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Streszczenie: Cytometria przeptywowa jest technika powszechnie stosowana zarowno w diagnostyce
klinicznej, jak i réznego typu badaniach podstawowych. Publikacja ta przedstawia krotka charakterysty-
ke techniczng réznego typu cytometrow dostgpnych obecnie na rynku oraz podaje w zarysie diagno-
styczne i badawcze wykorzystanie metody.

Summary: Flow cytometry is a technique commonly used in the clinic as well as in basic research. This
paper gives a technical overview of flow cytometers currently available in the market and provides some
application of the method in the clinic and research.

Cytometria jest metoda pomiaru wiasciwosci fizycznych i/lub chemicznych poje-
dynczych komorek lub innych ,,czastek™ biologicznych (izolowane jadra komorkowe,
kwasy nukleinowe, mitochondria, chloroplasty itp.). W cytometrii przeptywowe;j
pomiary te dokonywane sa w urzadzeniach zwanych cytometrami przeplywowymi
w trakcie przeptywu komorek lub czastek w strumieniu cieczy. Definicja ta obejmuje
wigc rowniez liczniki hematologiczne, jednak na potrzeby tego opracowania zostanie
ona ograniczona tylko do aparatow zdolnych do pomiaru wtasciwosci fizycznych i
fluorescencji komérek/czastek przeptywajacych w strumieniu cieczy (zwanych
rowniez cytofluorymetrami). Dzigki postgpowi, jaki si¢ dokonat w ostatnich latach
w optyce, elektronice, inzynierii laserow, dzigki rozwojowi informatyki dzisiejsze
cytometry przeplywowe sa urzadzeniami o znacznie wigkszych mozliwosciach
pomiarowych i tatwiejszymi w obstudze. Rowniez postep w produkcji coraz to nowych
barwnikow fluorescencyjnych sprawitl, ze wspolczesne cytometry potrafia analizowaé
jednoczasowo nawet do kilkunastu parametréw pochodzacych z pojedynczej komorki.
Zasadniczo wyrdznia si¢ dwa rodzaje cytometrow przeptywowych — analizatory i
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sortery komorkowe. Sortery maja zdolnos¢ nie tylko zbierania danych o przeptywa-
jacych komorkach (ich analizy), ale rowniez izolacji (sortowania) w wysokim stopniu
czystosci (>99%) komodrek spetniajacych okre§lone przez operatora kryteria.

Ostatnie lata, dzigki wprowadzeniu technologii cyfrowej, zapoczatkowaly nowa epoke
W rozwoju cytometrii przeptywowej jako techniki naukowo-badawczej. Opracowanie to
stanowi form¢ kompendium wiedzy o dostgpnych obecnie komercyjnych cytometrach
przeptywowych i ich zastosowaniu zarowno w diagnostyce medycznej, jak i badaniach
podstawowych. Z zalozenia wigc informacje dotyczace opisu cytometrii przeplywowej
jako metody diagnostyczno-badawczej nie beda przedstawione. Czytelnika zaintereso-
wanego podstawami cytometrii przeplywowej odsylam do artykutlu ,,Cytometria
przeplywowa — istota metody i jej wykorzystanie” [1].

ROZWOJ CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ

Poczatki cytometrii przeptywowej siggaja roku 1934, kiedy to Moldavan
opublikowat na tamach Science artykut o metodzie liczenia komorek ptynacych w
kapilarze za pomoca czujnika fotoelektrycznego [7]. Byt to jednak tylko pomyst i
sam autor nigdy nie wprowadzit go w zycie. Pierwsze urzadzenia powstaty natomiast
w polowie lat 40 i analizowaty one komorki bakteryjne ,,ptynace” w powietrzu a
nie w strumieniu cieczy. W 1947 r. Gucker opublikowal pierwsze doniesienie o
cytofluorymetrycznej detekcji bakterii w aerozolach [9]. Badania te rozpoczgte
jeszcze w trakcie trwania II Wojny Swiatowej i sponsorowane przez armie amery-
kanska miaty na celu szybka identyfikacje w powietrzu bakterii i/lub ich zarodnikow
na wypadek uzycia broni biologicznej. Z oczywistych wzgledow badania te nie mogty
by¢ ujawnione przed zakonczeniem wojny, stad opublikowane zostaty dopiero w 1947
r. W urzadzeniu tym probki powietrza analizowane byly w ,,komorze przeptywu” w
ciemnym polu (podobnie jak w mikroskopii ciemnego pola) po o$wietleniu swiattem
widzialnym z najmocniejszej znanej wowczas lampy, jaka byt reflektor samochodu
marki Ford. Urzadzenie to pozwalalo na detekcje z 60% prawdopodobienstwem
czastek o $rednicy 0,6 um. Paradoksalnie historia zatoczyta koto, gdyz w ostatnich
latach po atakach terrorystycznych armia amerykanska ponownie interesuje sig
cytofluorymetryczna metoda wykrywania bakterii w powietrzu [8]. Do roku 1970
na rynku cytometrycznym istniaty tylko dwie firmy: amerykanska Bio/Physics
Systems, zatozona przez Lou Kamentsky'ego, produkujaca Cytograf i Cytofluorograf
oraz niemiecka Phywe AG dystrybujaca Impulscytophotometer (ICP), komercyjna
wersje aparatu Dittricha i Gohde firmy Partec. Wkrotce potem Technicon
wprowadzit na rynek Hemalog D, pierwszy z serii przeptywowych licznikow
hematologicznych réznicujacych populacje leukocytow, a w 1974 r. Becton-Dickinson
(B-D) wprowadzit sorter komorkowy FACS, zapoczatkowujacy technologie FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorters). Rok poézniej Coulter wszedt na rynek z
TPS-1, zastgpujac go nastepnie seria EPICS. W roku 1976, po potaczeniu Johnson
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& Johnson z Bio/Physics Systems powstat Ortho Diagnostics Systems, ktory w 1978 r.
nabyl prawa réwniez do ICP od Phywe AG, oferujac zarowno analizatory (Cytofluo-
rograph), jak 1 sortery (ICP). Tak wigc na poczatku lat 80 trzy duze firmy Becton-
Dickinson, Coulter i Ortho oferowaly laserowe cytometry przeptywowe z mozliwo$cia
sortowania. Po roku 1985 zaréwno B-D, jak i Coulter wprowadzily niesortujace
cytometry przeplywowe (FACScan i EPICS Profile) wykorzystujace chtodzone
powietrzem lasery argonowe o niskiej mocy. Urzadzenia te przeznaczone byly zarowno
do diagnostyki klinicznej, jak i badan naukowych. W potowie roku 1987 Ortho zaprzestato
produkcji cytometréw i sprzedato zobowiazania serwisowe B-D. Powtdrnie Ortho
pojawito si¢ na rynku w 1992 r. z modelem Cytoron Absolute budowanym w Japonii
przez firm¢ Omron, by stopniowo znowu wycofa¢ si¢ pod koniec dekady. W 1988 r.
na rynku cytometrycznym pojawita si¢ firma Cytomation, poczatkowo oferujaca tylko
systemy CICERO do udoskonalania przetwarzania danych i przyspieszania sortowania
dla dostgpnych wowczas urzadzen sortujacych, aby w 1994 r. rozpoczaé sprzedaz
modutowych sorterow MoFlo (modular high speed cell sorter) stworzonych przez
zespot Gera van den Engha w Lawrence Livermore National Laboratory [3]. Od tego
czasu datuje si¢ obecnos¢ trzech wielkich firm cytometrycznych, ktore dominuja na rynku
do chwili obecnej: BD Biosciences, Beckman Coulter (potaczone w 1997 r.) i
DakoCytomation (pofaczone w 2001 r.). Oprocz tych trzech wielkich, na rynku sa
obecne i inne firmy oferujace swoje cytometry.

