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Cytometria przeptywowa stwarza
mozliwosci nowoczesnej oceny
cech morfologicznych komdrek
z okresleniem ich stopnia dojrzato-
sci i zroznicowania. W rutynowej
diagnostyce klinicznej metoda ta
ma gfdwne zastosowanie w analizie
choréb uktadu krwiotworczego.
Cytometria przeptywowa, dzieki opra-
cowanym zestawom przeciwciat, nie
tylko pozwala ocenic fenotyp komo-
rek rozrostowych, ale takze umozli-
wia ustalenie ich pochodzenia. W ba-
daniach stosuje sie panel przeciw-
ciat monoklonalnych, umoZzliwiajacy
ocene przynaleznosci komorek do [i-
nii i etapu réznicowania. Klasyfikacja
przynaleznosci do linii, jak i rozpo-
Znawanie etapu rozwoju, oparta jest
na stwierdzeniu koekspresji niekto-
rych antygenow i zjawisku zanikania
jednych antygendw, a pojawianiu sie
innych, w kolejnych etapach dojrze-
wania komorek prawidtowych. Im
wczesniejszy etap roznicowania
i dojrzewania zostat zaktocony, tym
rozpoznanie na podstawie tylko mor-
fologii jest trudniejsze. Analiza fenoty-
POw komorek chfoniakowych i biatacz-
kowych ma znaczenie w diagnostyce,
monitorowaniu oraz poszukiwaniu cho-
roby resztkowej i jest niezbedna do
oceny, rokowania i doboru sposobu le-
czenia. Korelowanie wynikow uzyska-
nych poprzez analize fenotypowg wy-
konang za pormocg cytometru przepty-
wowego z oceng morfologiczna,
histologiczng i badaniami genetycz-
nymi umozliwia szczegdtowg analize
choréb  uktadu  krwiotworczego
z uwzglednieniem zmian odczyno-
wych, pierwotnych i wtdérnych niedo-
borow immunologicznych oraz cho-
rob autoimmunizacyjnych. Zastoso-
wanie cytometru przeptywowego
zZwigksza w sposob istotny uzyskanie
wiarygodnego wyniku poprzez anali-
ze zdecydowanie wiekszej liczby ko-
morek i mozliwosc uzyskania wigk-
szego zakresu informacji o badanych
cechach komorek.

Stowa kluczowe: cytometria prze-
ptywowa, fenotyp, chtoniaki nieziar-
nicze, biataczki, przeciwciata mo-
noklonalne, komdrki nowotworowe.
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Cytometria przeptywowa rozwija
sie od 25 lat. Stuzyta najpierw ja-
ko metoda liczenia komorek, okre-
Slania ich rozmiardéw, az osiggne-
ta dzisiejszy poziom wysoce spe-
cjalistycznego  narzedzia do
wieloparametrowej analizy bioche-
miczych i biofizycznych wtasciwo-
$ci komorek i ich sktadowych. Cy-
tometria przeptywowa pozwala
okresli¢ morfologie i funkcje nie-
ktérych komorek, umozliwia iloscio-
wg i jakosciowg analize antygenow
roznicowania na dowolnej liczbie
komorek nawet bardzo heterogen-
nej populacji. Cytometria przepty-
wowa stanowi obiektywng i powta-
rzalng metode ustalania rozpozna-
nia i monitorowania przebiegu
terapii w réznych schorzeniach
gtownie hematologicznych [21].
Cytometria przeptywowa pozwala
jakosciowo i ilosciowo oceni¢ stan
uktadu immunologicznego i dostar-
cza szeregu danych, ktére pozwa-
lajg szerzej spojrze¢ na mechani-
zmy aktywaciji i funkcje komoadrek
uktadu odpornosciowego. Prowa-
dzi to do lepszego poznania za-
réwno ich znaczenia w patogene-
zie wielu choréb o podtozu zapal-
nym, jak i nieinfekcyjnym, a takze
roli w regulacji odpowiedzi immu-
nologicznej ustroju. Cytometria

przeptywowa pomaga obiektywnie
opisac¢ wiele proceséw dzieki ana-
lizie wielkosci i populacji komorek.

CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA
— UWAGI OGOLNE

Podstawowym pomiarem w cy-
tometrze przeptywowym jest reje-
strowanie Swiatta rozproszonego
na komodrce oraz Swiatta wysyta-
nego przez wzbudzony fluoro-
chrom. Dwa detektory mierzg
Swiatto rozproszone. Pierwszy re-
jestruje rozproszenie od przodu
zgodnie z kierunkiem wigzki lase-
rowej pod niewielkim katem poni-
zej 10° (FS - Forward Scatter).
Drugi detektor rejestruje rozprosze-
nie pod katem 90° (SS - Side
Scatter). FS — rozdziela komorki
pod wzgledem wielkosci, a SS -
rozdziela komorki ze wzgledu na
ich ksztatt i wewnetrzng ziarni-
stosc.

