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STRESZCZENIE

Cytometria przeptywowa jest bardzo obiecujacg technika badawcza i1 diagnostyczna, znajdujaca
zastosowanie w wielu dziedzinach nauki, medycyny i biotechnologii. Umozliwia ona zar6wno
charakterystyke jakosciows, jak i ilo§ciowg badanych komoérek. Cytometria przeptywowa pozwala na opisanie
populacji komorek, ktéora moze stanowi¢ nawet mniej niz 1% badanej probki. Dzieki rozwojowi techniki
i biotechnologii wspodtczesne cytometry pozwalaja na jednoczesna analize wielu parametrow badanych
probek. Pomiar jest szybki, a pozyskiwane dane mozna analizowaé¢ wykorzystujac ogoélnie dostepne narzedzia
i metody statystyczne. W niniejszym artykule omowiono zasad¢ dziatania oraz wybrane zastosowania
wspotczesnej cytometrii przeptywowej.

ABSTRACT

Flow cytometry is a very promising diagnostic and research technique. It already has been employed
in medicine, biotechnology and other industry branches. The method enables both qualitative and quantitative
characterization of examined material. Flow cytometry allows to detect and describe cell subpopulations that
may be even less than 1% of sample content. With the development of engineering and biotechnology modern
flow cytometers enable simultaneous analysis of multiple parameters. The measurement is fast and the data
collected can be analyzed using common tools and statistical methods. This article discusses the working
principles and selected applications of modern flow cytometry.
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1. Wstep

W 1934 roku A. Maldaven opisat urzadzenie umozliwiajagce automatyczne liczenie krwinek
czerwonych w przeplywie. Wykorzystywalo ono detektor fotoelektryczny przytaczony do okularu
mikroskopu oraz kapilarg, przez ktora przeptywata badana zawiesina komorek. Nie udato si¢ jednak
uzyska¢ stabilnego przeptywu, a badane komorki agregowaly w waskim kanale kapilary. Problemy te
w 1953 roku rozwigzat P.J. Crosland-Taylor. Zaproponowal on wykorzystanie szybkiego strumienia
cieczy ptynacego w poszerzonej komorze przeplywowej. Zawiesing badanych komoérek wstrzykiwano
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ze znacznie mniejsza predkoscia, co zmuszato je do formowania si¢ w cylindryczny strumien
o szerokosci jednej komorki (ogniskowanie hydrodynamiczne) przeptywajacy przez srodek komory
przeptywowej. Poszerzenie komory zapobiegato agregacji, a rozwigzanie to lezy u podstaw obecnej
cytometrii przeptywowe;j.

Dzisiejsza cytometria przeptywowa nie tylko umozliwia liczenie komorek, ale pozwala
na wieloaspektowg i wieloparametrowa analize ich biochemicznych i fizycznych wiasciwosci [1].

2. Budowa i zasada dzialania cytometru przeplywowego

Cytometr przeptywowy sklada si¢ z trzech gldwnych uktadow: hydrodynamicznego, optycznego
i elektronicznego. Podstawowym no$nikiem informacji w cytometrii przeptywowej jest $wiatlo
rozproszone na analizowanej komorce oraz $wiatto pochodzace od wzbudzonego barwnika,
ktory wystepuje w komodrce naturalnie lub jest do niej wprowadzany. Z badanej populacji komorek
przygotowuje si¢ zawiesing, ktdra nastepnie jest zasysana do zbiornika otoczonego przez zwegzajacy
si¢ kanal. Na skutek ogniskowania hydrodynamicznego przez komore pomiarowg ze stalg predkoscia
rzedu 10° czastek/s przeptywa strumien pojedynczych komoérek [2]. Wielkosé¢ badanych czastek
zwykle waha si¢ w granicach od 0,2 do 150 mikronow [3]. Komodrki w komorze pomiarowej o$wietla
si¢ wigzka promieniowania laserowego, ktdore rozprasza si¢ na kolejnych przeptywajacych komorkach.
Po interakcji z pojedyncza komorka natezenie rozproszonego promieniowania rejestrowane jest przez
odpowiednio dobrane i ustawione fotodetektory.