ANALIZATORY CYTOFLUORYMETRYCZNE

1. BD Biosciences

FACScan firmy Becton Dickinson byt pierwszym nowoczesnym analizatorem dostgpnym
komercyjnie od 1985 r. Poczatkowo byto to urzadzenie ,trzykolorowe™ wspoltpracujace z
komputerem Hewlett-Packard serii 300 w programie Consort 30 lub Consort 32. W potowie
lat 90 seria systeméw analizy Consort zostata zastapiona przez FACStation wspotpracujaca
z komputerami Apple Mackintosh. Wraz ze zmiang systemu komputerowego na Apple'a i
rosnacym zapotrzebowaniem na analiz¢ czterokolorowg Becton-Dickinson zmodemizowat
model do dwulaserowego (laser argonowy 488 nm i diodowy 635 nm) analizatora
czterokolorowego nazywajac go FACSCalibur. Urzadzenie to rejestruje w opcji jednolaserowej
7 parametréw, w tym 3 fluorescencje: zielona (515-545 nm, ,,FL1""), zolto-pomaranczowa
(564-606 nm, ,,FL2”) i czerwona (>670 nm, ,,FL3”); w opcji dwulaserowej — 8 (4
fluorescencja — czerwona 653—-669 nm, ,,FL4” — wzbudzana jest przez laser diodowy 635
nm). Dla wybranego rodzaju fluorescencji mozliwa jest analiza szerokosci piku sygnatu (pulse
width) wykorzystywana do eliminacji agregatow komorkowych. Dodatkowym parametrem
jest czas. System akwizycji danych moze rejestrowacé komorki lub ,,czastki biologiczne”
przeptywajace z czestoscia > 3000/s. Mozliwa jest regulacja predkosci przeplywu probki:
niska (12 pl/min), srednia (35 pl/min) i wysoka (60 pl/min).
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Dodatkowo, FACSCalibur moze by¢ wyposazony w opcj¢ sortowania dziatajaca
na zasadzie mechanicznego wychwytu wybranej (jednej) populacji przez kapilarg
poruszajaca si¢ ruchem wahadtowym w strumieniu cieczy (catcher tube storting).
Ze wzgledu na mata wydajnos$¢ tego typu sortowania (ok. 300 komorek/s) 1 fakt,
ze sortowana populacja jest bardzo rozcienczona (kapilara aspiruje relatywnie duze
objetosci ptynu), rozwiazanie to nie cieszy si¢ duza popularnos$cia. Zbieranie i analiza
danych (zapisanych w systemie FCS 2.0) odbywa si¢ w programie CellQuest lub
CellQuest Pro na komputerach Apple'a wyposazonych w procesor PowerPC G4.

FACSCount jest malym analizatorem przeznaczonym do przeprowadzania analizy
subpopulacji limfocytéw CD4 i CD8 u pacjentow zakazonych wirusem HIV.
Wyposazony w helowo-neonowy zielony laser (543 nm) rejestruje 2 rodzaje fluores-
cencji emitowanej przez fikoerytryne i koniugat fikoerytryny z barwnikiem cyja-
ninowym. FACSCount przeznaczony jest gldwnie do laboratoriow klinicznych w
krajach o wysokiej zachorowalnosci na AIDS.

LSR II zapoczatkowal nowa lini¢ analizatorow BD. Jest to w pelni cyfrowy
analizator mogacy wspolpracowac z 4 laserami i analizujacy do 15 fluorescencji!
Zastapil on analogowy aparat LSR I, ktory mogt by¢ skonfigurowany jako trojla-
serowy, z mozliwo$cig analizy 6 fluorescencji. LSR II w optymalnej konfiguracji
moze posiada¢ niegazowy (solid state) laser Sapphire 488 nm (Coherent), laser
YAG 355 nm do emisji UV (Lightwave), 25 mW fioletowy diodowy laser VioFlame
405 nm (Coherent) i czerwony laser diodowy 638 nm. Catkowita nowos$cia tech-
niczna jest wprowadzenie optyki $wiattowodowej i rozdziat sygnatow biegnacych do
poszczegdlnych detektoréw rozmieszczonych po okregu za pomoca zwierciadel o
bardzo wysokiej wydajnosci. Rozwiazanie to sprawia, ze straty $wiatta sa zmini-
malizowane, poniewaz po odbiciu kazdy sygnat przechodzi tylko przez jeden filtr
optyczny umieszczony bezposrednio przed detektorem.

