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Streszczenie: Przeciwciata to substancje biatkowe zdolne do swoistego wiazania si¢ z antygenem. Prze-
ciwciala poliklonalne to grupa przeciwcial, ktére rozpoznaja rozne epitopy tego samego antygenu.
Przeciwciata monoklonalne to przeciwciala rozpoznajace wylacznie jeden epitop. Obydwa typy prze-
ciwcial maja zastosowanie diagnostyczne jednak tylko przeciwciata monoklonalne maja zastosowanie w
cytometrii przeptywowej. Dzigki sprzgganiu przeciwcial z barwnikami fluorescencyjnymi mozliwe jest
wykrywanie antygenow réznych typow komorek. Rozwiazania techniczne wspolczesnych cytometrow
przeptywowych daja mozliwos¢ odezytu do kilkunastu réznych fluorescencji jednoczesnie, co w prak-
tyce oznacza mozliwo$¢ jednoczesnej oceny ekspres;ji do kilkunastu réznych antygenow jednej komorki.

Summary: Antibodies are protein particles capable of specific antigen binding. Policlonal antibodies
comprise of a group of antibodies that recognize different epitopes of the same antigen. Monoclonal
antibodies recognize and bind to only one specific epitope. Both types of antibodies have their applica-
tions in diagnostic techniques, however only monoclonal antibodies are used in flow cytometry. Conjuga-
tion of monoclonal antibodies with fluorescent dyes enables the detection of antigens of different cell
types. Contemporary flow cytometers can simultaneously detect more than ten different fluorescences,
which gives the possibility of simultaneous assessment of many different antigens of the same cell.

I. PRZECIWCIALA

Przeciwciala, czyli immunoglobuliny, to substancje biatkowe wytwarzane przez
w petni zréznicowane limfocyty B — plazmocyty, zdolne do swoistego taczenia si¢
z antygenem. Czasteczka przeciwciata sktada si¢ z czterech tancuchow poli-
peptydowych: dwoéch lekkich i dwoch cigzkich potaczonych ze soba mostkami
disiarczkowymi (ryc. 1). Wyrdznia si¢ 5 typow tancuchow cigzkich: a, o, €, y, |
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oraz 2 typy fancuchow lekkich: K
i A. W zaleznosci od typu tan-
NH. cucha cigzkiego wyroznia si¢ 5
klas immunoglobulin,odpowiednio:
IgA, IgD, IgE, IgG oraz IgM.
Zarowno tancuchy lekkie, jak
i cigzkie zawieraja czgsci state
(C) znajdujace sig¢ w ich
odcinkach C-koncowych (z
wolnymi grupami karboksylowymi
Tancuchow polipeptydowych) oraz
cze$ci zmienne obejmujace
odcinki N-koncowe (z wolnymi
grupami aminowymi). Czgsci
state tancuchoéw cigzkich i
lekkich sa identyczne dla

RYCINA 1. Schemat budowy przeciwciata: V| —cz¢$¢ zmienna ESZyStkICh _pI‘ZCClV’VC.lal ,dane']
tancucha cigzkiego, V| —cze$¢ zmienna tancucha lekkiego, C, — XSy Natomiast CZ&sC1 zimenne,
czeS¢ stata tancucha cigzkiego, C, —cze$¢ stata fancucha lekkiego,  kodowane przez wiele gendw o
CDRI-'3 - regiony fieterminuja(ce dopasowanie (ang. comple- skomplikowanych mechanizmach
mentarity determinig regions) (na podst. [1] zmodyfikowane) .. .. e s

regulacji ekspresji, moga r6zni¢

sie¢ znacznie nawet w obrebie
jednej klasy. Cze$¢ zmienna kazdego tancucha skiada si¢ z 3 regiondw hiperzmiennych,
zwanych tez regionami determinujacymi dopasowanie — CDR (ang. complementarity
determining regions) 1 4 przylegajacych do nich regionéw zrgbowych — FR (ang. frame
regions). Czgséci zmienne tancuchow cigzkich i lekkich tworza miejsce wiazace antygen,
a przestrzenna konfiguracja tych czg$ci, a zwlaszcza lezacych w ich obrgbie regionow
CDR determinuje swoistos¢ przeciwciata, czyli jego selektywne faczenie si¢ z okreSlonym
antygenem [1, 2]. Miejsce wiazace antygen zwane jest paratopem i jest przestrzennie
dopasowane do determinanty antygenowej (epitopu), czyli okre$lonego fragmentu
przestrzennej struktury antygenu.

Wedlug obowiazujacej nomenklatury przeciwcialom nadaje si¢ nazwe wskazujaca
na antygen, jaki rozpoznaja, jednakze okreslenie ,,przeciwciato przeciwko danemu
antygenowi” nie jest do konca jednoznaczne. I chociaz do niektérych celow dalsze
precyzowanie tego pojecia nie jest konieczne, istnieja takie zastosowania, dla ktorych
Sciste okreslenie swoistosci przeciwciata jest kluczowe. Jednym z takich zastosowan
jest cytometria przeplywowa. Dlatego nalezy wprowadzi¢ i zdefiniowaé pojgcia
przeciwciata poliklonalnego 1 monoklonalnego.

NH,

HOOC COOH

I.1. Przeciwciata poliklonalne

Podczas produkcji przeciwcial poprzez immunizacj¢ zwierzgeia okreslonym anty-
genem, nawet o bardzo wysokiej czystosci, kazdy klon limfocytow B, ktory bierze
udziat w odpowiedzi immunologicznej wytwarza immunoglobuliny swoiscie rozpoz-
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najace okreslony epitop tego antygenu [3, 4]. Biorac pod uwage fakt, ze w odpowie-
dzi immunologicznej bierze udziat wiele klonéw limfocytow B oraz ze na jednym
antygenie moze by¢ obecnych co najmniej kilka réznych epitopow, mozna si¢ spo-
dziewa¢ powstania mieszaniny przeciwcial rozpoznajacych rézne determinanty,
rozniacych sig¢ rowniez powinowactwem, czyli stopniem dopasowania i sita wiazania
z antygenem. Taka grupa przeciwcial, rozpoznajaca zasadniczo jeden antygen, ale
reagujaca z réznymi jego epitopami to przeciwciala poliklonalne (pochodzace od wielu
klonéw limfocytow B).