W przypadku rozproszenia do przodu (ang. Forward Scattering, FS) detektor umieszczany jest za
komora. Swiatlo laserowe rozproszone do przodu, czyli pod katem nie przekraczajacym 10°, niesie
ze sobg informacje o rozmiarach komorki. Zaklada si¢, ze jego nate¢zenie jest proporcjonalne
do rozmiaru czastki rozpraszajgcej. Sygnat ten nie niesie ze sobg informacji na temat wspolczynnika
zatamania $wiatla czy samego ksztattu analizowanej komorki. By ochroni¢ detektor FS przed
bezposrednig ekspozycja na wiazke laserowa, umieszcza si¢ przed nim specjalng przystong
(ang. obscuration bar). Detektor ustawiony pod katem 90° zbiera sygnaly pochodzace z rozproszenia
prostopadtego do padajacej wigzki laserowej (ang. Side Scattering, SS). Nate¢zenie tego
promieniowania jest funkcja ziarnistoSci o$wietlanej komoérki — im wiecej wyraznych struktur
wewnetrznych rozpraszajacych $wiatlo, tym wigkszy jest kat rozproszenia promieniowania
padajacego, co prowadzi do zwigkszenia nat¢zenia promieniowania rejestrowanego pod katem 90°.
Dodatkowo zalezy ono od ksztaltu komorki oraz jej wspdlczynnika zalamania i odbicia $wiatla.
Detektory FS i SS rejestruja sygnaty dla kazdego pojedynczego obicktu, dzigki czemu mozna
wnioskowaé o poszczegodlnych cechach analizowanych komorek czy rozrdznia¢ ich populacje [4, 5].
Schemat budowy cytometru przeptywowego przedstawia rysunek 1.
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Rys. 1. Schemat budowy cytometru przeptywowego
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Oprocz pomiaréw promieniowania rozproszonego, duze znaczenie ma pomiar natgzenia
fluorescencji wzbudzonych fluorochroméw (barwnikow). W komorkach danego typu fluorochromy
moga wystepowac naturalnie. Jednak najczesciej sa do nich wprowadzane poprzez poprzedzajacy
pomiary proces barwienia. By zapewni¢ selektywnos$¢ barwienia, czyli oznakowaé wybrang grupg
komorek, fluorochromy faczy si¢ z odpowiednimi przeciwcialami dopasowanymi do antygenow
wystepujacych na powierzchni tych komodrek, a nastgpnie kompleksy barwnik-przeciwciato
wprowadza si¢ do zawiesiny. Podczas pomiaru promieniowanie padajace, ktore nie uleglo
rozproszeniu, moze zosta¢ pochtonigte przez barwnik fluorescencyjny. Wzbudzony fluorochrom,
powracajac do stanu podstawowego, oddaje energie, czemu towarzyszy krotkotrwata emisja
fotonow — fluorescencja. Typowo czas zycia fluorescencji jest rzedu kilku nanosekund, podczas
gdy czas obserwacji pojedynczej czastki w cytometrze to rzad mikrosekund. Umozliwia to rejestracje
setek fotonéw pochodzacych z barwnikéw zawartych w pojedynczej komorce [2]. Do pomiaru
natezenia fluorescencji wykorzystuje si¢ dodatkowe fotodetektory umieszczone pod pewnym katem
(np. 90°) do wzbudzajacej wigzki laserowe;.

By zwigkszy¢ liczbe parametréw okreslanych za pomoca pojedynczego eksperymentu, zwykle
stosuje si¢ kilka réznych barwnikdéw potaczonych z réznymi przeciwciatami. Poniewaz widma
absorpcji 1 emisji wykorzystanych fluorochroméw sg znane, o$wietlajagc wybarwione komorki dang
wigzka laserowa, odpowiedzi barwnika mozna spodziewaé si¢ w konkretnym zakresie spektralnym.
Ow waski zakres dlugo$ci fal (zwykle zawierajacy takze maksimum fluorescencji), w ktorym
spodziewamy si¢ odpowiedzi barwnika, nazywamy kanatem. Aby detektory fluorescencji rejestrowaty
wylacznie promieniowanie mieszczace si¢ w zakresie danego kanatlu, umieszcza si¢ przed
nimi odpowiednie filtry. Obecnie najczeSciej stosuje si¢ cytometry trojkanatowe, wykrywajace
fluorescencje w zakresie zielonym (FL1), pomaranczowym (FL2) i czerwonym (FL3). Rzadkoscig
przestaja by¢ rowniez cytometry szeSciokanalowe, a na rynku pojawily si¢ juz urzadzenia
pozwalajace na przeprowadzanie pomiaréw z jednoczesnym wykorzystaniem osiemnastu barwnikow
(BD LSRFortessa™, BD Biosciences) [6]. Nalezy jednak pamietaé, iz taka liczba rejestrowanych
sygnatéw wymaga bardzo doktadnej i skomplikowanej analizy czgsto niejednoznacznych danych.

