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Streszczenie: Ocena immunofenotypu komorek jest jedna z waznych metod umozliwiajacych postawie-
nie wlasciwej diagnozy, a takze wybor odpowiedniego schematu postgpowania w wielu schorzeniach
hematoonkologicznych. Poznanie prawidlowego obrazu hematopoezy jest niezwykle wazne, poniewaz
pozwala na okreslenie odstgpstw od normy przy ocenie materialu patologicznego. W pracy przedstawio-
no schemat zmian ekspresji antygendw na/w komorkach w trakcie procesu krwiotworzenia. Zapropono-
wano réwniez schematy trzy-, cztero- i szesciokolorowej cytometrycznej analizy ekspresji antygenow
komorek bioracych udzial w normalnej hematopoezie.

Summary: Immunophenotyping is a significant method for hematooncology diseases diagnosis and treat-
ment. The knowledge about normal hematopoiesis enables the estimation of aberrant antigens patterns in
pathological specimen. In this paper the authors are presenting immunophenotypic differentiation pat-
terns in normal hematopoiesis. A three-, four-, and six color flow cytometry analysis scheme of antigens
expression have also been proposed.

Wykaz skrotow: APC — allofikocyjanina — fluorochrom; APC-Cy7 — tandem fluorochroméw — allofikocy-

janiny i cyjaniny 7; CD (cluster of differentiation) — antygeny ro6znicowania — nazwy (z numerami)
antygenow komorek ludzkich przyjete na kolejnych migdzynarodowych warsztatach; ¢y (w ztozeniach,
od cytoplasmatic) — oznaczano zawartos¢ antygenu w cytoplazmie, wewnatrzkomorkowo; FITC —
izotiocyjanian fluoresceiny — fluorochrom; FS (forward scatter) — pomiar ugigcia wiazki lasera na brzegu
komorki — wielkos¢ sygnatu zalezna od wielkos$ci komorki, HLA-DR (Human Leococytes Antigens) —
antygeny ,,zgodnosci tkankowej” podzielone na klasy, antygeny DP, DQ, DR naleza do klasy II; MPO —
mielo-peroksydaza; PE-Cy5 — tandem fluorochroméw — fikoerytryny i cyjaniny 5; PE- Cy7 — tandem
fluorochromoéw — fikoerytryny i cyjaniny 7; PerCP (Peridinin-chloro-phyll-protein) — fluorochrom; RPE
(PE) — fikoerytryna — fluorochrom; s (w ztozeniach od surface) — oznaczano obecno$¢ antygenu na
powierzchni komorki; SS (side scatter) — pomiar rozproszenia wiazki lasera na strukturach komorki; TeR
—receptory limfocytow T (odpowiednio: af3 i yd); TdT — Terminalna Transferaza Deoksynukleotydowa;
KA — tancuchy lekkie immunoglobulin (odpowiednio kappa i lambda); P — tancuch cigzki immunoglobu-
liny M.
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WSTEP

Proces hematopoezy odbywa si¢ w czasie calego zycia czlowieka. Juz w kilka
tygodni od zaplodnienia pojawiaja si¢ wianuszkowato utozone wysepki krwio-
tworzenia, w ktérych centralne miejsce zajmuja pierwotne erytroblasty. Od 6 do 8
tygodnia zycia ptodowego siedliskiem komorek krwiotworczych staje si¢ watroba.
Okres watrobowy trwa zazwyczaj az do porodu. Od 4 miesiaca zycia ptodowego
szpik kostny przejmuje powoli funkcje producenta elementéw morfotycznych krwi.
W okresie okotoporodowym szpik jest juz w zasadzie wytacznym zrédlem komorek
macierzystych wszystkich krwinek i gléwnym zrodlem prekursorow limfocytow. Stan
ten utrzymuje si¢, a proces hematopoezy poza szpikiem dotyczy réwniez innych
narzadow: grasicy, §ledziony, wezlow limfatycznych [29, 32, 37].

Czas zycia komorek krwi wynosi od jednego dnia (granulocyty) do kilku lat
(komorki pamigci), konieczne wige jest state dostarczanie nowych krwinek do obiegu.
W zwiazku z ciaglym zapotrzebowaniem w szpiku wystepuja komorki réznych linii
w roznych stadiach dojrzewania. Obecno$¢ tych komorek wykazywano przy pomocy
roznicowania morfologicznego [26], jednak dotyczyto to juz komoérek ukierunko-
wanych. Najlepiej roznicowanie komodrek krwi od najmniej dojrzalych mozna
zobrazowac przy pomocy oceny ekspresji antygendw powierzchniowych i wewnatrz-
komorkowych. Najwygodniejszym narzgdziem do oceny ekspresji antygenow na/w
komorkach jest cytometr przeplywowy pozwalajacy rowniez na okreslenie roznicu-
jacych cech fizycznych komorek (wielko$¢, obecnos¢ struktur wewnatrzkomor-
kowych) [2, 15, 16, 25, 38]. Poznanie prawidtowego obrazu hematopoezy jest
niezwykle wazne, poniewaz pozwala na okreslenie odstgpstw od normy przy ocenie
materiatu patologicznego. Nalezy z duzym naciskiem podkresli¢, Zze dla uzyskania w
pehi wiarygodnego wyniku (szczegodlnie jesli ma on by¢ podstawa diagnozy i leczenia)
badanie cytometryczne nie moze oby¢ si¢ bez analizy rozmazu komorkowego.