[.1.1. Zalety i wady stosowania przeciwciat poliklonalnych

Jak juz wspomniano, wybor rodzaju przeciwcial zalezy od specyfiki celu, do jakiego
maja by¢ uzyte. Do wielu badan, obejmujacych réwniez niektore zastosowania w
diagnostyce 1 terapii, przeciwciata poliklonalne sa w zupemosci wystarczajace. Ich
niewatpliwym atutem jest stosunkowo niski w poroéwnaniu z przeciwciatami
monoklonalnych koszt uzyskiwania. Zdolno$¢ do rozpoznawania réznych determinant
antygenu sprawia, ze przeciwciata poliklonalne maja bardzo wysoka zachtanno$¢
(awidnos¢), ktora wynika z faktu, ze catkowita sita oddziatywania przeciwciat
poliklonalnych z wieloma r6znymi epitopami antygenu jest znacznie wigksza niz prosta
suma pojedynczych oddzialywan, poniewaz zwiazanie jednego przeciwciata zwigksza
prawdopodobienstwo przytaczenia kolejnego przeciwciala przez sasiedni epitop [1-4].

Dzigki tej wlasciwosci, za pomoca przeciwciat poliklonalnych tatwo i z wysoka
czulo$cia mozna stwierdzi¢ obecnos¢ lub brak danego antygenu oraz okresli¢ jego
stezenie. Ponadto, przeciwciala poliklonalne bardzo dobrze sprawdzaja si¢ w badaniu
ztozonych antygenow, w reakcjach immunoprecypitacji lub aglutynacji. Szczeg6élnym
zastosowaniem przeciwciat poliklonalnych sa r6zne surowice odpornosciowe, gdyz
dzigki wysokiej zachtannosci przeciwciata te majg wysoka zdolno$¢ neutralizacji
toksyn [3, 5]. Wazna zaleta przeciwciat poliklonalnych jest tez fakt, ze trwatos¢
powstalych z antygenem komplekséw w mniejszym stopniu niz w przypadku przeciw-
cial monoklonalnych zalezy od wlasciwosci roztworu (np. pH) [6].

Przeciwciala poliklonalne nie sprawdzaja si¢ jednak w wykrywaniu subtelnych
roéznic w budowie antygenow. Jezeli dwa antygeny rdznia si¢ tylko jednym epitopem,
to przeciwciata poliklonalne w reakcji krzyzowej rozpoznaja obydwa antygeny.
Ponadto proba wykrycia konkretnego antygenu o wielu epitopach w mieszaninie
antygenéw za pomoca przeciwciat poliklonalnych bedzie nies¢ ze soba wysokie
ryzyko zajscia reakcji krzyzowych i uzyskania fatszywie pozytywnych wynikow.
Problemem jest tez zroznicowane powinowactwo przeciwciat poliklonalnych do anty-
genu, rzutujace na wiarygodnos¢, spojnos¢ i powtarzalno§¢ wynikoéw. Z wymie-
nionych powodow przeciwciata poliklonalne nie maja zastosowania w czutych i
precyzyjnych technikach, takich jak cytometria przeptywowa [1, 3].

1.2. Przeciwciala monoklonalne

Przeciwciata monoklonalne sa to przeciwciata produkowane przez nieréznicujace
sig, stanowiace jeden klon limfocyty B, rozpoznaja tylko jedna, $ci$le okreslona
determinant¢ antygenowa [1, 2, 4]. Produkcja przeciwcial monoklonalnych jest
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-
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RYCINA 2. Produkcja przeciwcial monoklonalnych (opis w tekscie) mono]hoFr)laInych

bardziej skomplikowana niz przeciwcial poliklonalnych (ryc. 2). Jedna z metod jest metoda
opracowana w 1975 r. przez Kohlera i Milsteina polegajaca na fuzji komorki plazmatyczne;
produkujacej przeciwciata z komorka szpiczaka (Nagroda Nobla w dziedzinie medycyny w
1984 1.) [7]. Do fuzji uzywane sa komorki plazmatyczne wyizolowane z immunizowanej
okreslonym antygenem myszy oraz komorki szpiczaka z defektem metabolicznym (np.
nieprodukujace enzymu fosforybozylotransferazy hipoksantyno-guaninowej — HGPRT).
Hodowla mieszaniny komérek poddanych fuzji na specjalnym medium selekcyjnym pozwala
pozby¢ si¢ niesfuzjowanych plazmocytow oraz komorek szpiczaka, a pozwala jedynie na
przezycie produktéw fuzji komodrek szpiczaka i plazmocytow (hybrydom). Sposrod
otrzymanych hybrydom izoluje si¢ i klonuje te, ktoére najbardziej wydajnie produkuja
przeciwciala. W ten sposob otrzymane hybrydy produkujace przeciwciala o okreslonej
swoistosci mozna dowolnie dtugo hodowa¢ in vitro [1-3].
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[.2.1. Zalety i wady stosowania przeciwcial monoklonalnych