Jako zrédto promieniowania w cytometrii przeptowej najczegsciej wykorzystuje si¢ niebieskg
lini¢ lasera argonowego (488 nm). Laser ten jest w stanie jednocze$nie wzbudzi¢ kilka
barwnikow, np. fluoresceine i jej pochodne (FITC), oranz akrydyny (AO), fikoerytryne (PE).
Popularne jest takze wykorzystywanie dwuwigzkowego wzbudzenia — w tym celu jako druga lini¢
stosuje si¢ laser helowo-neonowy (dlugos$¢ fali 633 nm), coraz czeSciej zastgpowany czerwong
dioda laserowg. Wigksza liczba rejestrowanych kanaléw wymusza wykorzystanie wiekszej liczby
zrodel promieniowania. Planujac eksperyment, barwniki nalezy dobiera¢ tak, by ich maksima
fluorescencyjne, a wigc i kanaty, nie pokrywatly sie. Jednak pokrywanie si¢ widm absorpcyjnych
wykorzystanych barwnikéw jest korzystne, poniewaz pozwala to ograniczy¢ liczbe niezbednych
zrodel promieniowania. Dzigki dynamicznemu rozwojowi biochemii i biotechnologii, wybodr
barwnikow fluorescencyjnych jest ogromny [1, 7].

3. Budowa i zasada dzialania cytometru przeplywowego

Po o$wietleniu wigzka laserowa dla kazdej komodrki okre$lane jest natezenie Swiatla rozproszonego
wprzod (detektor FS), rozproszonego prostopadle (detektor SS) oraz natgzenia fluorescencji
(detektory FL). Sygnaly zarejestrowane przez fotodetektory sg przetwarzane na wartosci liczbowe
i wprowadzane do komputera, gdzie podlegaja analizie. Do obrazowania otrzymanych wynikéw
wykorzystuje si¢ rozne narzedzia. Najprostszym z nich jest histogram, ktéry jest jednowymiarowym
przedstawieniem czestosci wystepowania danej cechy w badanej populacji. Na przyklad, rysujac
histogram natezenia promieniowania rozproszonego Wprzod, mozemy w badanej populacji wyrdznié
trzy grupy komorek: o matej, sredniej i duzej Srednicy. Podobnie rysujac histogram natezenia
promieniowania rozproszonego prostopadle, mozemy stwierdzi¢ wystepowanie grup o rdznej
ziarnistosci. Jednak na wykresie jednowymiarowym poszczegdlne grupy komoérek moga si¢ na siebie
naktada¢ 1 w efekcie pozostawac nierozroznialne. By uzyska¢ petniejsza informacje o badanej
populacji, wyniki pomiaréw ilustruje si¢ za pomoca wykresow kropkowych, ktoére na osiach
przedstawiaja warto$ci nat¢zenia promieniowania rozproszonego FS i SS, a kazda kropka na tych
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wykresach reprezentuje pojedynczg komorke. Takie dwuwymiarowe przestawienie wynikow znacznie
ulatwia ich interpretacje, poniewaz pozwala na szybkie rozroznienie poszczegdlnych grup w obrgbie
badanej populacji. Wspomniane wcze$niej jednowymiarowe histogramy moga by¢ traktowane
jako swego rodzaju rzuty wykresu kropkowego na dang o$ (FS lub SS). Przykladowy wykres
przedstawia rysunek 2.
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Rys. 2. Przyktadowy wykres dwuwymiarowy petnej krwi hemolizowanej
(z wyznaczonymi bramkami)

Uzytkownik analizujacy wykres kropkowy samodzielnie wyznacza te obszary na wykresie,
ktére wedlug niego reprezentujg rézne grupy w danej populacji. Wyznaczanie takich obszaréw
reprezentujacych poszczegolne grupy komoérek poprzez przypisanie im zakresow na osiach nazywamy
bramkowaniem. Komorki reprezentowane przez dany obszar, a zatem spelniajace dany warunek,
mozna dalej obrazowaé na bardziej szczegdlowych wykresach oraz oblicza¢ ich parametry
statystyczne za pomocg wbudowanych w oprogramowanie narzedzi.