LSR II wykorzystuje do zbierania danych w peli cyfrowy system FACSDiVa i nowy
oparty o komputery typu IBM program pracujacy w srodowisku Windows XP. System
cyfrowy umozliwia m.in. zastosowanie dowolnego parametru lub logicznej kombinacji
(i/lub) dwu i1 wigcej parametrow do rozpoczecia rejestracji sygnatow (triggering).
Wszystkie sygnaly podlegaja cyfrowej obrobce rownoczesnie, z czgstoscia 10 milionow
razy na sekunde (10 MHz) wykorzystujac 14-bitowe przetworniki sygnatow analogowych
na cyfrowe (analog to digital converters, ADC). Elektroniczny ,,czas martwy” jest
wyeliminowany, co pozwala na zwigkszenie liczby analizowanych komdrek (ponad
20 000/s). Dzigki wyeliminowaniu wzmacniaczy logarytmicznych mozliwy stat si¢ bardziej
doktadny pomiar fluorescencji, z poprawiona liniowoscia pomiaru, kompensacja i ocena
ilosciowa. Kompensacja moze by¢ dokonana dla wszystkich par fluorescencji zar6wno
przed, jak i po zebraniu danych przy uzyciu oprogramowania. Sygnaty liniowe sa
zamieniane na skal¢ logarytmiczna (5 dekad) rowniez programowo przy uzyciu 18-bitowej
elektroniki. Maksymalnie urzadzenie moze rejestrowac 16, a w analizie mozna uzywac
36 parametrow, w tym pole powierzchni (area) 1 standardowa wysokos¢ piku (height)
dla wszystkich 16 parametréw, plus dodatkowo dwa stosunki parametrow (ratio),
szerokos¢ piku (width) 1 czas.
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FACSCanto to najnowszy, dwulaserowy, w peni cyfrowy analizator wprowadzo-
ny na rynek w koncu 2003 r. Wyposazony w 20 mW laser 488 nm typu solid state
i 17 mW He-Ne laser 633 nm, jest 6-kolorowym (FITC, PE, PerCP lub PerCP-
Cy5.5, PE-Cy7 i APC, APC-Cy7) analizatorem. W analizie mozna uzywaé 27
parametrow, w tym pole powierzchni, wysokos$¢ i1 szerokos$¢ piku dla wszystkich 8
parametrow (fluorescencje + scattery), 2 ratio i czas. Zbieranie i analiza danych
odbywa si¢ podobnie jak w przypadku LSR II w systemie FACSDiVa w programie
pracujacym w srodowisku Windows XP. Wszystkie parametry (maksimum 16) sa
rejestrowane w skali liniowej (262 141 kanatow) i cyfrowo zamieniane na 5-deka-
dowa skalg logarytmiczna przy uzyciu 10-bitowej elektroniki, co znacznie poprawia
liniowo$¢ 1 precyzje pomiarow.

2. Beckman Coulter

EPICS XL byt pierwszym i przez wiele lat jedynym komercyjnym niesortujacym
cytometrem wykorzystujacym cyfrowa obrobke sygnatu, co dawato unikalng prze-
wage nad pozostalymi cytometrami wyposazonymi w elektronike analogowa. W
przypadku analizy logarytmicznej eliminuje to konieczno$¢ stosowania wzmacniaczy
logarytmicznych — wszystkie dane sa zbierane w skali linearnej i cyfrowo przeksztal-
cane na logarytmiczne. Cyfrowa elektronika umozliwia réwniez kompensacj¢ wszys-
tkich par fluorescencji. Dzigki wprowadzeniu nowych barwnikow fluorescencyjnych
EPICS XL byt jedynym analizatorem mogacym analizowac 4 fluorescencje wzbu-
dzane $wiattem lasera argonowego o dtugosci fali 488 nm. Analiza danych odbywa
si¢ w programie XL SYSTEM II v.3.0 lub EXPO32 ADC. XL SYSTEM II pracuje
w $rodowisku DOS w systemie Windows 98SE i1 wykorzystuje do zapisu danych
format FCS 2.0. System jest w stanie zbiera¢ 12 parametréw — z czasem,
stosunkiem fluorescencji (ratio) i parametrem PRISM wiacznie — identyfikuje
populacje komoérkowe uwzgledniajac ,,pozytywnos¢” lub ,,negatywnos¢” dla
maksimum 6 wybranych markeréw. Program EXPO 32 ADC (Advanced Digital
Compensation) dodatkowo umozliwia automatyczna kompensacj¢ do 4 fluorescencji
i analiz¢ do 16 parametréw. Model EPICS XL-MCL dodatkowo wyposazony jest
w automatyczny podajnik probek (multicarousel loader).

