–1,0) 0,1 (0,0–1,0)

skupina s infiltrací < 5 % (n = 10) 0,4 (0,2–2,2) 0,1 (0,0–0,1) 0,0 (0,0–0,3)

skupina s infiltrací 5–10 % (n = 6) 1,8 (0,2–2,8) 0,1 (0,0–0,3) 0,2 (0,1–0,5)

skupina s infiltrací > 10 % (n = 12) 7,6 (0,2–25,7) 0,2 (0,0–1,0) 0,2 (0,0–1,0)

Tab. 4. Úspěšnost (v %) dosažení alespoň 70% čistoty pozitivní frakce. 

Morfologicky hodnocené vzorky Cytometricky hodnocené vzorky

Magn. separov. 

MNC

Tříděné lyzo-

vané buňky

Tříděné MNC Magn. separov. 

MNC

Tříděné lyzo-

vané buňky

Tříděné MNC

všechny vzorky 65,0 82,4 94,7 53,8 76,9 96,2

skupina s infiltrací < 5 % 28,6 80,0 100,0 11,1 50,0 100,0

skupina s infiltrací 5–10 % 66,7 75,0 100,0 40,0 66,7 100,0

skupina s infiltrací > 10 % 81,8 87,5 90,0 91,7 100,0 91,7
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více ovlivněna dalšími faktory (nastavení 

sorteru, definice separované populace 

apod).

Jako rozhodovací kritérium pro různé 

typy separace bylo zvoleno zastoupení 

PB v MNC stanovené průtokovou cyto-

metrií – toto stanovení je u nás rutinně 

prováděno a v postupu separace předsta-

vuje prodlevu max. 60 min. Jako cut-off  

hodnotu pro volbu typu separace jsme 

stanovili vstupní infiltraci 5 %. Magnetic-

kou separaci využíváme u vzorků s infil-

trací > 5 %, kdy upřednostňujeme jed-

noduchost a  rychlost provedení při 

přijatelné úspěšnosti dosažení vysoké 

čistoty vzorku. Fluorescenční třídění se 

ukázalo jako nenahraditelné u  vzorků 

s infiltrací < 5 %, kde je časová náročnost 

vyvážena vysokou dosaženou čistotou.

Zvládnutí techniky separace PB umož-

ňuje na jedné straně využití moderních 

výzkumných molekulárně biologických 

postupů, podmíněných vysokou čisto-

tou studované populace (RT-PCR, aCGH), 

na druhé straně rozšíření možností již za-

vedených metodik, jako je např. FISH, na 

vzorky s velmi nízkou infiltrací. Metodika 

cIg-FISH, kdy příslušné chromozomální 

aberace odečítáme pouze na PB, odliše-

ných od ostatních buněk KD simultán-

ním obarvením lehkých řetězců cyto-

plazmatických imunoglobulinů, je sice 

v našich laboratořích standardně využí-

vána [14], u vzorků s infiltrací pod 5 % ale 

neumožňuje vyšetření 100 PB (dle do-

poručení workshopu EMN [15]), neboť 

při menším množství buněk není počet 

buněk s  aberací dostatečně průkazný. 

Použití separovaných buněk s deklaro-

vanou čistotou je tak přínosem z  hle-

diska vyhodnocení preparátu, navíc 

představuje i rychlejší a jednodušší pro-

ces přípravy a hodnocení z hlediska per-

sonálu laboratoře.

V podmínkách naší laboratoře použí-

váme separované buňky jednak ke klinic-

kým (analýza chromozomálních aberací), 

jednak k  výzkumným účelům (RT-PCR, 

aCGH, proteomická analýza pomocí 

2D-elektroforézy a následné hmotnostní 

spektrometrie). Vyšetřování již zavede-

ných chromozomálních aberací del(13)

(q14), del(17)(p13), gain 1q21, t(4;14)

(p16;q32), t(11;14)(q13;q32), t(14;16)

(q32;q23) a  hyperdiploidie je stále ak-

tuální, protože léčba MM prochází v po-

morfologické hodnocení po cytospinu 

a  hodnocení průtokovou cytometrií. 