Bardzo wazna jest rowniez analiza wynikéw nat¢zenia fluorescencji wybarwionych komorek.
Mozliwo$¢ wykorzystania kompleksow barwnik-przeciwciato, ktore selektywnie wigza si¢
z odpowiednimi antygenami na powierzchni komoérki sprawita, ze cytometr przeptywowy stat
sie bardzo waznym narzedziem poznawczym. Ponadto dostepne sa barwniki zmieniajace
widmo emisyjne w zaleznosci od rozmaitych czynnikow fizjologicznych, takich jak pH
wewnatrzkomorkowe, potencjal mitochondrialny czy zawarto$¢ poszczegdlnych jondéw [8].
Wykorzystujac zjawisko rezonansowego transferu energii FRET, mozna bada¢ wzajemne
potozenie struktur komoérkowych, zachodzace zmiany konformacyjne biatek, formowanie si¢
komplekséw oraz ich rozpad [9]. Transfer energii zachodzi tu migdzy czastkami dwoch
fluorochroméw, ktérymi wyznakowano odpowiednie obszary komorki lub biatka. Wzbudzona
czastka fluorochromu, zwanego donorem (D), bezpromieniscie przekazuje energie czastce
drugiego fluorochromu, zwanego akceptorem (A). Zjawisko to zachodzi tylko wodweczas,
gdy widmo emisyjne donora przynajmniej czeSciowo pokrywa si¢ z widmem absorpcyjnym
akceptora. Natomiast wydajno$¢ FRET w duzym stopniu zalezy od odlegtosci dzielacej oba
fluorochromy. Jesli wzajemna odlegto$¢ donora i akceptora nie przekracza 10 nm, to o§wietlajac
uktad wiazka majaca wzbudzi¢ donor, obserwujemy fluorescencj¢ czastek akceptora.

Ogromng zaletg cytometrii przeplywowej jest mozliwos¢ wykorzystania kilku, a nawet kilkunastu
barwnikow w pojedynczym eksperymencie. Wigze si¢ ona jednak z pewnymi problemami.
Najwiekszym z nich jest problem nakladania si¢ widm emisji poszczegolnych barwnikow. W sytuacji
idealnej widma emisji barwnikow bytyby rozseparowanymi pojedynczymi waskimi i intensywnymi
maksimami. Jednak obwiednie emisyjne barwnikéw organicznych sg dosy¢ szerokie i nawet jesli
maksima barwnikéw sa dobrze rozseparowane, nadal wystepuje zjawisko przenikania si¢ kanatow.

Na przyktad w danym eksperymencie detektor, przed ktérym ustawiono filtr pasmowy FP1, miat
za zadanie rejestrowaé sygnat pochodzacy od wzbudzonych czastek fluorochromu 1, ktoérymi
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wybarwiono komorki A. Jednak moze on rowniez rejestrowaé emisje pochodzaca z tzw. ,,ogona”
emisji fluorochromu 2, ktéorym wybarwiono komorki B, co bedzie prowadzito do btednej interpretacji
wynikow. Sytuacje taka zilustrowano na rysunku 3.

Istnieje zatem konieczno$¢ kompensacji sygnalow fluorescencji. Znajac stopien przenikania si¢
kanalow (w przypadku standardowych kombinacji barwnikéw i filtrow, sa to znane wartosci),
wykrywang w danym pasmie emisj¢ pochodzaca od innego barwnika mozna po prostu odja¢ na
poziomie oprogramowania. Jezeli jednak dysponujemy wystarczajaca iloscig badanego materiaty,
przed odjeciem najlepiej byloby zbadaé rzeczywista wykrywalno$¢ emisji danego barwnika
w pozostalych kanatach. Badanie takie polega na przeprowadzeniu wstepnych pomiaréw
z wykorzystaniem kazdego z barwnikéw osobno.

filtr pasmowy

fluerochrom 2

fluorochrom 1

400 500 600 700 800 Alnm]
Rys. 3. Schematyczne przedstawienie zjawiska przenikania si¢ kanatow fluorescencyjnych