Cytomics FC500 jest najnowszym analizatorem firmy Beckman Coulter,
mogacym przeprowadzaé analizg 5 fluorescencji (FITC, PE, PE-Texas red, PE-Cy5
lub APC i PE-Cy7) wzbudzanych przez jeden lub dwa lasery (20 mW laser
argonowy 488 nm i 20 mW laser He-Ne 633 nm lub 5 mW laser diodowy 635
nm), z cyfrowa kompensacja i skalg logarytmiczna po przeksztatceniu danych
zbieranych w 20-bitowej skali linearnej. FC 500 analizuje dane w programie RXP
w systemie Windows 2000, uzywajac do zapisu formatu FCS 3.0. Urzadzenie zapisuje
do 16 parametréw uwzgledniajac czas, stosunek fluorescencji i PRISM. W analizie
mozliwe jest uzycie 24 parametréow. Mozliwa jest rdwniez kompensacja programo-
wa, a prezentowane dane w formie wykreséw kropkowych (dot-plot) lub histo-
gramOw moga by¢ latwo przenoszone do innych aplikacji Microsoftu lub
konwertowane do formatu PDF.
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3. DakoCytomation (obecnie Beckman Coulter)

Cytomation wystartowato w koncu lat 80 z systemami CICERO do 6wczesnych
cytometrow sortujacych, poprawiajac ich szybko$¢ sortowania i mozliwosci analizy
danych. Po sukcesie odniesionym z sorterami MoFlo, juz jako DakoCytomation, w
2001 r. firma wprowadzita na rynek analizator CyAn. Jest to maksymalnie 11-para-
metrowy (9 fluorescencji), trdjlaserowy instrument, ktory w optymalnej konfiguracji
ma 150 mW wiazke 488 nm i 50 mW wiazke 351 nm (UV), obie z chtodzonego
woda lasera argonowego Enterprise II (Coherent) i 12,5 mW czerwony laser
diodowy 635 nm. Alternatywnie, urzadzenie mozna wyposazy¢ w 20 mW laser
Sapphire 488 nm (Coherent) i 25 mW fioletowy laser diodowy VioFlame 405 nm
(Coherent). Akwizycja i analiza danych odbywa si¢ w programie Summit pracujacym
w $rodowisku Windows NT, z mozliwos$cia kompensacji wszystkich par fluorescencji
w czasie rzeczywistym podczas akwizycji, jak 1 p6zniej podczas analizy. Analiza moze
si¢ odbywa¢ roéwniez off line na innych komputerach PC. Maksymalna predkos¢
akwizycji to 50 000/s. Niewatpliwa zaleta tego urzadzenia jest latwos$¢ rozbudowy
i zmiany konfiguracji w zalezno$ci od potrzeb (latwo wymienne filtry).

4. Partec GmbH

Powstata w 1960 r. firma Partec produkuje cytometry najdtuzej sposréd wszystkich
firm cytometrycznych. Obecnie firma oferuje urzadzenia wyposazone zardwno w
lampy rteciowe i/lub lasery jako zrodta §wiatla, z mozliwos$cia sortowania, jak i
elektronicznego pomiaru objetosci komorek, umozliwiajacego oceng zroznicowania
morfologicznego leukocytow (podobnie, jak to ma miejsce w licznikach hemato-
logicznych). Dodatkowo, dzigki zastosowaniu precyzyjnych strzykawek dozujacych
okreslona objetos¢ probki do analizy, mozliwe jest uzyskanie bezwzglednej liczby
badanych populacji komérkowych. Nowa linia cytometréw obejmuje zardwno proste,
jednolaserowe, jednoparametrowe urzadzenia, ktore moga by¢ zasilane z baterii —
CyFlow, jak i wielolaserowe instrumenty, z cyfrowa obrobka danych, zdolne do
pomiaru 14 parametrow fluorescencyjnych — CyFlow ML. Seria CyFlow moze by¢
wyposazona w nastgpujace zrodla swiatta: 100 W lampe rtgciowa (zrodto UV),
fioletowy laser diodowy 407 nm, niegazowy laser niebieski 488 nm (20 lub 200 mW),
zielony Nd-YAG laser 532 nm (do 100 mW) lub czerwony laser diodowy 635 nm
(15 lub 25 mW). Szybkos$¢ przeptywu probki jest regulowana programowo w
przedziale 0—3 ml/min z wykorzystaniem precyzyjnych pompostrzykawek. Model
CyFlow ML moze by¢ wyposazony w dwa detektory dla parametru FSC (forward
scatter). Pierwszy, rejestruje natezenie $wiatta ugigtego w osi biegu promienia pod
katem 2-6°, drugi, pod katem 6-14°. Sygnaty dla parametru SSC (side scatter) i
fluorescencji sa zbierane przez obiektywy mikroskopowe o wysokim wspolczynniku
transmitancji dla swiatta UV (opracowane przez Parteca) i przesytane do odpowied-
-nich fotopowielaczy. Wysokos¢ piku, szeroko$¢ i pole powierzchni piku (area) sa
zamieniane z analogowych na cyfrowe przy uzyciu szybkich 16-bitowych
konwerterow, a zmiana skali logarytmicznej na liniowa i odwrotnie odbywa si¢ przy
uzyciu programu FloMax, w §rodowisku Windows. Dane sa zapisywane w formacie
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FCS 2.0 i mozliwy jest zapis danych z 10 000 000 komoérek. W sumie mozliwa jest
akwizycja 16 podstawowych parametrow, w analizie mozna wykorzysta¢ dalszych
16 pochodnych. Maksymalna predkos¢ akwizycji wynosi >10 000 komorek/s.

Jak wigkszo$¢ z cytometréow firmy Partec, seria CyFlow moze by¢ wyposazona
w zamknigty system sortowania oparty na przetaczaniu przeptywu (fluid switch
sorters). W systemie tym kanal przeplywu w punkcie detekcji rozwidla si¢ na ksztatt
litery Y. Jedno ramig jest ramieniem zlewkowym, drugie sortujacym. Sterowany
piezoelektrycznie ttoczek kieruje wybrana komorke do ramienia sortujacego, a
komorki niepozadane do ramienia zlewkowego. Rozwiazanie to umozliwia sortowanie
komorek znacznie wigkszych niz przy uzyciu standardowych sorteréw kroplowych
(komorki roslinne, komorki wysp Langerhansa).