Przeciwciala monoklonalne uzywane sa wszgdzie tam, gdzie przede wszystkim
wymagana jest wysoka specyficzno$¢ i powtarzalnos¢ reakcji z antygenem w ogole.
W szczegdlnosci wilasnie ten typ przeciwcial znalazt zastosowanie w cytometrii
przeplywowej. Za takim wyborem przemowily rowniez inne unikalne wtasno$ci
przeciwcial monoklonalnych. Bardzo wazna zaleta przeciwciat monoklonalnych jest
fakt, ze dzigki wysokiej specyficznosci mozna uzywac ich w bardzo matych
stezeniach eliminujac przy tym sktonnos$¢ do krzyzowych reakeji z innymi biatkami
oraz wiazanie niespecyficzne (tto). Poza tym, przeciwciala monoklonalne umozliwiaja
odrdznienie od siebie minimalnie réznigcych si¢ antygenow, np. punktowa zmiang
jednego aminokwasu w obrebie epitopu. Przeciwciata monoklonalne pozwalaja tez
na wykrywanie innych modyfikacji antygenu, takich jak: utlenienie, fosforylacja, czy
proteoliza. Przy pomocy przeciwcial monoklonalnych jest ponadto mozliwe odréznienie
od siebie izoenzymow, proenzymow od enzymow wiasciwych, biatek prawidlowych
od nowotworowych, szczepow bakterii lub mutantow wirusow.

Oprocz swoich niewatpliwych zalet, przeciwciata monoklonalne maja takze pewne
ograniczenia. Paradoksalnie, niektore z nich wynikaja réwniez z ich wysokiej specy-
ficznosci. Na przyklad badanie wieloepitopowego antygenu przy pomocy jed-nego rodzaju
przeciwcial monoklonalnych mogacego wiazac si¢ tylko do jednego epitopu moze dac
wynik nieadekwatny do rzeczywistosci. W przypadku skrajnie rzadko wystgpujacych
lub niedostatecznie wyeksponowanych epitopow uzyskany wynik bedzie mocno zanizony.
Ta niska w poréwnaniu z przeciwcialami poliklonalnymi zachtanno$¢, powoduje, ze
przeciwciata monoklonalne maja takze ograniczone zastosowanie w testach opartych
na reakcjach immuno-precypitacji i aglutynacji. Inna wada przeciwcial monoklonalnych
wynika z faktu, ze wiaza si¢ specyficznie z okreslonym epitopem, czyli pewnym tylko
fragmentem przestrzennej struktury biatka, a nie z antygenem jako caloscia. Z tego
powodu dane przeciwcialo monoklonalne moze rozpoznawa¢ dwa rozne antygeny, na
ktorych obecny jest ten sam epitop. Prawdopodobienstwo takiej krzyzowej reakcji jest
tym wigksze, im mniejszy jest epitop rozpoznawany przez dane przeciwciato
monoklonalne. Stosowanie przeciwcial monoklonalnych w diagnostyce niektorych
rodzajéw nowotworow rowniez moze napotka¢ pewne ograniczenia. Znane sg przypadki,
gdy u chorych na szpiczaka mnogiego dochodzi do delecji pewnych fragmentow
produkowanych w ich organizmach immunoglobulin. Jezeli stosowane do wykrycia tych
patologicznych immunoglobulin przeciwcialo monoklonalne jest skierowane akurat
przeciwko temu fragmentowi, ktory ulegt delecji, to uzyskany wynik jest falszywie
negatywny. Dlatego, aby zapobiec takim sytuacjom, prawdopodobne jest, ze w przysztosci,
przynajmniej do niektoérych rodzajow badan z uzyciem przeciwcial, beda stosowane
mieszaniny przeciwcial monoklonalnych lub przeciwciata poliklonalne [1-5].

[.3. Nazewnictwo przeciwciat

Praca z przeciwcialami moze w niektorych przypadkach nastrgczy¢é pewnych
probleméw. Dotyczy to obydwu typdw przeciwcial, jednak nie jest zwigzane z ich
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funkcjonalnoscia, lecz z ugruntowanym historycznie zamieszaniem w ich nazewnic-
twie. Poczatkowo, w momencie pierwszego otrzymania, przeciwcialom nadawano
nazwy bezposrednio kojarzace si¢ z ich funkcjami, jak np. przeciwcialo CALLA
przeciwko antygenowi powszechnej ostrej biataczki limfoblastycznej (ang. common
acute lymphoblastic leukemia antigen). Poniewaz rézne firmy zajmujace sig
produkcja przeciwcial nie mogly uzywac tych samych nazw, przeciwciala rozpozna-
jace ten sam antygen (zgodnie z obowiazujaca nomenklatura: CD4) otrzymaty rozne
nazwy, jak np. Leu3, L3T4, OKT4, W3/25, T4 [3, 8].

W 1982 r. w Paryzu odbyla si¢ pierwsza migdzynarodowa Konferencja poswigcona
antygenom réznicowania ludzkich leukocytow — HLDA (ang. Human Leucocyte
Differentiation), ktérej celem bylo ujednolicenie nazewnictwa tych antygenéw [9].
Konsekwencja byto wprowadzenie jednolitego systemu nomenklatury przeciwciat
zgodnego z nazewnictwem przedziatow antygenow roznicowania CD (ang. cluster of
differentiation lub cluster designation) — struktur wystepujacych na powierzchni
komorek, gtownie leukocytow. Klasyfikacja antygenow oparta byta na badaniu ich
rozmieszczenia na réznych typach komorek technikami cytometrii przeptywowe;j,
mikroskopii fluorescencyjnej oraz immunohistologii. Okreslone zostaty tez masy
czasteczkowe antygenéw metoda radioimmunoprecypitacji. Na 1. Konferencji HLDA
wyodrebniono 15 przedziatéw CD, w ktorych sklasyfikowano okoto 150 przeciwciat.
Do 6. Konferencji HLDA, ktora odbyta si¢ w 1996 r. w Kobe w Japonii, sklasyfikowano
ponad 1000 przeciwciat w 166 przedziatach CD obejmujacych limfocyty T i B, komorki
NK, komorki mieloidalne, monocyty, ptytki krwi [9—14]. Dla porownania, na ostatniej,
8. Konferencji HLDA, ktéra odbyta si¢ w 2004 r. w Adelaide w Australii,
wyszczegolniono 339 przedzialow CD, a w niektorych z nich dodatkowo subprzedziaty.
Przy okazji ostatniej Konferencji HLDA zmieniono jej nazwg na HCDM (ang. Human
Cell Differentiation Molecules), jednoczesnie rozszerzajac pole badan na komorki inne
niz leukocyty, takie jak np. komorki srodbtonka [8, 15-19].