Hodnoty čistoty, stanovené uvedenými 

postupy, se u jednotlivých vzorků v různé 

míře lišily a projevilo se to i v rozdílech ve 

statistické významnosti. Každá z těchto 

metod pracuje s jinou chybou stanovení –  

zatímco průtoková cytometrie analy-

zuje v  jednom testu tisíce buněk, mor-

fologické vyhodnocení se provádí v sou-

boru 250 buněk. Průtoková cytometrie 

podhodnocuje vysoké hodnoty, protože 

z analýzy nelze nikdy zcela vyloučit ne-

buněčné příměsi. Každá z těchto metod 

také pracuje s trochu jiným parametrem. 

Ne každá CD138+ buňka musí být buňka 

plazmatická [11] a ne každá plazmatická 

buňka musí být nutně CD138+/++ [12]. 

Nicméně přes některé rozdíly ve sta-

tistické významnosti nebyly výsledky 

z těchto dvou pohledů principiálně od-

lišné nebo rozporné, a nebyly tedy pře-

kážkou při vyvození praktických závěrů 

z této studie.

Hodnotili jsme pouze čistotu separo-

vaných buněk a nezabývali jsme se je-

jich výtěžkem. Bylo to dáno omezeným 

množstvím plné KD, které jsme mohli 

použít. Pokud se u  jednoho vzorku 

sešla nízká infiltrace s nízkým celkovým 

množstvím buněk, získali jsme v  pozi-

tivní frakci třeba jen několik tisíc buněk. 

Tento počet stačil k ověření čistoty po-

mocí průtokové cytometrie, ale neu-

možňoval věrohodné vyhodnocení zís-

kaného počtu buněk.

Někteří autoři popsali pozitivní ko-

relaci mezi procentem cílových buněk 

ve vstupním a separovaném materiálu. 

Např. pro magnetickou separaci CD34+ 

buněk z periferní krve pomocí přístroje 

VarioMACS [13], ale také pro negativní 

imunomagnetickou selekci plazmatic-

kých buněk z kostní dřeně [1-2]. V naší 

studii jsme takovouto jednoznačnou 

závislost nepotvrdili. Určitou souvislost 

se vstupní infiltrací jsme ale pozorovali 

u všech metod – projevovala se zužová-

ním intervalu dosažených čistot ve sku-

pinách podle stoupající vstupní infil-

trace, a to jak u pozitivní, tak negativní 

frakce a při obou způsobech vyhodno-

cení (tab. 2, 5). Výraznější byl tento trend 

u  magneticky separovaných buněk. 

Úspěšnost třídění buněk je na samotné 

vstupní infiltraci méně závislá a je zřejmě 

PB z  KD. Proto jsme provedli paralelní 

srovnání obou typů separace a analýzu 

výsledků separací s cílem vytvořit algo-

ritmus poskytující optimální výsledky 

čistoty v  optimálním čase a  za rozum-

nou cenu.

Pro značení buněk před separací po-

užíváme protilátku proti znaku CD138 

(syndecan-1; pro magnetické značení 

klon B-B4, pro fluorescenční klon B-A38 –  

oba odvozeny od buněčné linie U266). 

Oběma typy separace tak získáváme ob-

dobné buňky. Znak CD138 nesou pato-

logické i normální PB [9] a byl již dříve 

akceptován jako vhodný a vysoce repre-

zentativní marker pro selekci PB a pro vět-

šinu následných genetických studií [10].  

Jak magneticky, tak fluorescenčně zna-

čené protilátky proti tomuto znaku jsou 

běžně komerčně dostupné. Použití pozi-

tivní selekce na základě jednoho znaku 

s sebou nese výhodu nižší ceny, i když 

historicky byla preferována negativní se-

lekce [1–2].