Pierwsza linia cytometréw Partec byla seria PAS, jedyna taczaca w komercyjnych
cytometrach jako zrodla §wiatta lampg rteciowa i laser. Podobnie jak seria CyFlow,
seria PAS obejmuje proste i skomplikowane analizatory mogace mie¢ opcj¢ sortowa-
nia. Generalnie, w porownaniu z seria CyFlow urzadzenia tego typu sa wigksze i
moga by¢ wyposazone w wigksze lasery (np. chtodzony powietrzem laser argonowy
488 nm). Dodatkowo, moga wspoldziata¢ ze stacja przygotowania i podawania probek
— ROBBY. Stacja ta jest w stanie dozowa¢ przeciwciata i/lub fluorochromy, dodawacé
odczynniki lizujace erytrocyty i utrwalajace probki, tacznie 16 réznych odczynnikow
z kontrolowanym czasem inkubacji.

5. Guava Technologies, Inc

Guava Personal Cell Analysis (PCA) system jest bardzo matym (niewiele
wigkszym od laptopa, z ktérym wspdtpracuje), przeno§nym cytometrem, niewymaga-
jacym do analizy probek buforu! Komora przeptywu jest na tyle szeroka, ze umozliwia
analiz¢ przeptywajacych komorek bez ryzyka czgstego zatykania i wymaga zaledwie
kilku pl probki! Urzadzenie wyposazone jest w zielony laser YAG 532 nm i rejestruje
3 parametry: FSC i dwie fluorescencje przy dtugosci fali 575 nm i 675 nm. Program
CytoSoft umozliwia akwizycje i analize danych w systemie Windows. Trzy osobne
moduly programu: Guava ViaCount, Guava Express i Guava Nexin umozliwiaja
odpowiednio podanie bezwzglednej liczby zywych komorek, badanie ekspresji marke-
réw powierzchniowych oraz analizg apoptozy. Ekspresj¢ markeréw powierzchniowych
ocenia si¢ z uzyciem przeciwciat sprzezonych z fikoerytryng (PE) lub barwnikiem
cyjaninowym Cy3, zywotno$¢ — z uzyciem 7-aminoaktynomycyny D, apoptozg — z
uzyciem aneksyny V sprzezonej z PE. Ze wzgledu na brak plynu okrywowego,
gwarantujacego przeptyw komorek jedna za druga, a tym samym gwarantujacego
precyzje pomiaru, urzadzenie to nie nadaje si¢ do analizy cyklu komoérkowego.

KOMERCYJNE KROPLOWE SORTERY KOMORKOWE

Sortery kroplowe wykorzystuja drgania krysztatu piezoelektrycznego o wysokiej
czgstotliwosei (15-200 kHz) powodujace rozerwanie strumienia cieczy wyplywa-
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jacego z komory przeptywu na pojedyncze krople. Ze wzgledu na duza efektywnosc,
tego typu sortery sa najpopularniejsze i takie zostana przedstawione w niniejszym
opracowaniu. Zasada dziatania tych urzadzen zostala szczegdétowo opisana w artykule
,»Cytometria przeptywowa — istota metody i jej wykorzystanie” [1].

Wisrdd sorteréw kroplowych wyroéznia si¢ dwa podtypy: sortery o niskiej szybkosci
sortowania (low speed sorters) — do 10 000—15 000 komorek/s oraz sortery o duzej
szybkos$ci (high speed sorters) — powyzej 20 000 komorek/s. W celu osiagnigcia
duzych szybkosci sortowania konieczne jest wysokie cisnienie (20—-100 psi (funtow
na cal kwadratowy)) ptynu, w ktorym ptyna komorki (ptyn okrywowy), co dla
niektorych typow komorek moze by¢ szkodliwe.

1. BD Biosciences

Pierwsze komercyjne sortery komorkowe firmy B-D nie bardzo odbiegaly od
prototypu zbudowanego przez zespot Leonarda Herzenberga na Uniwersytecie
Stanforda [5].

Obecnie sortery kroplowe firmy B-D obejmuja zaréwno lini¢ urzadzen wyposazo-
nych w elektronikg¢ analogowo-cyfrowa, jak 1 w pelni cyfrowa. FACSVantage SE
jest nastgpca urzadzen lat 90 typu FACStar, FACStar Plus i FACSVantage. Ten
analogowo-cyfrowy instrument typu stream in air (analiza odbywa si¢ w powietrzu
W strumieniu cieczy wyplywajacym z dyszy o okreslonej $rednicy), moze wspoldzia-
la¢ z trzema laserami i rejestrowac¢ do 12 fluorescencji. Cisnienie ptynu moze by¢
regulowane w zakresie od 2,0 psi (przy dyszy o $rednicy 400 pm) do 60 psi z
uzyciem dyszy 70 um i opcji TurboSort umozliwiajacej sortowanie z predkoscia do
25 000 komorek/s. Uzycie opcji MacroSort pozwala na sortowanie komorek o
wielko$ci ok. 100 um, z predkoscia do 500 komorek/s. Do zbierania i obrobki danych
urzadzenie moze by¢ wyposazone w dwa zasadniczo rézniace si¢ systemy: analogo-
wy lub cyfrowy — FACSDiVa. W wersji analogowej kazdy z parametréw wzbu-
dzanych $wiattem lasera 488 nm moze by¢ uzyty jako ,,wyzwalacz pomiaru”
(trigger), a maksymalnie 8 parametrow moze by¢ analizowanych. Sygnaly ze skali
liniowej sa zamieniane na skalg logarytmiczna przy uzyciu analogowych wzmacniaczy
o zakresie 4 dekad. Kompensacja fluorescencji odbywa si¢ tylko sprzgtowo.
Parametry wysokosci, szerokos$ci i pola powierzchni piku sa zamieniane z analogo-
wych na cyfrowe przy uzyciu 10-bitowych konwerterow. W wersji analogowe;j
analiza danych (maksimum 16 parametréow) odbywa si¢ z uzyciem programu
CellQuest Pro na bazie komputerow Apple Macintosh wyposazonych w procesor
G4 Power PC. Opcja cyfrowa obrobki sygnalu (FACSDiVa) pozwala na uzycie
dowolnego parametru lub logicznej kombinacji dowolnych parametrow jako frigger.
Wszystkie parametry (maksimum 16) sa rejestrowane w skali liniowej (262 141
kanatéw) i cyfrowo zamieniane na 5-dekadowa skalg logarytmiczng przy uzyciu 18-
bitowej elektroniki. Kompensacja moze by¢ dokonywana zaréwno sprzgtowo, jak i
programowo po zebraniu danych. Analiza 36 parametrow odbywa si¢ w programie
FACSDiVa na komputerach Hewlett-Packard X 4000 w systemie Windows. Dzigki
wyeliminowaniu ,,czasu martwego” szybko$¢ analizy zwigkszyta si¢ do 100 000
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komorek/s. Zarowno w wersji analogowej, jak i cyfrowej mozliwe jest sortowanie
4 wybranych populacji komoérkowych, a ustawianie punktu tworzenia kropli (drop
delay) odbywa sig¢ bardzo szybko i precyzyjnie dzigki opcji AccuDrop. W opcji tej,
w trakcie bezposredniej obserwacji sortowania mikrokuleczek, drop delay dostoso-
wuje si¢ tak, aby wszystkie mikrokuleczki fluoryzujace w swietle dodatkowej diody
laserowej (umieszczonej powyzej probowek zbierajacych sortowane populacji)
kierowane byty do probowki. W przypadku, gdy czg¢$¢ mikrokuleczek jest kierowana
do probowki, a czes¢ do zlewek, drop delay nalezy skorygowac tak, aby wszystkie
mikrokuleczki byty kierowane do probowki. Dodatkowo, system usuwania aerozolu
(Aerosol Management Option) zabezpiecza operatora przed ewentualng kontami-
nacja materiatem zakaznym.

