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Flow cytometry as a novel method for diagnosis and prognosis of diseases

Summary

The article presents basic principles of flow cytometry (FCM), which is a highly advanced technology based
on measuring physical and chemical parameters such as: light scatter at different angles and fluorescence.
The essential principle of flow cytometry is identifying cell surfaces and intracellular antigens using specific
monoclonal antibodies conjugated with fluorochromes. Cells labeled with fluorochromes pass through the
flow chamber and, when exposed to the laser beam, they emit and scatter light, causing alterations in the
intensity of the light. Light scatter and fluorescence is measured at the same moment. Light signals are
converted into digital signals by a photomultiplier system and analyzed by computer. Flow cytometer and
computer software provide multiparameter qualitative and quantitative analysis of single cells in a quick,

precise and repeatable manner.
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Cytometria przeptywowa (FCM-flow cytometry) jako
metoda badawcza znana jest od ponad 30 lat, jednak do-
piero w ostatnich 10 latach jest powszechnie stosowana
nie tylko w laboratoriach naukowych, ale réwniez stata
si¢ niezbedna w rutynowej diagnostyce klinicznej. Me-
toda ta jest wysoce zaawansowana technologia oparta
na pomiarze parametréw fizycznych i chemicznych, ta-
kich jak: ugigcie i rozproszenie §wiatta oraz fluorescen-
cja. Cytometr przeptywowy wraz z oprogramowaniem
komputerowym zapewnia wieloparametrowa oceng ilo$-
ciowa oraz jakosciowa pojedynczych komorek w spo-
sob szybki, precyzyjny i powtarzalny. Ogolna zasada
cytometrii przeptywowej polega na identyfikowaniu
antygenow powierzchniowych lub wewnatrzkomorko-
wych przy uzyciu swoistych przeciwcial monoklonal-
nych sprz¢zonych z flourochromami. Znakowane fluoro-
chromami komorki przeptywajac przez komorg pomia-
rowa, sa naswietlane wiazka laserowa, a nastgpnie roz-
praszaja i emituja $wiatto, powodujac zmiany jego nate-
zenia. Mierzone jest jednocze$nie rozproszenie Swiatla
oraz wzbudzone $wiatto emitowane przez fluorochro-
my. Impulsy $wietlne przetwarzane sa na impulsy elek-
tryczne w systemie fotopowielaczy, a nastgpnie analizo-
wane za pomoca komputera (1, 4, 10, 12).

Cytometria przeplywowa jest metoda badawcza umoz-
liwiajaca dokonanie charakterystyki populacji pojedyn-
czych komoérek w zawiesinie. Moga to by¢ komorki krwi,
komorki niezwiazane z podtozem w ptynach tkankowych
lub komorki tkanek 1 narzadow celowo uwolnione z ota-
czajacej je substancji miedzykomorkowej. Gtowna za-

leta cytometrii przeptywowej jest prowadzenie badan
z wykorzystaniem niewielkich probek materiatu i dos¢
czesto bez ich wstepnej obrobki, a takze mozliwos¢ jed-
noczesnego identyfikowania cytoplazmatycznych i po-
wierzchniowych markerow komorkowych. Podstawowe
wiasciwosci komorek, ktére moga by¢ okreslone przy
uzyciu cytometrii przeptywowej to m.in.: ich wielkos¢,
molekularna ztozonos$¢ budowy, zawartos¢ DNA i RNA,
ekspresja okreslonych biatek powierzchniowych i we-
wnatrzkomorkowych (1, 5, 8, 11).

Budowa i zasady dziatania cytometru

Cytometr przeptywowy jest ztozonym aparatem po-
miarowym, w ktérym mozna wyrozni¢ trzy gldwne ukta-
dy, takie jak: hydrauliczny, optyczny i elektroniczny.
Uktad hydrauliczny dostarcza zawiesing badanych ko-
morek do komory pomiarowej. W czasie przechodzenia
przez komorg zawiesina komodrek otoczona jest izoto-
nicznym ptynem ostonowym (sheath fluid) 1 przeptywa
rownomiernie, co zapobiega zlepianiu si¢ komorek (1, 8).
Konstrukcja cytometru zapewnia laminarny przeptyw
komorek i ich dostatecznie niskie stezenie, tak, aby prze-
ptywaly one pojedynczo, doktadnie w §rodku kanatu. Na
komorki przeptywajace przez komorg pada prostopadle
do kierunku ich przeptywu wiazka swiatta (ryc. 1). Naj-
czg$ciej stosowane zrodto §wiatla to lasery emitujace fale
swietlne o okreslonej dlugos$ci, np. argonowy (488 nm),
kryptonowy lub helowo-neonowy (4, 8, 10). W pierw-
szych cytometrach (np. ICP, Phywe) wiazke $wiatta
produkowaty lampy rteciowe, ktore obecnie sa rzadko
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Swiatta lasera pod katem prostym na Rye. 1. Schemat budowy cytometru przeplywowego (wg Brown i Wittwer)