II. ZASADY BARWIENIA KOMOREK

Rezultaty eksperymentow na komorkach czesto nie sq mierzalne poprzez zwykta
obserwacje preparatu pod mikroskopem. Aby naprawde przekona¢ si¢ o wyniku
eksperymentu, nalezy najpierw w jakis sposob uwidoczni¢ jego przedmiot — komorki.
Istnieje kilka sposobow uwidaczniania, czyli barwienia komorek:

A. barwienie posrednie z uzyciem przeciwciat:
sprz¢zonych z barwnikami fluorescencyjnymi,
sprz¢zonych z enzymami,
sprzezonych z biotyna,
wyznakowanych radioizotopami,

B. barwienie posrednie z uzyciem czasteczek innych niz przeciwciata, sprzgzo-
nych z barwnikami fluorescencyjnymi,

* & o o
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C. barwienie wolnymi barwnikami fluorescencyjnymi,

D. barwienie wolnymi barwnikami niefluorescencyjnymi.

Trzy pierwsze gtdowne typy barwien maja zastosowanie w cytometrii przeptywowej
1 zostana oméwione szerzej w kolejnych podrozdziatach. Wybor okreslonego sposobu
barwienia komoérek zalezy od celu, w jakim barwienie si¢ przeprowadza. Warto
doda¢, ze wymienione rodzaje barwien moga uwidoczni¢ struktury powierzchniowe,
wewnatrzkomorkowe lub jedne i drugie jednoczesnie (por. ryc. 4 1 5).

I1.1. Barwienie posrednie z uzyciem przeciwciat

Przeciwciata sa bardzo precyzyjnym narzg¢dziem, dzigki ktoremu mozna selektyw-
nie wybarwi¢ pozadang struktur¢ komorkowa — antygen. W wiazaniu przeciwciata
z antygenem uczestnicza 4 typy oddzialywan: sity elektrostatyczne (pomigdzy grupami
R-NH," i R-COO"), wiazania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe oraz sity van
der Waalsa [1, 3, 4]. Na skutek tych oddzialywan dochodzi do trwatego i swoistego
zwiazania si¢ przeciwciata z antygenem i utworzenia kompleksu immunologicznego.
Trwalos¢ kompleksu zalezy od sity oddzialywania przeciwciata z antygenem
(powinowactwa), od ilo$ci determinant antygenu i od tego czy przeciwciato jest
poliklonalne czy monoklonalne. Te dwa ostatnie warunki okre$laja zachtanno§¢ wiazania
antygen-przeciwciato. Stabilno$¢ kompleksu immunologicznego zalezy tez od proporcji
pomigdzy przeciwcialem a antygenem, temperatury oraz pH i sily jonowej roztworu, w
ktorym zachodzi reakeja. Przy rownowadze lub nadmiarze przeciwcial w stosunku do antygenu
tworza si¢ duze kompleksy, ktore maja sktonnos$¢ do precypitacji 3, 4].

Samo zwiazanie przeciwciala z antygenem nie wystarczy do uwidocznienia kompleksu.
Wiodace zastosowanie w cytometrii przeplywowej ma barwienie z uzyciem przeciwciat
monoklonalnych sprze¢zonych z barwnikami fluorescencyjnymi.

II.1.1. Barwienie posrednie z uzyciem przeciwciat
sprze¢zonych z barwnikami fluorescencyjnymi

Najszerzej stosowanym w cytometrii przeplywowej sposobem wykrywania
kompleksoéw antygen-przeciwciato jest uzycie przeciwcial monoklonalnych sprze¢zo-
nych z barwnikiem fluorescencyjnym, tzw. fluorochromem lub fluoroforem, czyli
czasteczka majaca zdolnos¢ emisji $wiatlta poprzez fluorescencje po wzbudzeniu
$wiatlem o okreslonej dhugosci fali. Zrodlem $wiatla sa lasery gazowe lub oparte
na ciatach statych (krysztatach). W cytometrii przeplywowej znalazto zastosowanie
wiele r6znych fluorochroméw (tab. 1). Kazdy fluorochrom ma charakterystyczne
dla siebie widmo absorpcji i emisji, dlatego nie kazdy fluorochrom moze by¢
wzbudzany przez kazdy laser. Dobor barwnikoéw fluorescencyjnych zalezy od tego,
w jakie lasery wyposazony jest cytometr, od liczby detektoréw fluorescencji, a takze
od tego, jakie przeciwciata, przeciwko jakim antygenom majg by¢ uzywane w danym
badaniu. Warto zwréci¢ uwage, ze niektore fluorochromy nie moga by¢ stosowane
jednoczesnie, ze wzgledu na zbyt podobne widmo emisji, wymagajace zastosowania
tego samego filtru optycznego (np. PE-Cy5, PerCP, PerCp-CyS5.5).