Innym sposobem na ograniczenie przenikania si¢ kanaldw jest zastgpienie barwnikow
organicznych kropkami kwantowymi (QD) [10, 11]. Te pdlprzewodnikowe struktury o wymiarach
rzgdu nanometréw charakteryzujg si¢ duza wydajnoscig fluorescencji, waskimi pasmami emisji
(bez tzw. ,,ogondéw”) oraz dlugim czasem zaniku $wiecenia. Duza wydajnos¢ fluorescencji kropek
kwantowych przeklada si¢ na zwigkszenie czutosci metody. Dzigki wydluzonemu czasowi zaniku
fluorescencji QD mozliwie jest odcigcie sygnalu autofluorescencji komoérek. Ponadto fotodegradacja
kropek kwantowych jest znikoma. Daje im to znaczng przewage nad organicznymi barwnikami,
ktére w wyniku przemian chemicznych stosunkowo latwo moga utraci¢ zdolno$¢ do fluorescencji.
Jednak kropki kwantowe mogg uszkadza¢ struktury biologiczne, w zwiazku z czym istnieje
konieczno$¢ optaszczania ich materiatami biozgodnymi (np. krzemionka) [12].

Podobnie, jak nat¢zenie promieniowania rozproszonego, wyniki pomiaréw nat¢zenia fluorescencji
poszczeg6lnych barwnikow ilustruje si¢ na histogramach i wykresach kropkowych.

Poza badang populacja komorek, w zawiesinie znajduja si¢ réznego rodzaju zanieczyszczenia.
Moga to by¢ na przykiad szczatki uszkodzonych komorek, niezwigzane przeciwciala czy swobodne
czastki barwnikow. Zwykle obiekty te sa mniejsze od badanych komoérek. Aby ograniczyé wptyw
zanieczyszczen na wyniki pomiaréw, podczas analizy wynikow ustala si¢ warto$¢ progowa
intensywno$ci FS, ponizej ktorej dane nie podlegaja dalszej obrobce. Niewielkie obiekty nadal
przeptywaja przez komore pomiarowa, jednak zaniedbuje si¢ je na poziome oprogramowania.

By uzyska¢ doktadniejsze wyniki, ograniczy¢ mozna réwniez wpltyw niezwigzanych z komorka
czastek barwnikéw na pomiary natezenia fluorescencji. Osiaga si¢ to, uwzgledniajagc zmiany
polaryzacji §wiatla. Promieniowanie laserowe jest liniowo spolaryzowane. Jezeli podczas pomiardéw
komorki bylyby nieruchome, a wigc czastki fluorochroméw zwigzane z komorka rowniez,
to emitowane przez barwniki promieniowanie byloby spolaryzowane w ten sam sposob. Jezeli
natomiast badana czastka z barwnikami w stanie wzbudzonym zmienitaby swoja orientacje,
to emitowane przez barwniki promieniowanie majg inng ptaszczyzng¢ polaryzacji. Zmiany ptaszczyzny
polaryzacji mozna monitorowaé, wykorzystujac polaryzatory i odpowiedni ukitad optyczny
przed fotodetektorem. Poniewaz male obiekty maja wigcksza swobod¢ poruszania si¢
w komorze niz makromolekuty, wykorzystujac polaryzacje §wiatta mozna okresli¢ stosunek liczby
swobodnych czastek barwnika do liczby czastek barwnika zwigzanych z komorkami [2].
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Monitorowanie polaryzacji sygnatow emitowanych przez fluorochromy moze réwniez dostarczy¢
informacji. np. o wystepujacych w danej populacji odchyleniach od sferycznej symetrii komorek [13]
czy o lepkosci cytoplazmy [14].

Cytometr przeptywowy sklada si¢ z trzech glownych uktadéw: hydrodynamicznego, optycznego
i elektronicznego. Podstawowym nosnikiem informacji w cytometrii przepltywowej jest $wiatto
rozproszone na analizowanej komorce oraz $wiatlo pochodzace od wzbudzonego barwnika, ktory
wystepuje w komoérce naturalnie lub jest do niej wprowadzany. Z badanej populacji komorek
przygotowuje si¢ zawiesing, ktora nastepnie jest zasysana do zbiornika otoczonego przez zwezajacy
si¢ kanal. Na skutek ogniskowania hydrodynamicznego przez komore pomiarowg ze stala predkoscia
rzedu 10° czastek/s przeptywa strumien pojedynczych komoérek [2]. Wielkos¢ badanych czastek
zwykle waha si¢ w granicach od 0,2 do 150 mikronéw [15]. Droge komérek w komorze pomiarowe;j
przecina si¢ wigzka promieniowania laserowego, ktore rozprasza si¢ na kolejnych przeptywajacych
komorkach. Po interakcji z pojedyncza komorka natezenie rozproszonego promieniowania
rejestrowane jest przez odpowiednio dobrane i ustawione fotodetektory.