btonie komodrkowe;j 1 strukturach we-
wnatrzkomorkowych (SS-side scatter,
RS-right-angle scatter) umozliwia wy-
krycie ziarnisto$ci komorki (ryc 3) (7.
Jezeli komorki zostaty wezesniej wyznakowane barw-
nikami fluorescencyj nyrm mierzona jest takze intensyw-
nos¢ fluorescencji zwiazanej z komorka (6, 8). Swiatto
lasera powoduje przesunigcie elektronow na bardziej
zewngtrzng orbitg atomu, o mniejszej energii (wigkszej
dhugosci fali w poréwnaniu z dlugoscia fali zrodta §wiat-
ta). Fluorescencja o okreslonej dtugosci fali pojawia si¢
na skutek powrotu elektrondw na pierwotna orbitg. Je-
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Ryec. 3. Schemat rozpraszania §wiatla w bok (SS) przez bada-
ne komorki

Objasnienia: 1 — detektor $wiatla rozproszonego pod katem 90° (SS), 2-4 — detektory

zeli zrodtem Swiatla jest laser argonowy, tak jak w wigk-
szosci cytometrow, zwiazki uzywane do znakowania
fluorescencyjnego (fluorochromy) powinny posiadac
maksima absorpcji w tym zakresie fali (7, 10).

Swiatlo o roznych dtugosciach fali zostaje rozdzielo-
ne za pomoca specjalnych filtrow, a nastgpnie skierowa-
ne do czujnikow (detektorow), ktore sa czegscia uktadu
elektronicznego. Te czujniki to w wigkszosci fotopowie-
lacze (PMTs-photomultiplier tubes). Fotopowielacz prze-
ksztatca falg Swietlna w impuls elektryczny. Impuls ten
jest wzmacniany na rézne sposoby w celu uzyskania
bardziej czytelnych wynikoéw. Zastosowanie wzmocnie-
nia czg¢sto jest powodem powstawania dodatkowych
impulséw, ktére pochodza zwykle z zanieczyszczen.
Celem wyeliminowania tych sygnalow mozna ustawié¢
minimalng wysoko$¢ impulsu dla jednego z sygnatow,
tak zwany dyskryminator. Ustawianie wartosci progo-
wej (dyskryminatora) pozwala operatorowi ustawi¢ nu-
mer (poziom) kanatu, ponizej ktérego informacje nie
beda przetwarzane. Dyskryminator dla FS moze by¢ uzy-
ty do wyeliminowania zanieczyszczen z analizy. Uzycie
dyskryminatora na wykresie intensywnosci fluorescen-
cji eliminuje staba, niespecyficzna fluorescencje. Zasto-
sowanie dyskryminatora czg¢sto znacznie poprawia otrzy-
mane rezultaty (8). Impulsy emitowane przez czastecz-
ki, ktore znajda si¢ powyzej poziomu dyskryminatora
zostaja skonwertowane w warto$ci numeryczne zwane
kanatami, ktorych liczba okresla rozdzielczo$¢ cytome-
tru. Dzigki temu wszystkie zmierzone parametry komorki
(FS, SS, intensywnos¢ fluorescencji w kazdym zakresie
widma) moga zosta¢ zarejestrowane w pamigci kompu-
tera.

Przygotowanie probek do analizy cytometrycznej

Technika cytometrii przeplywowej bada si¢ jedynie
komorki, ktore znajduja si¢ w zawiesinie. Dlatego tez
najdogodniejszym materiatem do badan sa komorki krwi,
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ptynow ustrojowych oraz niektorych linii komérkowych
stosowanych w badaniach in vitro. W przypadku koniecz-
nosci analizy komoérek zawartych w tkankach litych po-
brany material biologiczny nalezy doktadnie rozdrobnic,