FACSAria, najnowszy cyfrowy cytometr sortujacy firmy BD wprowadzony na
rynek w grudniu 2002 r. jest dwu- lub trdjlaserowym sorterem o duzej szybkosci
sortowania, majacym unikalne rozwiazania techniczne eliminujace m.in. konieczno$é
adiustacji optyki przez operatora (jak to ma miejsce w innych sorterach kroplowych).
Jest to pierwszy 1 jak na razie jedyny sorter, w ktorym analiza komoérek odbywa
si¢ w kuwecie przeplywowej (a nie w powietrzu), co zwigksza czulos¢ pomiaru.
20 mW laser Saphire 488 nm (solid state) i 17 mW laser He-Ne 633 nm sa
na wyposazeniu w wersji podstawowej, a 20 mW diodowy laser fioletowy 407 nm
lub 10 mW laser 375 nm ,,near-UV” sa opcjonalne. Moga one by¢ wykorzystane
do wzbudzenia m.in. barwnika DAPI lub Hoechsta. Podobnie jak w LSR II,
FACSAria wyposazona jest w optyke $wiattowodowa, a sygnaty biegna do
poszczegdlnych detektorow rozmieszczonych po okregu w uktadzie oktagonalnym,
co umozliwia rejestracj¢ 8 parametrow (7 fluorescencji i side scatter) z lasera 488
nm i po 3 (¢rigon) parametry z pozostaltych dwoch laserow. FACSAria wykorzystuje
zmodyfikowany program FACSDiVa wspotpracujacy z komputerami PC w
srodowisku Windows XP. Wszystkie dane sa zbierane w skali linearnej (262 141
kanatéw) i cyfrowo zamieniane na 5-dekadowa skale logarytmiczna (analogicznie
jak w FACSDiVa). Komorki do analizy mozna podawaé¢ w kilku rodzajach probowek,
a igla transportujaca komorki jest omywana przez ptyn zar6wno wewnatrz, jak i na
zewnatrz, ograniczajac ryzyko przeniesienia komorek z poprzedniej probki. W trakcie
zbierania komorki sa ciagle mieszane, co zapobiega ich sedymentacji. Catkowita
nowoscig techniczna jest proces sortowania, ktory zachodzi po wyptynigciu komérek
z kuwety analizujacej. Jest to jakby potaczenie typowego analizatora o nieadiusto-
wanej optyce z sorterem kroplowym. Rowniez wymiarami FACSAria przypomina
bardziej analizatory niz duze urzadzenia sortujace. W pordéwnaniu z typowymi
sorterami tego typu catkowicie zmieniono ideg¢ tworzenia kropli. W zastosowanym
w FACSArii rozwiazaniu krople nie sa tworzone przez drgajaca z wysoka czgsto-
tliwoscia glowice, ale przez drgajacy strumien cieczy. Rzeczywisty punkt tworzenia
kropli jest ustawiany przy uzyciu systemu AccuDrop (analogicznie jak w FACSDiVa).
Proces sortowania (na dwie lub cztery populacje) odbywa si¢ pod ujemnym
ci$nieniem, zabezpieczajac operatora przed aerozolem i jest nadzorowany (opcja Sort
Watch) tak, aby w przypadku np. zatkania dyszy zabezpieczy¢ probowki z
sortowanymi komorkami przez odcigcie plynu i zastonigeie probowek. Maksymalna
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szybkos¢ sortowania to 60 000 komoérek/s przy cisnieniu ptynu 75 psi. Ze wzgledu
na brak koniecznosci adiustacji optyki, FACSAria moze by¢ obstugiwana przez mato
doswiadczonych adeptéw cytometrii.