4. Mierzone parametry i przyklady zastosowan

Nie sposob wymieni¢ wszystkich mozliwych zastosowan cytometrii przeptywowej. Technika ta
nie tylko umozliwia ocen¢ cech morfologicznych (wielko$¢, ziarnisto§¢) komorek. Pozwala ona
takze wnioskowa¢ o ich cechach fenotypowych (rozne biatka blonowe czy cytoplazmatyczne)
i funkcjonalnosci (migdzy innymi aktywno$¢ enzymatycznej). Wykorzystuje si¢ ja w badaniu
pojedynczych komérek, jader komérkowych i chromosoméw. Stosowane metody barwienia pozwalaja
na zachowanie zywotnosci komodrek i spojnosci blony komoérkowej. Mozliwe jest monitorowanie
rozpadu i zuzycia komorek, procesow apoptotycznych (réznych ich stadiéw), nekrozy, procesow
mikrowezykulacji, fagocytozy, pinocytozy, sekrecji komorkowej, chemotaksji, adhezji i agregacji
komorek. OkreSla si¢ takze asymetri¢ i ptynno$¢ bton komoérkowych. Metoda pozwala na oceng
bezwzglednej liczby komoérek wybranych subpopulacji 1 umozliwia okreSlenie odsetka komorek,
w ktérych ekspresja markeréw wzrasta pod wplywem badanego czynnika. Mozliwa jest takze
analiza intermediatoréw metabolizmu tlenowego (generowanie wolnych rodnikow), mobilizacji
i transportu jonow (H', Ca®, Mg?, Na*). Cytometria jest pomocna w badaniu zmian potencjatu
btonowego komoérek i organelli. Dzigki tej technice udaje si¢ analizowaé zawarto$¢ kwasow
nukleinowych (replikacj¢), bada si¢ ploidi¢ komorek, monitoruje polimeryzacj¢ bialek cytoszkieletu
i wiele innych [16, 17].

Wykorzystanie cytometrii umozliwia ocen¢ fenotypowa krwi obwodowej, plynu moézgowo-
rdzeniowego, szpiku kostnego czy weztow chtonnych. Ocena fenotypowa wykonywana jest
w zawiesinie komorek zywych. Nie jest zatem mozliwe badanie preparatéw archiwalnych. Preparat
musi by¢ §wiezy i1 badany niezwlocznie po pobraniu. Nie nalezy preparatu zamraza¢ ani stosowaé
srodkdw konserwujacych. Liczba wykrywanych kanalow, ktora najczgéciej nie przekracza o$miu,
jest parametrem ograniczajagcym mozliwos¢ oceniania antygendéw danej populacji [17]. Grupowanie
poszczegbdlnych subpopulacji komoérek nie jest proste i bywa niejednoznaczne. Roéznicuje sie
je w dwuwymiarowym uktadzie FS vs SS (p. rys. 2).