tak zeby uzyskaé pOJedyncze 1 nieuszkodzone komorki
(2, 3). Kolejnym waznym etapem jest wlasciwe przygo-
towanie proby do analizy cytometrycznej, szczegdlnie
gdy oceniane sa funkcje komérkowe. Procedura pobra-
nia i przygotowania proby jest zalezna od typu komoérek
1 sposobu ich analizy. Krew do analizy cytometrycznej
nalezy pobra¢ do probowek zawierajacych antykoagu-
lanty, takie jak: EDTA, cytrynian sodowy lub sole he-
paryny. W cytometrii przeplywoweJ najbardziej miaro-
dajne wyniki uzyskuje sig, badajac materiat biologiczny
bezposrednio po pobraniu. Niekiedy istnieje koniecznos¢
przechowania pobranych probek przez krotki czas. Wow-
czas w celu otrzymania obiektywnych wynikéw badana
probe nalezy przechowywac tak, aby komorki nie uleg-
ty degeneracji, poniewaz komorki martwe lub uszkodzo-
ne maja zmienione wtasciwosci i inaczej rozpraszaja
swiatlo, czego efektem jest zmiana parametrow FS 1 SS.
Ponadto takie komoérki moga niespecyficznie wiazad
przeciwciata monoklonalne i by¢ przyczyna otrzymywa-
nia falszywych wynikéw. Celem uniknigcia takich prob-
lemow, krew nalezy przechowywac¢ w temperaturze 4°C
1 bada¢ w ciagu 4 godzin po pobraniu lub po odpowied-
nim jej utrwaleniu dokona¢ analizy w ciagu kilku dni
(1, 3).

Wymagana do analizy objgtos¢ krwi wynosi zazwy-
czaj 100 pl, a sposob jej przygotowania do oznaczenia
antygenow powierzchniowych lub wewnatrzkomorko-
wych dla okreslonych populacji leukocytoéw jest podob-
ny. W tym celu komorki inkubuje si¢ przez 30-60 minut
ze znakowanym fluorochromem przeciwciatem mono-
klonalnym w ilosci 10-20 pl, skierowanym przeciwko
interesujacemu nas antygenowi komorkowemu. Niekie-
dy komorki po inkubacji ptucze sig, w celu pozbycia sig
nadmiaru niezwiazanego z komoérkami przeciwciata.
Z reguly odptukiwanie nadmiaru przeciwciata jest zbed-
ne, gdyz cytometr rejestruje jedynie fluorescencj¢ zwia-
zang z komorka. Skraca to czas przygotowania probki
do analizy cytometryczne;.

W celu zidentyfikowania badanych komoérek stosuje
si¢ odpowiednie zwiazki znakowane fluorochromami,
albo same barwniki fluorescencyjne. Przy oznaczaniu
antygenow powierzchniowych lub badaniu metabolizmu
komorek, mozna uzywa¢ materiatu nie utrwalonego.
Natomiast, aby oznaczy¢ zawartos¢ DNA lub biatek cy-
toplazmatycznych w komorce wowczas nalezy ja utrwa-
1i¢ przy uzyciu m.in. paraformaldehydu, prostaglandyny
E, lub obnizenia pH do 6,5 (1, 8). Jednakze utrwalanie
komérek moze wptywaé w sposob zasadniczy na wigza-
nie si¢ ich antygenow z okreslonym przeciwcialem, a tym
samym prowadzi¢ do uzyskania niemiarodajnych wyni-
kow.

W cytometrii przeplywowej wazne jest wlasciwe do-
branie przeciwcial, odpowiednich warunkéw inkubacji
oraz rodzaju stosowanego barwnika fluorescencyjnego.
Warunki inkubacji maja wplyw na zywotnos$¢ komorek,
zapoczatkowanie reakcji antygen—przeciwciato oraz in-
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tensywnos¢ fluorescencji zwiazanej z komorka. Na przy-
kfad, izotiocyjanian fluoresceiny osiaga najwyzsza fluo-
rescencj¢ w pH obojgtnym, natomiast minimalng w pH
kwasnym. Ustawienia fluorescencji sa zwykle przysto-
sowywane do kazdej grupy probek dzigki zastosowaniu
kontroli negatywnej — komorek inkubowanych z kon-
trolnym przeciwcialem monoklonalnym. Intensywnos¢
fluorescencji komorek kontroli negatywnej nie jest row-
na zeru z powodu niespecyficznego wiazania przeciw-
ciat przez te komorki oraz wystgpowania zjawiska auto-
fluorescenc;ji.