24 L. SEDEK, B. MAZUR

TABELA 1. Przykfady fluorochroméw, z ktéorymi sprzggane sa Stosowanie wielu fluoro-
przeciwciala stosowane w cytometrii przeptywowej. FITC — chromow jednocze$nie w

izotiocyjanian fluoresceiny, PE — fikoerytryna, PE — Cy5 wielokolorowei  cytometrii
(-Cy7)-fikoerytryna-cyjanina 5 (7), PerCP(-Cy5.5) — )

peridininochlorofil (-cyjanina 5.5), APC(-Cy7) — allofiko- przeptywowej, oprocz oczywiscie

cyjanina (-cyjanina 7) [52, 53] duzych mozliwos$ci analizy i

Laser(dL fali) Fluorochrom Charakterystyka precyzip w Okreélemu 1mm1,.1n(.)—

filtru optycznego fenotypu populacji komérek, niesie

Fioletowy (407 nm) | Pacific Blue 450/50 ze soba pewne problemy. Mflfino-
ici nie filtr

Am-Cyan 525/50 wicie stosujac Jed.y e filtry

optyczne nie da si¢ uniknac
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rozdzielenie od siebie sygnatow pochodzacych od réznych fluorochroméw i wydzielenie interesujacego
wycinka spektrum [64]
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osobna. Podstawa obliczenia optymalnej kompensacji jest jednak odpowiednie ustawienie
napig¢ na fotopowielaczach sygnatu mierzonej fluorescencji (PMT), gwarantujace
umiejscowienie wszystkich komorek, w zakresie mierzalnosci, w sposob taki, aby
mozliwe byto rozréznienie pomigdzy komoérkami negatywnymi, stabo pozytywnymi
lub silnie pozytywnymi na dany antygen. Zadanie to nie jest tatwe biorac pod uwage
rozne charakterystyki spektralne stosowanych fluorochroméw oraz odmienne
zachowania réznych przeciwcial sprzezonych z tym samym barwnikiem [20-24].

Majac do dyspozycji odpowiednie przeciwciala sprzggnigte z barwnikami fluores-
cencyjnymi mozna okresli¢ sktad antygenowy komorek w probce. Okreslanie sktadu
antygenowego z uzyciem przeciwcial nazywa si¢ immunofenotypowaniem, a same
przeciwciata stosowane w cytometrii przeplywowej powinny by¢ przeciwciatami
monoklonalnymi. Warunkiem przeprowadzenia pomiaru cytometrycznego jest uzyskanie
zawiesiny komorek (lub ich fragmentéw) w odpowiednim buforze. O ile tkanki ptynne
(krew, szpik kostny, ptyn moézgowo-rdzeniowy) przewaznie nie wymagaja zadnego
wstepnego przygotowania przed barwieniem, o tyle w przypadku tkanek statych
(weztéw chtonnych, bioptatow) konieczna jest homogenizacja i filtracja. Niektore
rodzaje materiatu, jak krew i szpik kostny wymagaja zastosowania antykoagulantéw
(takich jak EDTA, heparyna) oraz lizy erytrocytow [20, 25]. Dla niektorych
zastosowan, takich jak immunofenotypizacja szpiku kostnego w diagnostyce bialaczek
lub ocena liczebnosci CD34-pozytywnych komorek macierzystych, kluczowym jest,
by badane komorki byly zywe przed barwieniem [20]. Podstawowym warunkiem
zapewnienia maksymalnej zywotno$ci komoérek 1 integralnosci ich blony komdrkowe;
jest badanie przeprowadzone na $wiezo pobranym materiale. Komdrki martwe bowiem
czesto niespecyficznie wiaza przeciwciata, co powoduje zafalszowanie wynikow i
znacznie utrudnia pézniejsza analize [26-27]. W szczegodlnosci do analizy cytomet-
rycznej nie nadaje si¢ wigc materiat rozmrazany. Cytometria przeptywowa pozwala
na jednoczesna oceng zywotnosci badanych komorek. Osiagnaé to mozna stosujac
réwnolegle do barwienia przeciwciatami, barwienie np. jodkiem propidyny (PI), ktory
wnika do martwych komérek i wiaze si¢ z ich DNA (por. nizej).

Przygotowanie probki do pomiaru cytometrycznego zalezy od tego, czy badany
antygen znajduje si¢ na powierzchni komorki, czy wewnatrz niej (cytoplazma, jadro
komoérkowe).

II.1.1.1. Barwienie powierzchniowe z uzyciem przeciwciat
sprzezonych z barwnikami fluorescencyjnymi

Barwienie powierzchniowe przeprowadza si¢ bezpo$rednio po uzyskaniu zawiesiny
materiatu, poprzez inkubacje z przeciwciatem monoklonalnym lub czesciej z wieloma
przeciwcialami sprzezonymi z réznymi fluorochromami. Barwienie powinno odbywac si¢
W ciemnosci, w temperaturze pokojowej. Nastgpnie, komorki musza zosta¢ poddane
dziataniu buforu utrwalajacego barwienie, ktory dodatkowo powoduje lizg erytrocytow
niezbedna do analizy probek z krwi 1 szpiku kostnego. W jednym z wariantow protokotu
barwienia, po etapie lizy, komorki wymagaja przeptukania buforem, najczesciej specjalnie
wzbogaconym roztworem PBS w celu usunigcia niezwiazanych przeciwciat oraz resztek
roztworu lizujacego. Wiazanie przeciwcialo-antygen jest na ogot silne 1 kompleksy takie sa trwale
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przez dtuzszy czas. Przechowywanie wybarwionych probek nie jest jednak wskazane ze wzgledu
na fakt, ze zdolnos¢ emisji fluorescencji przez fluorochromy moze znaczaco obnizy¢ si¢ [28].

Technika cytometrii przeptywowej mozna bada¢ rozmaite antygeny powierz-
chniowe. Najczesciej sa to rdézne antygeny réznicowania — czasteczki CD, wyste-
pujace gtéwnie na leukocytach, antygeny ptytkowe, erytrocytarne, antygeny komoérek
macierzystych i wiele innych (ryc. 4).