KOMORKI MACIERZYSTE

Funkcjonalnie komorki macierzyste sa identyfikowane jako komoérki multipoten-
cjalne, zdolne do samoodtwarzania oraz ukierunkowanego zapotrzebowaniem
roznicowania si¢ we wszystkie linie komorek krwi (zreszta nie tylko krwi). Obie te
cechy sa unikalne dla tych pierwotnych komorek, tym nie mniej nie pozwalaja na
wyodrgbnienie ich sposrod innych. Rowniez morfologicznie komoérki macierzyste nie
sa odroznialne od limfocytéw. Jedyna metoda wyrdznienia komorek macierzystych
jest okreslenie ich struktury antygenowej. Ze wzgledu na niewielki odsetek tych
komorek (zazwyczaj ponizej 1% mononuklearéw krwi obwodowej i 5% w szpiku)
metoda pozwalajaca wydajnie oceni¢ te komorki jest cytometria przeplywowa.
Antygenem charakterystycznym dla tej grupy jest antygen CD34. Dodatkowym
kryterium jest brak ekspresji antygenow wtasciwych dla komorek ukierunkowanych:
CD7, CD10, CD13, CD19, CD33, CD71 (zwiazek tych antygendéw z odpowiednimi
liniami komorek jest przedstawiony ponizej) [10, 14].
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RYCINA 1. Schemat prawidtowej hematopoezy

LINIE KOMOREK

Linia mieloidalna

Komorki linii mieloidanej (ryc. 2) charakteryzuja si¢ pojawianiem si¢ antygenow CD13,
CD33, CDI117 oraz HLA-DR. We wczesnym stadium ukierunkowania, komorki te
zachowujq jeszcze antygen CD34. Na tym etapie nie mozna immunologicznie odréznié
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mieloblastow (prekursorowe komorki granulocytarne) [1, 5, 8, 33] od monoblastow
(prekursorowe komorki monocytarne). Waznym parametrem roznicujacym w badaniu
cytometrycznym jest warto$¢ SS (side scatter, rozproszenie $wiatla pod katem 90°).
Monocyty i ich prekursory maja nizszy SS od granulocytow i ich prekursorow [18, 34, 36].

Linia erytroidalna

Komorki linii erytroidalnej (ryc. 3) charakteryzuja si¢ wraz z rozwojem stopniowa zmiana
wielkosci oraz utrata jadra. Proerytroblasty wywodzace si¢ z komorek macierzystych, podobnie
jak komorki linii mieloidalnej wykazuja wezesna ekspresjg antygenu CD117, nastgpnie CD36.
Staba ekspresja CD45 zanika wraz z utrata jadra. Najbardziej charakterystycznymi antygenami
sq CD71 (receptor transferyny) i CD235a (Glikoforyna A) [3, 9, 18, 19].

Linia megakariocytarna

Linia megakariocytarna (ryc. 4) réznicuje si¢ z komorek CD34+, CDw123+ pod
wplywem czynnikow wzrostowych, komorki dojrzewajac nabywaja glikoprotein
powierzchniowych CD61, CD41 [3, 18, 23, 24, 37].

Linia limfoidalna

Komorki linii limfoidalnej (ryc. 5) stanowia najwczes$niej wyrozniajaca si¢ z komorek
macierzystych i najbardziej réznorodna antygenowo grupe. Dojrzewanie limfocytow B i
ich prekursoréw zachodzi w szpiku [4, 11, 27, 30, 31], natomiast poza wczesnym etapem
szpikowym, dojrzewanie limfocytow T odbywa si¢ w grasicy [12, 13, 35], a komorek
NK (najprawdopodobniej) w wezlach chtonnych [6, 7]. Poczatkowo wszystkie komorki
linii limfoidalnej charakteryzuja si¢ obecnoscia antygenu CD34 oraz wewnatrz-
komoérkowego TdT, dopiero pozniej pod wptywem réznych cytokin komorki réznicuja
si¢ 1 przechodza swoiste fazy dojrzewania [18, 20, 21, 22].