Zatímco magnetickou separaci máme 

optimalizovánu pro mononukleární 

buňky [7–8], před tříděním jsme vyzkou-

šeli dvě metody přípravy – přípravu mo-

nonukleárních buněk odstředěním na 

hustotním gradientu a  lyzaci červené 

složky kostní dřeně. Obě metody jsou 

různými pracovišti používány a i my jsme 

si ověřili, že z hlediska čistoty získaných 

frakcí jsou obě použitelné. Separace mo-

nonukleárních buněk s  sebou nese vý-

hodu redukce celkového počtu buněk, 

což znamená jednak úsporu protilátek 

nutných pro označení cílové populace, 

jednak u fluorescenčního třídění také vý-

znamné snížení doby nutné pro separaci.

Pro vyhodnocení čistoty získaných po-

pulací jsme používali dva různé přístupy –  

plná KD

MNC

PB-MNC < 5 %

FACS

PB-MNC ≥ 5 %

MACS

Obr. 1. Algoritmus separace PB z KD  

(PB-MNC = zastoupení CD38+CD138+ 

buněk v KD).
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časově nenáročná, neposkytuje ale opti-

mální výsledky čistoty při nízkém vstup-

ním zastoupení PB. Čistota separova-

ných buněk při fluorescenční separaci je 

na vstupní infiltraci méně závislá, tento 

způsob separace je ale časově náročný 

a  vyžaduje vysokou vstupní investici. 

V  podmínkách naší laboratoře se jako 

optimální ukázalo využití obou meto-

dik. Rozhodovací algoritmus vytvořený 

na základě srovnání magnetické a fluo-

rescenční separace byl ověřen během 

prvního roku svého používání. Díky do-

saženým výsledkům lze tento algorit-

mus považovat za validovaný. Optima-

lizace fluorescenčního třídění nám také 

otevřela cestu k výzkumu PB u pacientů 

s  MGUS, u  kterých jsme nyní schopni 

získat vysoce čisté populace PB pro ná-

ročné výzkumné aplikace.
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sledních letech překotným vývojem 

a vztah těchto aberací k „novým lékům“ 

je ještě stále neujasněný. Vedle klasic-

kých prognostických modelů, pracu-

jících s  biochemickými či cytogene-

tickými parametry, jsou publikovány 

i nové, založené např. na genové expresi 

[16-18], kterou má smysl provádět právě 

jen na buněčných populacích s čistotou 

minimálně 90 %, tedy takovou, která je 

v neseparované KD nemyslitelná.

Zvládnutí techniky separace plazma-

tických buněk u  vzorků s  nízkou infil-

trací nám otevírá také cestu k výzkumu 

indolentních MG – především MGUS. 

Zde ovšem nebude možné spoléhat 

jen na separaci, protože množství získa-

ných plazmatických buněk bude i při op-

timálním nastavení separace omezené 

a bude předpokládat optimalizaci tech-

nik izolace DNA či RNA směrem k mini-

malizaci nároků na množství vstupního 

materiálu. Bez separace je nemyslitelný 

i  výzkum tzv. nádorových kmenových 

buněk, které jsou považovány za pří-

činu relapsů nádorových onemocnění 

a původce lékové rezistence. Tyto buňky 

jsou v posledních letech středem zájmu 

nejen hematologů, ale i onkologů [19] – 

u myelomu je situace o to komplikova-

nější, že jejich povaha zatím zůstává ne-

jasná [20].

Závěr
Separace plazmatických buněk z kostní 

dřeně pacientů s MM je metodicky slo-

žitý problém vzhledem k velmi variabil-

nímu zastoupení plazmatických buněk 

v kostní dřeni, od velmi nízkých po velmi 

vysoké hodnoty. Magnetická separace 

je jednoduchá objemová metoda, která 

nevyžaduje velké vstupní investice a je 