II.1.1.2. Barwienie wewnqtrzkomorkowe z uZyciem przeciwciat

Barwienie antygenéw wewnatrzkomdrkowych, zarowno cytoplazmatycznych, jak i
jadrowych, wymaga wczesniejszego utrwalenia komorek, najczesciej poprzez inkubacje
w roztworze zawierajacym formaldehyd. Po utrwaleniu, komérki musza zosta¢ poddane
permeabilizacji tagodnym detergentem. Jest to proces, w ktorym btona komoérkowa
jest czegsciowo dezintegrowana 1 staje si¢ przepuszczalna dla czastek okreslonych
rozmiardw, przy czym komorka jako cato$¢ nie traci swej integralnosci. Roéwnoczesnie
z dziataniem $rodka permeabilizujacego, komoérki inkubuje si¢ z przeciwciatem
monoklonalnym przeciwko wewnatrzkomoérkowemu antygenowi. Odpowiedni dobor
roztworu permeabilizujacego pozwala na przejscie do wngtrza komorki nawet tak
duzych czasteczek jak pentameryczne przeciwcialo klasy IgM. Podobnie jak przy
barwieniu powierzchniowym konieczne jest odptukanie roztworu utrwalajacego i
permeabilizujacego oraz niezwiazanych przeciwciat roztworem PBS [28]. Najczgsciej
oznaczanymi za pomoca przeciwcial monoklonalnych antygenami cytoplazmatycznymi
sa cytoplazmatyczne immunoglobuliny (np. clgt [29]), enzymy (np. mieloperoksydaza
— MPO [30]), cytokiny wewnatrzkomdrkowe (np. TNFa [31]) oraz czasteczki
przekaznikow sygnatu (np. ZAP-70 [32]). Z antygenow jadrowych nalezy wymieni¢
wazny w diagnostyce ostrych biataczek limfoblastycznych enzym transferazg nukleo-
tydow terminalnych (TdT [33]) (ryc. 4).

Utrwalanie komorek przed barwieniem wewnatrzkomérkowym niesie jednak ze soba
pewien efekt uboczny, polegajacy na zmianie charakterystyki rozproszenia $wiatla przez
komorki. Nie stanowi to jednak wigkszego problemu przy analizie takich probek. Mozna
natomiast wykorzysta¢ obraz rozproszenia komorek utrwalonych i nieutrwalonych do
poréownania zmian spowodowanych uzyciem srodka utrwalajacego [20].

I1.1.2. Barwienie posrednie z uzyciem przeciwciat
sprzgzonych z biotyna lub enzymami
Alternatywa dla przeciwcial sprzgzonych z fluorochromami jest ich sprzgganie z
biotyna. Do wykrywania komplekséw z antygenem stosuje si¢ w takich uktadach
awidyng lub streptawidyng — biatka o wysokim powinowactwie do biotyny, ktore
sprzegane sa z barwnikiem fluorescencyjnym. Jedna czasteczka awidyny lub
streptawidyny moze zwiaza¢ 4 czasteczki biotyny, co zwigksza czutos$¢ testu [34].
Przeciwciata moga by¢ rowniez sprzggane z enzymami. Takie uktady nie maja
jednak zastosowania w cytometrii przeplywowej, lecz w innej grupie technik, zwanych
immunoenzymatycznymi. Do najwazniejszych z nich nalezy technika ELISA (ang.
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), Western Blot oraz techniki PAP i APAAP.
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RYCINA 4. Rézne rodzaje barwien i rozne typy prezentacji wynikdw pomiaru cytometrycznego: A —
barwienie powierzchniowe antygenu CD3 (histogram), B — barwienie wewnatrzkomorkowe enzymu
jadrowego transferazy nukleotydéw terminalnych TdT potaczone z barwieniem powierzchniowym
antygenu CD10 (wykres kropkowy, prezentacja fluorescencji pochodzacej od dwoch roznych fluo-
rochrom6éw), C — barwienie wewnatrzkomorkowe enzymu cytoplazmatycznego mieloperoksydazy
MPO (wykres kropkowy, potaczenie obrazu fluorescencji i rozproszenia bocznego SSC)

W najczesciej stosowanych odmianach testu ELISA przeciwcialo jest zwiazane
ze stalym podlozem. Nastepnie dodawana jest probka zawierajaca oznaczany
antygen. Kompleks antygenu z przeciwcialem wykrywany jest przeciwcialami
sprz¢zonymi z enzymem, np. peroksydaza chrzanowa (HRP) lub alkaliczng fosfataza
(AP). W ostatnim etapie testu dodawany jest substrat dla enzymu sprzgzonego z
przeciwciatem (np. dichlorowodorek p-fenylenodiaminy dla peroksydazy chrzanowe;j
lub np. fosforan 5-bromo-4-chloro-3-indoksylowy (BCIP) lub bigkit nitrotetrazolowy
(NBT) dla alkalicznej fosfatazy) [35]. Produkt reakcji jest barwny i oznacza si¢ go
metoda spektrofotometryczng. Natgzenie barwy produktu jest proporcjonalne do ilosci
enzymu, ktora z kolei jest proporcjonalna do ilo$ci oznaczanego antygenu [36, 37].

Inna z metod — Western Blot opiera si¢ o wykrywanie bialek przeniesionych po
elektroforezie z zelu na specjalna membrang nitrocelulozowa lub nylonowa.
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Przeniesione na zasadzie elektrotransferu biatka wykrywane sa na membranie
przeciwciatami rozpoznajacymi badany antygen. Kompleksy antygen-przeciwciato
wykrywane sg metoda immunoenzymatyczna, po inkubacji z przeciwciatami
drugorzedowymi sprzezonymi z enzymem, podobnie jak w tescie ELISA [38].