Waznym zastosowaniem cytometrii przeplywowej jest jej wykorzystanie w diagnostyce chordb
rozrostu ukladu krwiono$nego. Technika ta pozwala nie tylko na oceng morfologicznych cech badanych
komorek, ale rowniez na badania cytochemiczne, cytogenne i okreslanie immunofenotypu komorek.
Ocena immunofenotypu komoérek ma znaczenie w przypadku ostrych i przewleklych biataczek,
chtoniakow, zespotow mielodysplastycznych i mieloproliferacyjnych [16, 19]. Klasyfikacja
immunofenotypowych bialaczek polega na oznaczaniu (barwnikami fluorescencyjnymi) markerow
powierzchniowych i cytoplazmatycznych. Dzigki analizie odpowiednio wyznakowanej zawiesiny
komorek udaje si¢ okresli¢ ich pochodzenie, dojrzalos¢, roznicowanie zawartosci DNA. Mozna rowniez
wykrywa¢ koekspreje dwoch fenotypow klondéw biataczkowych. Na podstawie wynikow rokowan
immunofenotypowych mozna postawi¢ szybka i obiektywna diagnoze. Udaje si¢ wyodrebni¢ grupe
chorych, u ktorych nalezy zdecydowaé si¢ na bardziej agresywne leczenie. Zatem wykorzystanie
cytometrii przeptywowej jest niezwykle pomocne przy wprowadzaniu leczenia, okre§leniu stopnia
reemisji i wykrycia wystgpowania choroby resztkowej [17].
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Pojawienie si¢ cytometrii przeplywowej umozliwilo znaczacy rozwoj diagnostyki klinicznej,
monitorowania i przebiegu leczenia oraz oceng morfologiczng i czynno$ciowg komorek, ktore biorg
udzial w mechanizmach obronnych. Dzigki cytometrii, standardowa diagnostyka uzupetiana
jest o wykazanie mutacji genowej, ktora jest typowa dla poszczegdlnych rodzajow niedoborow
odporno$ci. Aby rozpozna¢ pierwotny niedobdr odpornosci, nalezy opieraé si¢ na obrazie klinicznym
i badaniach laboratoryjnych. W najci¢zszych przypadkach znaczenie ma obecnos¢ komorek uktadu
odpornosciowego, ich wzajemnych proporcji, jak rowniez ocena immunofenotypu [18]. Cytometrig¢
przeptywowa wykorzystuje si¢ w diagnostyce migdzy innymi zespolu nabytego niedoboru
immunologicznego AIDS, przewleklej chorobie ziarniniakowej, zespole Di George’a czy Wiskotta-
Aldricha. W przypadku AIDS ocenia si¢ iloSciowo populacje CD4+ i CD8+ [19], oraz przeptyw
jonow metabolitow i lekéw przez blong komodrkows i btony organelli [20]. W przypadku podejrzenia
AIDS badz innych niedoborow odporno$ci cytometria przeplywowa pozwala na wykonanie
specjalistycznych badan immunologicznych, okreslajacych parametry takie jak: fagocytoza, rozktad
antygenow, réznicowanie i liczbe poszczegodlnych subpopulacji, stezenie cytokin, ktére pozwalaja
wnioskowa¢ miedzy innymi o dojrzatosci komorek uktadu odpornosciowego [17, 21].

W przypadku komoérek nowotworowych wazne jest okre§lenie ich potencjatu proliferacyjnego.
Istnieje mozliwo$¢ przewidzenia zagrozenia wystapienia przerzutow do wezidw chtonnych w guzach
litych. Pozwala na to cytometryczne badanie cyklu proliferacyjnego komoérek nowotworowych
z oceng ploidii DNA, jak rowniez fazy cykli komorkowych biatek jak np. cykliny [16, 22].
Metody cytometrii przeptywowej doskonale sprawdzajg si¢ w przypadku chemioterapii
wykorzystujacej m.in. metotrexatem czy doksorubicyng, w ktorej zachodzi konieczno$é okreslenia
odpornosci wielolekowej (ang. MultiDrug Resistance, MDR) [16]. Ocena immunofenotypu pozwala
na zaobserwowanie zmian jakoSciowych, jak rowniez ilo§ciowych w subpopulacjach komérkowych,
zmiany ekspresji markeréw aktywacji komérkowych i ich zréznicowanie morfologiczne. Genotypowa
ocena pozwala wnioskowac o antygenach powierzchniowych jadrowych i cytoplazmatycznych [17].

Wecigz aktualnym problemem badawczym jest poznanie czynnikéw wplywajacych na apoptoze.
Proces ten, fizjologicznie towarzyszacy rozwojowi embrionalnemu (np. organdéw plciowych,
siatkdwki oka, itp.), wystepuje rowniez u dorostych osobnikow — zbedne komorki sg w ten sposdb
eliminowane. Ogromne znaczenie dla zdrowia ma tu rownowaga. Zaburzenia w procesie apoptozy,
jej nasilenie lub ograniczenie, prowadzi do wielu groznych powiktan. Nieregularnosci w apoptozie
skutkujg migdzy innymi: nowotworami, chorobami neurodegeneracyjnymi czy autoimmunizacyjnymi.
Mozliwosci oceny cech morfologicznych, fenotypowych, jaki i funkcjonalnych komérek, ktére daje
cytometria przeptywowa, sprawity, ze stata si¢ ona glowng metodg badawcza wykorzystywana
w eksperymentach stuzacych lepszemu poznaniu apoptozy. Cytometria przeptywowa umozliwia
oznaczanie zmian morfologicznych, charakterystycznych markeréw fenotypowych, zaburzen
w funkcji mitochondriéw czy oceng aktywnos$ci kaspaz [23].

