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MACS separace

CD138 mikrokuli¢ky - superparamagnetické ¢dstice, 50 nm
biodegradovatelnd matrix, odpada nutnost odstranovat je z
bunék po separaci

nemeéni strukturu, funkci nebo aktivitu zna¢enych bunék

pozitivni selekce: v separdtoru silné magnetické pole -
zadrZuje pouze znacené bunky, ty jsou vymyty po odstranéni
kolony z magnetického pole

(FNBRNO)




MACS separace

VarioMACS
nizka G¢innost separace pri infiltraci KD < 10%
pracnd metoda

Nové pristroje
- AUTOMACS
- FACS-ARIA

(FNBRNO)



VarioMACS

40 - 60ml KD

gradientovd centrifugace

MB > 10% e I MB\? 10%

MACS selekce kryokonzervace

< A

kryokonzervace kryokonzervace

(FNBRNO)



AutoMACS

40 - 60ml KD
gradientova centrifugace

MB > 0% infiltrace

vysokd buné&nost , T~ nizkd biméé nost
lyzacni pufr pro odstranéni ery kryokonzervace
MACS selekce
e ~

kryokonzervace kryokonzervace

(FNBRNO)




Dosavadni vysledky

Srovnani Cistoty frakce CD138+ bunék

O infiltrace
| Cistota AutoMACS
0O Cistota VarioMACS

tota v % bunék

Cis

Zisk CD138+ bunék

m AutoMACS
O VarioMACS

CD138+ bunky v milionech




FACS Aria ‘\

vysokorychlostni sorter
sortovat az 4 rlzné populace bunék z jednoho vzorku
podle potreby - maximadlni Cistota nebo maximdlni vytézek

2 postupy pripravy bunék - lyza erytrocytil lyza&nim roztokem
s NH,CL a separaci gradientovou centrifugaci

buriky obarveny protilatkou proti CD138 znacenou
phycoerytrinem (PE)




FACS Aria

Srovnani Cistoty vysortované CD138+ populace po pripravé lyzou a
gradientovou centrifugaci

@ % infiltrace
| lyza
O grad. centr.

% CD138+ bunék

Srovnani vytézku vysortované CD138+ populace po pripraveé lyzou a
gradientovou centrifugaci

@ % infiltrace

| lyza

absolutni

O grad. Centr.
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FACS Aria - prvni poznatky

postacuje 1 znak (CD138) pro sortovani myelomovych bb

vyslednd Cistota neni jednoduse zavisla na inicidlnim
procem‘ualnum zastoupeni této populace v KD

Cistota vyssi po gradientové centrifugaci
absolutni pocet ziskanych CD138+ bunék je vyssi po lyzaci KD

Cistota a vytéZzek myelomovych bunék . jdou proti sobé”, takze
nebude snadné rozhodnout se pro urcity zptsob zpr'acovanl KD
pred sortem




Vyuziti bunék KD doposud:

2 ml KD — cytogenetika

3ml KD v EDTA — izolace RNA a DNA — Bank on a cure (IFM),
cytogenetika (CGH)
1 ml flowcytometrie

60 ml KD — separace bb — epigenetika: 1,5x10°
— proteomika: 3x106

(FNBRNO)



Vyuziti CD138+ bunék noveé:

15 ml KD v EDTA — izolace DNA — Bank of cure (IFM)
0.5 ml KD — flowcytometrie

Vyuziti separovanych bunék:
200 tis
500 tis. (50 buneék)
500 tis
1,5x106
1,5x10¢
1x10¢

Celkem: 5x10° bunek

(FNBRNO)



Material pro jednotlivé metody:

MACS
FISH (200 tis) real time PCR (500 tis)
proteomika: 1,5x10° GEP (1x1059)
epigenetika: 1,5x10°

CGH (50 tis)




Otazky:

v w s ws

« Co uprednostnit? VysSSi Cistota nebo vice bunék?

« Jaké jsou priority vyuziti CD138+ bunék?
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