Dobor odpowiedniego barwnika zalezy od tego, jakie
sktadniki komoérki sq poddane analizie cytometrycznej
(4) Powszechnie stosowanym barwnikiem jest izotio-
cyjanian fluoresceiny wykazujacy bardzo duza stabilno$¢
przy przechowywaniu w 4°C. Czgsto stosuje si¢ takze
jodek propidyny lub fikoerytryng (1). Obecnie na rynku
dostgpnych jest wiele innych barwnikéw fluorescencyj-
nych. Dzigki wprowadzeniu przeciwcial monoklonal-
nych do diagnostyki mozna wyodrgbnié¢ szereg subpo-
pulacji komorkowych poprzez uwidocznienie pojedyn-
czych epitopow antygenowych. Sygnaty fluorescencji sa
proporcjonalne do ilosci barwnika fluorescencyjnego,
aich cecha charakterystyczna to wysoka czutosc¢ i nis-
kie tto. Dzigki zarejestrowaniu ilo$ci $wiatta emitowa-
nego przez wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym
komoérki mozemy oceni¢ ilo§¢ poszczegdlnych typow
biatek (receptoréw) na powierzchni komorki. Do zna-
kowania komoérek mozna zastosowaé metodg bezposred-
nig lub posrednia. Metoda bezposrednia polega na zna-
kowaniu komorek przeciwciatem sprzezonym z fluoro-
chromem. Pozwala ona na zastosowanie jednocze$nie
dwu lub wiecej przeciwciat znakowanych réinymi barw-
nikami. W metodzie posredniej, ktora stosuje si¢ w przy-
padku niskiego stezenia antygenu na powierzchni ko-
morek, inkubuje si¢ komorki poczatkowo z przeciwcia-
tem nie sprzgzonym z fluorochromem, a nastgpnie ze
znacznikiem lub innym przeciwcia}em skierowanym
przeciw p1erwszemu Reakcja pierwszego przeciwciata,
zw1qzanego wczesme_] z komorka z przeciwciatem do-
danym pdzniej pozwala na wykrycie badanego biatka
na powierzchni komorki. Metodg fluorescencji posred-
niej stosuje sig, gdy ilos¢ epitopoéw na powierzchni ko-
morek jest mata. Wysoka czuto$¢ mozna rowniez osiag-
naé, stosujac pierwsze przeciwciato znakowane bioty-
na, a nastegpnie dodajac streptawidyny lub awidyny sprze-
zonej z fluorochromem (8, 13).

Przedstawienie uzyskanych wynikow

Wyniki pomiaréw uzyskane w cytometrze przeptywo-
wym mozna przedstawi¢ w postaci doktadnych danych
liczbowych o kazdej z mierzonych populacji komorek,
jak rowniez w formie wykreséw dwu- lub trojwymiaro-
wych (1, 9). Najczgsciej wyniki sa prezentowane na
monitorze w postaci cytograméw lub histograméw. Cy-
togramem nazywany jest wykres, na ktorym badane ko-
morki sa odzwierciedlone w postaci kropek, ktorych
potozenie w uktadzie wspotrzednych jest proporcjonal-
ne do wielko$ci mierzonego parametru (8). Wszystkie
komorki, ktore maja taki sam model rozpraszania §wiat-
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ta, ukazuja si¢ na cytogramie jako pojedyncza kropka.
Jedna kropka moze zatem reprezentowac pojedyncza
komorke lub kilka tysigcy komorek (ryc. 4).

Jezeli komorki sa wyznakowane barwnikiem fluores-
cencyjnym, intensywnos¢ ich fluorescencji jest ukazy-
wana na oddzielnym wykresie. Do wizualizacji danych
zwiazanych z fluorescencja komorek zazwyczaj uzywa-
ne sa wykresy zwane histogramami (1, 9). Umozliwiaja
one przedstawienie wybranych wynikow w formie dwu-
lub tréjwymiarowe;j (ryc. 5). Jesli w badanej probie ozna-
cza si¢ wigcej niz jeden antygen, wowczas uzywa si¢
dwu lub wigcej przeciwcial monoklonalnych wyznako-
wanych roznymi barwnikami. Sygnaty emitowane przez
te barwniki moga zachodzi¢ na siebie, dlatego tez nale-
zy stosowa¢ kompensacje przy uzyciu cytogramu, na
ktorego pierwszej osi znajduje si¢ intensywnos¢ fluo-
rescencji fluorochromu 1 (FL1), a na drugiej osi inten-
sywnos¢ fluo-rescencji fluorochromu 2 (FL2). Na przy-
ktad, po wyznakowaniu komoérek réwnoczes$nie fluo-
resceing (FITC) (maksimum emisji 530 nm) i fikoery-
tryna (PE) (maksimum emisji 575 nm), komorki znako-
wane fluoresceina sa dostosowywane pod wzgledem
fluorescencji FL2 do komorek kontroli negatywnej
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Ryec. 5. Histogram przedstawiajacy intensywnos¢ fluorescen-
cji limfocytow znakowanych przeciwcialem przeciwko anty-
genowi CD4. Na osi Y znajduje si¢ liczba komérek, ktore prze-
plynely przez uklad pomiarowy, a na osi X intensywnos¢ fluo-
rescencji. Komérki posiadajace antygen CD4 zostaly ujete
w bramce B

(ryc. 6). Z kolei komorki znakowane fikoerytryna do-
stosowuje si¢ pod wzgledem fluorescencji FL1. Zasto-
sowanie zbyt niskiej kompensacji prowadzi do przypo-
rzadkowania czg$ci sygnatu jednego z barwnikow dru-
giemu barwnikowi. Zbyt wysoka kompensacja sprawia,
ze wyznakowane barwnikami fluorescencyjnymi komor-
ki znajduja si¢ poza skala cytometru.
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