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Streszczenie: Ocena immunofenotypu komórek jest jedn¹ z wa¿nych metod umo¿liwiaj¹cych postawie-
nie w³a�ciwej diagnozy, a tak¿e wybór odpowiedniego schematu postêpowania w wielu schorzeniach
hematoonkologicznych. Poznanie prawid³owego obrazu hematopoezy jest niezwykle wa¿ne, poniewa¿
pozwala na okre�lenie odstêpstw od normy przy ocenie materia³u patologicznego. W pracy przedstawio-
no schemat zmian ekspresji antygenów na/w komórkach w trakcie procesu krwiotworzenia. Zapropono-
wano równie¿ schematy trzy-, cztero- i sze�ciokolorowej cytometrycznej analizy ekspresji antygenów
komórek bior¹cych udzia³ 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 skrótów: APC � allofikocyjanina � fluorochrom; APC-Cy7 � tandem fluorochromów � allofikocy-
janiny i cyjaniny 7; CD (cluster of differentiation) � antygeny ró¿nicowania  � nazwy (z numerami)
antygenów komórek ludzkich przyjête na kolejnych miêdzynarodowych warsztatach; cy (w z³o¿eniach,
od cytoplasmatic) � oznaczano zawarto�æ antygenu w cytoplazmie, wewn¹trzkomórkowo; FITC �
izotiocyjanian fluoresceiny � fluorochrom; FS (forward scatter) � pomiar ugiêcia wi¹zki lasera na brzegu
komórki � wielko�æ sygna³u zale¿na od wielko�ci komórki, HLA-DR (Human Leococytes Antigens) �
antygeny �zgodno�ci tkankowej� podzielone na klasy, antygeny DP, DQ, DR nale¿¹ do klasy II; MPO �
mielo-peroksydaza; PE-Cy5 � tandem fluorochromów � fikoerytryny i cyjaniny 5; PE- Cy7 � tandem
fluorochromów � fikoerytryny i cyjaniny 7; PerCP (Peridinin-chloro-phyll-protein) � fluorochrom; RPE
(PE) � fikoerytryna � fluorochrom; s (w z³o¿eniach od surface) � oznaczano obecno�æ antygenu na
powierzchni komórki; SS (side scatter) � pomiar rozproszenia wi¹zki lasera na strukturach komórki; TcR
� receptory limfocytów T (odpowiednio: αβ i γδ); TdT � Terminalna Transferaza Deoksynukleotydowa;
κ,λ  �  ³añcuchy lekkie immunoglobulin (odpowiednio kappa i lambda); µ � ³añcuch ciê¿ki immunoglobu-
liny M.
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WSTÊP

Proces hematopoezy odbywa siê w czasie ca³ego ¿ycia cz³owieka. Ju¿ w kilka
tygodni od zap³odnienia pojawiaj¹ siê wianuszkowato u³o¿one wysepki krwio-
tworzenia, w których centralne miejsce zajmuj¹ pierwotne erytroblasty. Od 6 do 8
tygodnia ¿ycia p³odowego siedliskiem komórek krwiotwórczych staje siê w¹troba.
Okres w¹trobowy trwa zazwyczaj a¿ do porodu. Od 4 miesi¹ca ¿ycia p³odowego
szpik kostny przejmuje powoli  funkcje producenta elementów morfotycznych krwi.
W okresie oko³oporodowym szpik jest ju¿ w zasadzie wy³¹cznym �ród³em komórek
macierzystych wszystkich krwinek i g³ównym �ród³em prekursorów limfocytów. Stan
ten utrzymuje siê, a proces hematopoezy poza szpikiem dotyczy równie¿ innych
narz¹dów: grasicy, �ledziony, wêz³ów limfatycznych [29, 32, 37].

Czas ¿ycia komórek krwi wynosi od jednego dnia (granulocyty) do kilku lat
(komórki pamiêci), konieczne wiêc jest sta³e dostarczanie nowych krwinek do obiegu.
W zwi¹zku z ci¹g³ym zapotrzebowaniem w szpiku wystêpuj¹ komórki ró¿nych linii
w ró¿nych stadiach dojrzewania. Obecno�æ tych komórek wykazywano przy pomocy
ró¿nicowania morfologicznego [26], jednak dotyczy³o to ju¿ komórek ukierunko-
wanych. Najlepiej ró¿nicowanie komórek krwi od najmniej dojrza³ych mo¿na
zobrazowaæ przy pomocy oceny ekspresji antygenów powierzchniowych i wewn¹trz-
komórkowych. Najwygodniejszym narzêdziem do oceny ekspresji antygenów na/w
komórkach jest cytometr przep³ywowy pozwalaj¹cy równie¿ na okre�lenie ró¿nicu-
j¹cych cech fizycznych komórek (wielko�æ, obecno�æ struktur wewn¹trzkomór-
kowych) [2, 15, 16, 25, 38]. Poznanie prawid³owego obrazu hematopoezy jest
niezwykle wa¿ne, poniewa¿ pozwala na okre�lenie odstêpstw od normy przy ocenie
materia³u patologicznego. Nale¿y z du¿ym naciskiem podkre�liæ, ¿e dla uzyskania w
pe³ni wiarygodnego wyniku (szczególnie je�li ma on byæ podstaw¹ diagnozy i leczenia)
badanie cytometryczne nie mo¿e obyæ siê bez analizy rozmazu komórkowego.