Techniki PAP (peroksydaza-antyperoksydaza) i APAAP (alkaliczna fosfataza-
antyalkaliczna fosfataza) sa rowniez przykladami barwien komorek z uzyciem
przeciwcial sprzezonych z enzymami. Ich gldownym zastosowaniem jest barwienie
rozmazoéw krwi lub szpiku kostnego. [35]. Metody te polegaja na trzyetapowym
barwieniu antygenu przeciwciatami pierwszo-, drugo- i trzeciorzgdowymi. Przeciw-
ciato trzeciorzedowe jest przeciwciatem rozpoznajacym wiasciwy dla siebie enzym
(peroksydaze lub alkaliczna fosfatazg). Wykrywanie kompleksu odbywa si¢ po
dodaniu roztworéow odpowiedniego enzymu, a nastgpnie substratu. Takie wielo-
stopniowe barwienie zapewnia wysoka czulos¢ i stabilno§¢ powstatych kompleksow.
Jednak ze wzgledu na pracochtonno$¢ tych technik zostaty one prawie catkowicie
zastapione prostszymi, lecz rownie czutymi metodami [34].

II.1.3. Inne barwienia z uzyciem przeciwciat

Do barwienia komorek i uwidaczniania komplekséw antygen-przeciwciato moga stuzy¢
tez przeciwciata znakowane radioizotopami. Takie przeciwciata nie maja jednak zastoso-
wania w cytometrii przeptywowej. Technikami alternatywnymi do cytometrii przeptywowej
opartymi na wykrywaniu radioizotopdw sa metody emisyjnej tomografii pozytonowej — PET
(ang. Positron Emission Tomography) 1 emisyjnej tomografii pojedynczego fotonu —
SPECT (ang. Single Photon Emission Computed Tomography) [39, 40].

I1.2. Barwienie posrednie z uzyciem czasteczek innych niz przeciwciata,
sprzezonych z barwnikami fluorescencyjnymi

Z barwnikami fluorescencyjnymi moga by¢ rowniez sprzg¢gane inne niz przeciw-
ciata czasteczki. Przyktadami moga by¢ lektyny wiazace weglowodany [41] oraz
tzw. przeciwciata antyfosfolipidowe, ktorych przedstawicielem jest np. aneksyna V.
Ten ostatni zwigzek ma zdolno$¢ wiazania si¢ z fosfatydyloseryna — fosfolipidem
btonowym. W warunkach fizjologicznych fosfolipid ten znajduje si¢ po wewngtrznej
(cytoplazmatycznej) stronie blony komodrkowe;j. Kiedy jednak komodrka wchodzi na
droge apoptozy, fosfatydyloseryna zostaje przemieszczona na zewngtrzna strong
btony. Fakt ten zostal wykorzystany w jednej z metod wykrywania apoptozy, w ktorej
aneksyna V jest stosowana w parze z jodkiem propidyny (ryc. 5). Test z uzyciem
aneksyny V i jodku propidyny jest przyktadem jednoczesnego barwienia powierzch-
niowego i wewnatrzkomoérkowego [42—44].

I1.3. Barwienie wolnymi barwnikami fluorescencyjnymi

W przypadku barwienia z uzyciem przeciwciat sprz¢zonych z fluorochromami,
kazdy ze sktadnikow odgrywa swoja rolg: przeciwcialo wiaze sig¢ swoiscie z
odpowiednim antygenem, natomiast fluorochrom pozwala wykry¢ utworzony
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kompleks. Barwniki fluorescencyjne sto-
sowane samodzielnie moga spetniac
obydwie te funkcje jednoczesnie: wiaza si¢
z odpowiednia dla siebie struktura docelowa
i daja wykrywalny sygnal utworzenia
kompleksu. Spektrum barwnikéw fluores-
cencyjnych, ktore mozna stosowac w stanie
wolnym, niesprzezonym z przeciwcialami
jest szerokie, podobnie jak spektrum zasto-
sowan takich barwien. Barwniki fluo-
rescencyjne w stanie wolnym, w wigk-
szosci maja zdolnos$¢ wiazania sig¢ z DNA,
co zna-azto zastosowanie m.in. w testach
okreslajacych zawartos¢ DNA w komorce.
Za pomoca innych wolnych barwnikow
mozliwe jest badanie procesow oksy-
dacyjnych (wybuch tlenowy), badanie
zmian potencjalu btonowego, zdolnosci
fagocytarnej komorek, wewnatrz-
komorkowego pH, czy aktywnosci
enzymatycznej. Najwazniejsze barwniki
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RYCINA 5. Wykrywanie apoptozy: ¢wiartka Q1 —
komorki nekrotyczne (wybarwione jedynie jodkiem
propidyny), ¢wiartka Q2 — komodrki w pdznej fazie
apoptozy (wybarwione zaréwno aneksyna V, jak i
jodkiem propidyny), ¢wiartka Q3 — komorki zywe,
¢wiartka Q4 — komorki we wezesnej fazie apoptozy
(wybarwione tylko aneksyna V)

wraz z zastosowaniami zostaly zebrane w tabeli I1.

I1.3.1. Barwniki wiazace si¢ z DNA

Barwniki fluorescencyjne (jak np. bromek etydyny czy jodek propidyny) wiaza si¢ z DNA
poprzez interkalacje pomigdzy komplementarnymi zasadami obydwu jego nici. Jest to wigzanie
stechiometryczne, dzigki czemu mozliwa jest nie tylko jakosciowa ocena reakcji tych barwnikow

z DNA, ale réowniez 1
iloSciowa. Barwienie DNA

danej probki moze da¢ dwa 1
rodzaje informacji: na temat
ploidii DNA oraz proporcji
pomiedzy komorkami znaj-
dujacymi si¢ w poszcze-
golnych fazach cyklu
komorkowego (ryc. 6). Ta ]
grupa barwnikéw znalazta ]