Cytometria stopniowo obejmuje kolejne gatezie medycyny. Wcigz chyba niestusznie uznaje
si¢ ja za niezbyt przydatng w diagnostyce choréb alergicznych. Dzieje si¢ tak gtownie ze wzgledu
na konieczno$¢ wykorzystania zaawansowanych technologii i brak standaryzacji istniejagcych testow.
Podstawowymi narzedziami w diagnostyce alergii wcigz pozostaja testy skorne i wywiad kliniczny.
Z roku na rok ro$nie jednak zainteresowanie testami aktywacji bazofilow (BAT), ktore poprzez
wykorzystanie cytometrii, pozwalaja na diagnostyke in vitro. Najwigksza zaleta tego typu testow
jest eliminacja mozliwo$ci wywotania wstrzasu anafilaktycznego, bedacego czgstym i zagrazajacym
zyciu powiklaniem, szczegolnie u pacjentow z alergia pokarmowa, lekowa czy na jady owaddéw
btonkoskrzydtych. W 2007 roku w Hiszpanii odbyly si¢ pierwsze warsztaty dotyczace zastosowania
cytometrii przeptywowej w alergologii, na ktorych specjalici podkreslali konieczno$¢ stworzenia
nowych standardow tej metody, jak rowniez to, ze nie istnieja powody, dla ktorych testy BAT
nie miatyby sie znalez¢ wérdd metod diagnostyki chorob alergicznych wykorzystywanych klinicznie.

Prace nad udoskonaleniem 1 wuzupeklieniem dotychczasowych metod diagnostycznych
wykorzystujacych cytometr przeptywowy wciaz trwaja. Dlatego tez nie sposdb w krotkim przegladzie
wyczerpujaco przedstawi¢ mozliwosci wszystkich zastosowan. Podkresli¢ nalezy ogromne znaczenie
metody i jej potencjat, ktory pozwala na coraz to szersze wykorzystanie. Pomijajac opisane w artykule
zastosowania, nawet pobiezne zapoznanie si¢ z tematem pozwala wymieni¢ drogi praktycznego
wykorzystania cytometrii np. w diagnostyce chorob autoimmunizacyjnych (np. reumatoidalne
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zapalenie stawow, cukrzyca typu I czy zespot Sjogrena) [24, 25], w chorobach phluc i ukladu
oddechowego (nowotwory np. krtani, ptuc, histiocytoza, sarkoidoza) [16, 26, 27], przy monitorowaniu
stanu pacjentow po tonisilektomii [16, 28], przy badaniach kiykcin konczystych [29, 30] czy
diagnostyce przewodu pokarmowego (np. wrzodziejace zapalenie jelit, choroby trzustki) [31].

5. Podsumowanie

Cytometria przeptywowa jest uniwersalng technika badawcza. Pierwsze wzmianki o tej metodzie
pochodza sprzed 50 lat, jednak jej intensywny rozwoj przypada na ostatnie dwie dekady. Rozwoj
techniki pozwolit na budowe czutych, szybkich i wydajnych instrumentéw. W ostatnich latach, dzigki
zastosowaniu barwnikow nowej generacji (w szczeg6lnosci dotyczy to kropek kwantowych),
cytometria ma znacznie wigksza czulo$¢ i swoisto$¢ oraz pozwala na jednoczesng rejestracje wickszej
liczby parametréw. Cytometria przeptywowa pozwala na uzyskanie ogromnej ilosci informacji
z pojedynczego eksperymentu. Jest dzieki temu doceniang metodg badawcza, eksperymentalng
i naukowa. Ponadto jednocze$nie dostarcza takze dane ilosciowe, co czyni ja niezastgpionym
narzedziem diagnostycznym. Mozliwo$¢ szybkiej i wieloparametrowej analizy wiasciwosci populacji
zywych komorek, jak rowniez taczenie tej techniki z innymi metodami badawczymi sprawia,
ze cytometria przeptywowa znajduje si¢ obecnie w stanie dynamicznego rozwoju.

Rejestracja coraz wigkszej liczby parametrow skutkuje skomplikowang i zmudng analizg danych.
Dlatego obstuga aparatu wymaga wysoko wykwalifikowanych specjalistow. Prawidlowe
obchodzenie si¢ z danymi eksperymentalnymi, jak i poprawna analiza wynikoéw, wymagaja wiedzy
i doswiadczenia. Ponadto w wielu przypadkach testy diagnostyczne nalezy standaryzowac.
Na szczescie trudnosci te da si¢ pokonaé, a ogromne korzysci ptynace z zastosowania cytometrii
przeptywowej sprawiajg, ze metoda ta jest systematycznie adaptowana przez kolejne galezie
medycyny.
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