KOMÓRKI MACIERZYSTE

Funkcjonalnie komórki macierzyste s¹ identyfikowane jako komórki multipoten-
cjalne, zdolne do samoodtwarzania oraz ukierunkowanego zapotrzebowaniem
ró¿nicowania siê we wszystkie linie komórek krwi (zreszt¹ nie tylko krwi). Obie te
cechy s¹ unikalne dla tych pierwotnych komórek, tym nie mniej nie pozwalaj¹ na
wyodrêbnienie ich spo�ród innych. Równie¿ morfologicznie komórki macierzyste nie
s¹ odró¿nialne od limfocytów. Jedyn¹ metod¹ wyró¿nienia komórek macierzystych
jest okre�lenie ich struktury antygenowej. Ze wzglêdu na niewielki odsetek tych
komórek (zazwyczaj poni¿ej 1% mononuklearów krwi obwodowej i 5% w szpiku)
metod¹ pozwalaj¹c¹ wydajnie oceniæ te komórki jest cytometria przep³ywowa.
Antygenem charakterystycznym dla tej grupy jest antygen CD34. Dodatkowym
kryterium jest brak ekspresji antygenów w³a�ciwych dla komórek ukierunkowanych:
CD7, CD10, CD13, CD19, CD33, CD71 (zwi¹zek tych antygenów z odpowiednimi
liniami komórek jest przedstawiony poni¿ej) [10, 14].
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LINIE KOMÓREK

Linia mieloidalna

Komórki linii mieloidanej (ryc. 2) charakteryzuj¹ siê pojawianiem siê antygenów CD13,
CD33, CD117 oraz HLA-DR. We wczesnym stadium ukierunkowania, komórki te
zachowuj¹ jeszcze antygen CD34. Na tym etapie nie mo¿na immunologicznie odró¿niæ

RYCINA 1. Schemat prawid³owej hematopoezy
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RYCINA 3. Erytropoeza RYCINA 4. Dojrzewanie p³ytek

RYCINA 2. Rozwój komórek linii mieloidalej
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mieloblastów (prekursorowe komórki granulocytarne) [1, 5, 8, 33] od monoblastów
(prekursorowe komórki monocytarne). Wa¿nym parametrem ró¿nicuj¹cym w badaniu
cytometrycznym jest warto�æ SS (side scatter, rozproszenie �wiat³a pod k¹tem 90o).
Monocyty i ich prekursory maj¹ ni¿szy SS od granulocytów i ich prekursorów [18, 34, 36].

Linia erytroidalna

Komórki linii erytroidalnej (ryc. 3) charakteryzuj¹ siê wraz z rozwojem stopniow¹ zmian¹
wielko�ci oraz utrat¹ j¹dra. Proerytroblasty wywodz¹ce siê z komórek macierzystych, podobnie
jak komórki linii mieloidalnej wykazuj¹ wczesn¹ ekspresjê antygenu CD117, nastêpnie CD36.
S³aba ekspresja CD45 zanika wraz z utrat¹ j¹dra. Najbardziej charakterystycznymi antygenami
s¹ CD71 (receptor transferyny) i CD235a (Glikoforyna A) [3, 9, 18, 19].

Linia megakariocytarna

Linia megakariocytarna (ryc. 4) ró¿nicuje siê z komórek CD34+, CDw123+ pod
wp³ywem czynników wzrostowych, komórki dojrzewaj¹c nabywaj¹ glikoprotein
powierzchniowych CD61, CD41 [3, 18, 23, 24, 37].

Linia limfoidalna

Komórki linii limfoidalnej (ryc. 5) stanowi¹ najwcze�niej wyró¿niaj¹c¹ siê z komórek
macierzystych i najbardziej ró¿norodn¹ antygenowo grupê. Dojrzewanie limfocytów B i
ich prekursorów zachodzi w szpiku [4, 11, 27, 30, 31], natomiast poza wczesnym etapem
szpikowym, dojrzewanie limfocytów  T odbywa siê w grasicy [12, 13, 35], a komórek
NK (najprawdopodobniej) w wêz³ach ch³onnych [6, 7]. Pocz¹tkowo wszystkie komórki
linii limfoidalnej charakteryzuj¹ siê obecno�ci¹ antygenu CD34 oraz wewn¹trz-
komórkowego TdT, dopiero pó�niej pod wp³ywem ró¿nych cytokin komórki ró¿nicuj¹
siê i przechodz¹ swoiste fazy dojrzewania [18, 20,  21, 22].

PROPOZYCJA KOMBINACJI PRZECIWCIA£
DO OZNACZANIA KOMÓREK HEMATOPOETYCZNYCH

Na zakoñczenie pozwalamy sobie przedstawiæ w tabelach 1a, b i c propozycje
ró¿nych kombinacji przeciwcia³ sprzêgniêtych z fluorochromami, przydatne w
oznaczaniu prawid³owej hematopoezy i patologii. W zale¿no�ci od posiadanego
sprzêtu mo¿na u¿yæ zestawów trzy, cztero- lub sze�ciokolorowych. Oczywi�cie
wprawny diagnosta poradzi sobie równie¿ u¿ywaj¹c zestawów dwukolorowych,
jednak wystêpuje wyra�na tendencja do zwiêkszania liczby barwników, poniewa¿
zwiêksza to nies³ychanie informacje uzyskane o komórkach, a tym samym pra-
wid³ow¹ diagnozê [17, 18, 28].
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RYCINA 5. Rozwój komórek linii limfoidalnej
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Wraz z rozwojem techniki laserowej (pojawiaj¹ siê coraz tañsze i trwalsze lasery
diodowe/fazy sta³ej) oraz udoskonalaniem oprogramowania, cytometria przep³ywowa
staje siê coraz wygodniejszym i prostszym narzêdziem do oznaczania i analizy
populacji i subpopulacji komórek hematopoetycznych.
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