PROPOZYCJA KOMBINACIJI PRZECIWCIAL
DO OZNACZANIA KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH

Na zakonczenie pozwalamy sobie przedstawi¢ w tabelach la, b i ¢ propozycje
roznych kombinacji przeciwciat sprzggnigtych z fluorochromami, przydatne w
oznaczaniu prawidlowej hematopoezy i patologii. W zaleznosci od posiadanego
sprze¢tu mozna uzy¢ zestawoOw trzy, cztero- lub szesciokolorowych. Oczywiscie
wprawny diagnosta poradzi sobie rowniez uzywajac zestawow dwukolorowych,
jednak wystepuje wyrazna tendencja do zwigkszania liczby barwnikow, poniewaz
zwigksza to niestychanie informacje uzyskane o komoérkach, a tym samym pra-
widtowa diagnozg [17, 18, 28].
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TABELA 1a. Trzykolorowa kombinacja przeciwciat [28]

Proponowane fluorochromy Informacja uzyskana w trakcie badania
FITC R-PE PerCP albo
R-PE-Cy5
HLA-DR CD14 CD45 Bramka kontrolna, komorki niedojrzalte
CD8 CDh4 CD3 Subpopulacje dojrzatych limfocytow T
TcRy/d TcRa/pB CD2 Subpopulacje limfocytow T
CD10 CD5 CD19 Komoérki B (dojrzate i niedojrzale)
CDw65 CD33 CDo4 Dojrzewanie komorek mieloidalnych
CD7 CDs56 CD13 Niedojrzate komorki mieloidalne, limfocyty T
CDol CD117 CD34 Roéznicowanie megakariocytow, niedojrzate
komorki mieloidalne
CD235a CDla CD45 Erytroblasty, niedojrzate limfocyty T
SK sA CD19 Klonalno$¢ dojrzalych limfocytow B
slgM CD15 CD22 Dojrzewanie limfocytoéw B i komorek mieloidalnych
TdT cyCD22 cyCD3 Niedojrzate limfocyty B i T
MPO Laktoferyna ~ |CD34 Wezesne komorki mieloidalne

TABELA 1b. Czterokolorowa kombinacja przeciwciat (wg [18])

Proponowane fluorochromy Informacja uzyskana w trakcie badania
FITC PE PerCP APC
TdT CD20 CD19 CD10 Dojrzewanie i roznicowanie limfocytow B
CD45 CD34 CDI9 CD22
cylg 1 sIgM CD20 CDI10
s K s A CD20 CD10
CD34 CD117 CD45 CD13.33 | Réznicowanie i dojrzewanie
monocytow/granulocytow

CD14 CD33 CD45 CD34 RozZnicowanie i1 dojrzewanie monocytow
CD36 CD64 CD14 CD34

alboCD4 alboCD68
CDl16 CD13 CD45 CDl11b Roéznicowanie 1 dojrzewanie granulocytow
CD71 CD235a |CD45 CDI117 Dojrzewanie erytroblastow
CD2 CD5 CD3 CD7 Dojrzewanie i réznicowanie limfocytow T
CD4 CD8 CD3 HLA-DR
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TABELA 1c. Sze$ciokolorowa kombinacja przeciwcial

Proponowane fluorochromy Informacja uzyskana w trakcie
badani

FITC PE PerCP |PE-Cy7 |APC | APC-Cy7 | @™

CD3 CDI16.56 |CD45 |CDI19 |- - Analiza ilo$ciowa limfocytow T,

limfocytow B, komérek NK

CDI15 CD13 CD45 |CD16 |CDl1lb |CD14 Rozktad leukocytow

CD2 CD56 CD3 CD7 CD5 CDS8 Analiza populacji limfocytow T
CD27 CD45RA |CD3 CD4 CD45RO |CD8 Limfocyty T: dziewicze/pamigci
CD28 CD197 |CD3 CD8 CD45RO |CD27 Limfocyty T: dziewicze/pamigci
TCRaf |TCRYyd |CD3 CD4 CD25 CD8 Limfocyt T: af/yd, Limfocyty T reg
CD%4 CDl16 CD3 CD56 |CD8 CD2 Komorki NK

CD57 Perforyna |CD3 CD16 |HLA-DR |CD8 Limfocyty T:
cytotoksyczne/aktywowane

CD57 CD38 CD3 CD69 |HLA-DR |CDS8 Limfocyty T aktywacja

V24 At CD3 CD56 |CD4 CD8 Komoérki NK, Limfocyty T

Smlg x SmigA |CD19 |CD21 |CD22 CD81 Limfocyty B

CDs5 CD38 CD19 |CD21 |CD10 CD20 Réznicowanie limfocytow B:

SmigD CD23 CD19 |[CD21 |SmigM |CD27 Limfocyty B strefy brzeznej /pamigci

SmigA SmlgG CD19 |CD40 |SmigM |CD27 Limfocyty B przelaczenie klas Ig

Wraz z rozwojem techniki laserowej (pojawiaja si¢ coraz tansze i trwalsze lasery
diodowe/fazy statej) oraz udoskonalaniem oprogramowania, cytometria przeptywowa
staje si¢ coraz wygodniejszym 1 prostszym narzedziem do oznaczania i analizy
populacji i subpopulacji komérek hematopoetycznych.
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