2. Beckman Coulter

EPICS ALTRA to dwulaserowy instrument analogowy umozliwiajacy detekcje
do 8 parametréw: FSC, SSC i 6 fluorescencji dla wybranych barwnikéw: FITC,
PE, ECD (PE-Texas Red), PC5 (PE-Cy5), PC7 (PE-Cy7), APC i APC-Cy7.
Detektor kazdej fluorescencji moze by¢ uzyty do rejestracji sygnatow pochodzacych
z 2 roznych laserow. Oznacza to, ze pojedynczy fotopowielacz moze ,,zbiera¢” fluorescencje
wzbudzane przez rozne lasery, a pochodzace z barwnikow majacych bardzo podobne spektra
emisyjne (np. PE-Cy5 i APC). Wszystkie filtry sa tatwo wymienialne, bez koniecznosci
ponownej adiustacji optyki. Dodatkowymi parametrami moze by¢ czas, stosunek dwoch
fluorescencji (ratio) oraz pomiar czasu przeptywu (time of flight) umozliwiajacy rozréznienie
pojedynczych komorek od ich agregatow. Do inicjacji zbierania danych (#riggering) mozliwe
jest zastosowanie dowolnego parametru lub dwu i wigcej parametrow. Cisnienie ptynu
okrywowego moze by¢ regulowane w zakresie 0—15 psi w standardowym trybie pracy Iub
do 100 psi w opcji sortowania o duzej szybkosci (high speed sorting). Czgstos¢ generowania
kropli w opcji high speed wynosi 90-100 kHz. W opcji tej wysoka czystos¢ 1 duzy odzysk
sortowanych komorek uzyskuje si¢ przy predkosci sortowania nie przekraczajacej 20 000
komorek/s. Opcja SortLOCK monitoruje i utrzymuje drop delay na statym poziomie. Do
zbierania i analizy danych zapisanych w formacie FCS 2.0 Altra wykorzystuje pracujacy w
srodowisku Windows program EXPO32 (szczegdtowiej opisany przy analizatorze EPICS).
Kompensacja fluorescencji w uktadzie ,kazda z kazda” odbywa si¢ programowo. Dane
liniowe z maks. 1024 kanatow sa konwertowane do logarytmicznych przy uzyciu analogowych
wzmacniaczy. Do pomiaréw bezwzglednej liczby receptoréw wyrazonych jako ,,wiazanie
przeciwciat przez komorke” (Antibody Bound per Cell — ABC) lub ,,czasteczek
ekwiwalentow rozpuszczonego fluorochromu” (Molecules of Equivalent Soluble
Fluorophore — MESF) istnieje mozliwo$¢ przekonwertowania skali po analizie mikrokuleczek

standaryzujacych.

3. DakoCytomation (obecnie Beckman Coulter)

MoFlo (Modular Flow Cytometer) byl pierwszym komercyjnie dostgpnym
sorterem typu high speed wyposazonym w cyfrowo-analogowa elektronike.
Pierwotnie, jeszcze w wersji prototypowej zbudowany w Lawrence Livermore
National Laboratory przeznaczony byt do szybkiej izolacji chromosoméw, po
modernizacji stat si¢ urzadzeniem o wszechstronnym zastosowaniu. MoFlo to otwarty,
maksymalnie trojlaserowy system rozbudowywany w zaleznosci od potrzeb operatora
do 14 parametrow. Do wzbudzenia rejestracji sygnatow (frigger) mozliwe jest uzycie
logicznej kombinacji (i/lub) do 4 parametrow. Parametry wysokosci piku sa zamie-
niane z analogowych na cyfrowe przy uzyciu 16-bitowych konwerterow obejmu-
jacych 4096 kanatow fluorescencji (typowo w urzadzeniach analogowych 1024).
Cyfrowe przetworniki sygnatu (DSP) pozwalaja na programowa kompensacj¢ kazdej
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pary z 8 fluorescencji, korygujac btad konwersji sygnalu przez analogowe wzmacnia-
cze logarytmiczne o zakresie 4 dekad. Czgsto$¢ generowania kropli moze dochodzi¢
do 200 kHz, co daje mozliwo$¢ sortowania z maksymalng predkoscia 70 000
komorek/s. Proces sortowania na 2 lub 4 populacje jest nadzorowany przez system
SortMaster, ktéry dodatkowo automatycznie dostosowuje drop delay do optymalnej
warto$ci w trakcie sortowania. W sytuacji, kiedy system nie jest w stanie skorygo-
wacé zmian, tadowanie kropli zostaje wylaczone, a sygnat dzwigkowy informuje
operatora o koniecznosci interwencji. Podobnie jak w analizatorach CyAn akwizycja
i analiza danych odbywa si¢ w programie Summit pracujacym w $rodowisku
Windows NT, z mozliwo$cia kompensacji wszystkich par fluorescencji w czasie
rzeczywistym podczas akwizycji, jak 1 pdzniej podczas analizy. Analiza moze si¢
odbywac¢ rowniez off line na innych komputerach PC.

4. Cytopeia (obecnie BD Biosciences)

Zatozona na poczatku nowego stulecia nowa kompania oferuje modutowe sortery
InFlux z mozliwo$cia rozbudowy do 28 fluorescencji i szybko$cia sortowania do
100 000 komorek/s na 6 rdéznych populacji. Pracujacy w $rodowisku Windows NT
program przeznaczony jest do kontroli sortowania i ma raczej ograniczone mozliwosci
analizy. Logiczna kombinacja bramek dopuszcza uzycie 32 parametrow. Dobor zrodet
$wiatla oraz fotopowielaczy odbywa si¢ na zyczenie.