Liczba komérek
g
|

wige szczegolne zastosowanie ot 1 -t

w diagnostyce roéznych
chordb przebiegajacych z

Go/ G

I
64 128 192 256
Jodek Propidyny

zaburzeniem ploidii DNA, RYCINA 6. Profil DNA. Najwyzszy pik to komorki niedzielace sig,

badz cyklu komoérkowego

bedace w fazie G lub G, cyklu komorkowego (komorki diploidalne).
Drugi mniejszy pik to komoérki w fazie G, i M (mitozy), 0 podwojonej

20, 45] POpI'Zf:Z poréwnaple ilosci DNA (komorki tetraploidalne). Pomigdzy pikami znajduja sig
polozenia piku odpowia-  komérki w fazie S (syntezy DNA)
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TABELA II. Barwniki fluorescencyjne stosowane w stanie wolnym do barwienia komoérek i ich
zastosowanie

Barwnik MoZliwe zastosowanie Literatura

PI* (jodek propidyny) badanie zywotnosci komorek,wykrywanie | [20], [28], [44],

apoptozy, ocena fazy cyklu komorkowego, |[54], [55]

sk
EBr* (bromek etydyny) ocena ploidii DNA,wykrywanie aneuploidii

DAPTI* (4',6-diamidino-2-fenylindol)

Hoechst 33258%, 33342*

FDA** (dwuoctan fluoresceiny) pomiar wybuchu tlenowego, [55], [56]
badanie zywotno$ci komorek

HE** (hydroetydyna) pomiar wybuchu tlenowego [57, 58]

DCFH-DA** [57, 59, 60]

(dwuoctan dichlorofluoresceiny)

DHR** (dihydrorodamina 123) pomiar wybuchu tlenowego, [57, 59]
badanie aktywnosci enzymoéw

roézne estry fluoresceiny™** badanie aktywnosci enzymow, [58, 60, 61]
ocena zdolosci fagocytarnej komorek

diacetoksy-2,3-dicyjanobenzen badanie wewnatrzkomorkowego pH [62]

CFSE** badanie odpowiedzi limfocytoéw T na rézne |[63]
antygeny

* barwniki wiazace si¢ z DNA; ** barwniki nabywajace wlasciwosci fluorescencyjne po przeksztalceniu
przez enzym

dajacego fazie G /G, (faza spoczynku) pomigdzy probka badang a diploidalng probka
kontrolna, mozna okresli¢ jej ploidig. Natomiast okres$lenie proporcji komodrek w
poszczegbdlnych fazach cyklu wymaga podzielenia histogramu na trzy regiony
odpowiadajace fazom G /G, S (faza syntezy DNA) i G,/M (faza po zakoficzeniu
replikacji i mitoza) oraz obliczenia powierzchni pod pikami (fazy G /G, i G,/M) i
pomigdzy nimi (faza S).

I1.3.2. Barwniki nabywajace wtasciwosci fluorescencyjnych
po przeksztalceniu przez enzym

Istnieja tez barwniki, ktore dopiero po przeksztalceniu przez enzym nabywaja
zdolnosci do emisji fluorescencji (tab. II). Stosuje si¢ je do pomiaréw aktywnosci
enzymoéw, ktore t¢ konwersje przeprowadzaja. Najszersze zastosowanie maja zwiaz-
ki, ktére nabywaja wiasciwosci fluorescencyjnych po utlenieniu przez reaktywne
formy tlenu, takie jak: nadtlenek wodoru (H,O,) — produkt aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), a takze rodnik hydroksylowy (°OH) oraz tlen singletowy
('0,). Reaktywne formy tlenu sa wytwarzane przez aktywowane inicjacja
fagocytozy granulocyty w procesie zwanym wybuchem tlenowym, najczgsciej jako
odpowiedz na infekcje bakteryjne. W wybuchu tlenowym granulocyty, a takze
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monocyty, przy udziale enzymu mieloperoksydazy (MPO) moga produkowac kwas
podchlorawy (HCIO) [46—48].

I1.4. Barwienie wolnymi barwnikami niefluorescencyjnymi

Istnieje jeszcze duza grupa barwnikow, ktdre nie wykazuja wiasciwosci fluorescen-
cyjnych, jednak sa szeroko stosowane do barwienia komoérek. Barwienie komorek
z uzyciem tego typu barwnikow nie ma jednak zastosowania w cytometrii przepty-
wowej. Barwniki te stosuje si¢ np. do barwienia rozmazéw krwi lub szpiku kostnego
(barwienie metodami May-Griinwald-Giemsy, Wrighta, Romanovsky'ego, Pappen-
heima), a takze w testach zywotnosci (btekit trypanu) [49].

Do tej grupy barwnikow naleza tez zwiazki, ktore daja barwny produkt w wyniku
reakcji enzymatycznej. Przyktadem moze by¢ bigkit nitrotetrazolowy (NBT), ktory
w formie zredukowanej tworzy niebieskie krysztaly. Wykorzystuje si¢ go do oceny
aktywnosci enzymow oksydoredukcyjnych (glownie alkalicznej fosfatazy) i zdolnosci
fagocytarnej komorek [35, 50]. Innym zwiazkiem stuzacym do badania aktywnosci
enzymow oksydoredukcyjnych (gtdéwnie peroksydazy) jest diaminobenzydyna (DAB),
dajaca po utlenieniu barwny produkt [35, 51].

Inne barwniki z tej grupy maja zastosowanie w diagnostyce biataczek i zespotow
limfoproliferacyjnych. Naleza tu np. Sudan czarny B barwiacy lipidy obojetne,
fosfolipidy i cerebrozydy, PAS (periodic-acid-Schiff) wiazacy si¢ z glikogenem, a
takze estry fosforanow — substraty enzymu lizosomalnego kwasnej fosfatazy oraz
wspomniane wczesniej fosforany zwiazkéw aromatycznych, bedace substratem dla
alkalicznej fosfatazy granulocytow (FAG) [35, 51].
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