WYKORZYSTANIE CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ

Komercyjne analizatory stuza gtéwnie do celow diagnostyki klinicznej, ze szczeg6l-
nym uwzglednieniem diagnostyki onkohematologicznej (fenotypowanie komorek
biataczkowych i chtoniakowych, analiza profilu DNA komoérek nowotworowych w
trakcie chemioterapii, wykrywanie choroby resztkowej), oceny subpopulacji limfo-
cytow w réznego typu niedoborach immunologicznych (wrodzonych i nabytych —
W tym monitorowania poziomu limfocytow CD4 u pacjentdow zakazonych wirusem
HIV). Oprocz badan fenotypowych cytometria przeptywowa jest wykorzystywana
w diagnostyce immunologicznej do oceny funkcji komorek zernych umozliwiajac
diagnostyke zaburzen chemotaksji, fagocytozy czy produkcji rodnikéw tlenowych
(deficyt mieloperoksydazy, przewlekta choroba ziarniniakowa). Dzigki cytometrii
przeptywowej mozliwa jest rowniez diagnostyka niektorych schorzen autoimmuni-
zacyjnych, np. badanie obecnosci autoprzeciwciat przeciwptytkowych w matoptytko-
wosciach, badanie ekspresji antygenu CD95 i apoptozy komoérek w diagnostyce
autoimmunologicznego zespotu proliferacji limfocytow (ALPS) [2], a badanie
obecnosci antygenu HLA B27 moze ujawni¢ predyspozycje do okreslonych schorzen
autoimmunizacyjnych. W transplantologii cytometria przeptywowa znalazta zastoso-
wanie do oznaczania antygenéw HLA na powierzchni komorek dawcy i biorcy, do
oceny obecnosci w surowicy biorcy przeciwciat cytotoksycznych dla komorek dawcy
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(crossmatch). Kontrolne badania subpopulacji limfocytow u pacjentow po przeszcze-
pie daja informacj¢ o stanie uktadu immunologicznego i skutecznosci terapii immuno-
supresyjnej. W alergologii cytofluorymetryczna ocena stopnia degranulacji bazofilow
czy analiza poziomow limfocytoéw pomocniczych o fenotypie Thl i Th2 pozwala
oceni¢ skutecznos$¢ terapii odczulajacej. Rowniez w cytogenetyce dzieki wykorzysta-
niu cytometrii przeptywowe;j i techniki hybrydyzacji in situ (FISH) mozliwe si¢ stato
identyfikowanie mutacji chromosomalnych, jak np. mikrodelecji 22q11 w zespole
DiGeorge'a [6] czy chromosomu Filadelfia, wystgpujacego u ok. 95% chorych na
przewlekta biataczke szpikowa [4].

Coraz wigkszego znaczenia diagnostycznego nabiera informacja nie tylko o
obecnosci lub braku okreslonego markera komdrkowego, ale o jego gestosci na
powierzchni komorek. Analiza taka jest mozliwa po poroOwnaniu intensywnosci
fluorescencji badanych komorek z intensywnoscia swiecenia mikrokuleczek (beads)
sprzgzonych ze znana, ale ro6zna iloscia fluorochromu. Dzigki wprowadzeniu
technologii cyfrowej pomiar ggstosci markerow komorkowych stat sig¢ o wiele
doktadniejszy. Postep ten bez watpienia przyczyni si¢ do upowszechnienia badania
gestosci antygenow powierzchniowych w diagnostyce kliniczne;.

Niektore z komercyjnych cytometréw zostaly zaprojektowane do $cisle okreslonych
zastosowan, jak np. cytometry firm: Optoflow (MICROCYTE) i Fluid Imaging
Technologies, Inc. (FlowCAM) stuzace do detekcji, charakterystyki i zliczania
mikroorganizméw w wodzie; cytometry firm: Bentley Instruments (Somacount i
Bactocount), Delta Instruments b. v. (SomaScope i BactoScope) i FOSS Electric A/S
(Fossomatic i BactoScan) stuzace do detekcji komoérek somatycznych lub bakterii w
mleku; czy cytometr firmy Luminex pozwalajacy na ilosciowa oceng do 100 réznych
antygenow, przeciwciat lub oligonukleotydéw w pojedynczej probce na podstawie roznic
w intensywnosci fluorescencji polistyrenowych mikrokuleczek (beads).

Roéwnie szeroko cytometry analizujace sa wykorzystywane w laboratoriach
badawczych, gdzie stuza gléwnie do oceny ekspresji antygenéw powierzchniowych
1 wewnatrzkomoérkowych (cytokiny, hormony), oceny aktywnosci wielu enzymow
(kinazy, kaspazy), oceny ekspresji genéw lub mRNA dla réznych produktow
komorkowych (technika FISH).

Sortery, dzigki duzej wydajnosci sa wykorzystywane do izolacji bardzo rzadkich
komoérek, wystepujacych z czestoscia 10°-107, np. erytrocytow ptodowych w
krazeniu matki, komérek nowotworowych krazacych we krwi czy komorek mody-
fikowanych genetycznie. Cytofluorymetryczng separacje gamet meskich z chromo-
somem X od gamet z chromosomem Y wykorzystuje si¢ do zaptodnien pozaustro-
jowych, a sortowane komorki wysp Langerhansa i komorki macierzyste sa
wykorzystywane do przeszczepow.
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PODSUMOWANIE

Wspotczesna cytometria przeptywowa dzigki mozliwosciom wieloparametrowe;
analizy i cyfrowej obrobki sygnalow jest w stanie dostarczy¢ petniejsza charaktery-
styke badanych populacji komorkowych. Dzigki wykorzystaniu zjawiska przeniesienia
energii rezonansu (FRET — Fluorescence Resonanse Energy Transfer) i stworze-
niu calej gamy tandemdéw barwnikoéw (gtéwnie koniugatow barwnikéw cyjaninowych
(Cy) z fikoerytryna (PE) lub allofykocyjanina (APC), np. PE-Cy5, APC-Cy7,
znacznie powigkszyla si¢ lista fluorochroméw wzbudzanych $wiattem lasera
niebieskiego (488 nm). Ten ogromny postep na pewno przyczyni si¢ do jeszcze
szerszego wykorzystania cytometrii przeptywowej zar6wno w badaniach diagnostycz-
nych, jak i naukowych.

PODZIEKOWANIE

Powstanie tego opracowanie nie bytoby mozliwe bez monumentalnej monografii
autorstwa dr Howarda Shapiro Practical Flow Cytometry, wyd. 4. Wiley-Liss, 2003.
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