Dodatkowo mozna otrzymac pa-
rametry wyliczane z ksztattu impul-
sow fluorescencji (szerokos¢ sy-
gnatu, jego powierzchnia), dzieki
czemu mozna odrézni¢ komorki
z 4N chromosoméw od dwodch
zlepionych 2N (tzw. dyskryminacija
dubletow).

W zaleznosci od aparatu moga
by¢ réozne ilosci detektorow fluore-
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Fluorescence Activated Cell Sorting
(FACS) — flow cytometry is a mo-
dern instrument used to analyze the
morphological features of cells, and
it allows the evaluation of the de-
gree of maturity and differentiation.
The flow cytometry is now the per-
fered method used in the routine
clinical diagnosis of hematological
diseases. This method makes it
possible to detect not only the
phenotype of malignant cells, but
also the source of its origin. Using
commercially available monoclonal
antibodies against the membrane
and cytoplasmic proteins, a very
precise diagnosis is possible in ma-
ny cases. In the routine analysis,
the panel for monoclonal antibodies
is used to categorize the cellular
linage of malignant cells and their
phase of differentiation. This clas-
sification is based on the co
expression of certain antigens and
also the disappearance and appe-
arance of others during the subse-
quent stages of normal cells deve-
lopment. If the process of differen-
tiation and maturation are disturbed
at an earlier phase, than the dia-
gnosis based only on the morpho-
logy of cells becomes more difficult.
The diagnostic value is also impro-
ved by using a wider panel inclu-
ding antibodies against proteins
such as: apoptotic regulatory pro-
teins (CD95, bcl-2, annexin, caspa-
ses) and the resistance for drugs
(MDR), etc. The analysis of mali-
gnant phenotypes in leukemia and
lymphoma plays a significant role
in the diagnosis, detection of mini-
mal residual diseases, controling of
therapy, and also in deciding the
course of treatment. The final dia-
gnosis and classification of the di-
sease is based on the correlation
of immunological characteristics of
abnormal cells, cell morphology, hi-
stology, and genetic analysis, and
allows the deferenciation between
hematologic, immunodeficient, and
autoimmunologic diseases. The
most important factors for the ear-
ly diagnosis of these diseases are
the percentage or the number of T

scencji. Minimum powinny byc¢
2 detektory, ale najczesciej przy
jednowigzkowym systemie wzbu-
dzania uzywa sie trzech detekto-
row FL1, FL2, FL3. Kiedy dostep-
na jest jeszcze jedna wigzka lase-
rowa moga byc¢ uzyte jeszcze
detektory dla FL 4 i FL 5.

Integralng i niezbedng czescig
kazdego aparatu jest system kom-
puterowy wraz z oprogramowa-
niem. Kazda firma ma wtasny ze-
staw programoéw do zbierania
i analizy danych.

Do analizy i obrazowania da-
nych stosuje sie kilka typow wy-
kresow: jednowymiarowe (histo-
gram), dwuwymiarowe (kropkowy,
gestosci, konturowy), wykresy troj-
wymiarowe (perspektywiczny).

Podczas analizy mozliwe jest
bramkowanie, iloSciowa ocena ko-
morek w kazdym regionie, wyli-
czanie podstawowych wielkosci
statystycznych itd.

Analizy ekspresji determinant
w poszczegoinych kombinacjach
przeciwciat stosowanych do bar-
wienia komoérek dokonuje sie naj-
czesciej poprzez analize kwadran-
towg (rozktad punktowy, ktérego
osie wykazujg intensywnos¢ fluore-
scencji). Mozna wykonywac¢ ocene
fenotypowa: krwi obwodowej, szpi-
ku, weztow chtonnych, ptynu mo-
zgowo-rdzeniowego czy poptuczyn
pecherzykowo-oskrzelikowych.

Analiza fenotypowa moze byc¢
wykonana tylko w zawiesinie zy-
wych komodrek (antykoagulanty)
bez zamrazania i srodkéw konser-
wujgcych. Ocena dowolnej liczby
antygendéw w danej populacji
ograniczona jest liczbg dostep-
nych koloréw fluorescencji wykry-
wanych przez detektory cytome-
tru. W wiekszosci stosowanych
aparatéw mozna analizowa¢ od
2 do 4 koloréw znacznikowych.
Nie jest mozliwe badanie fragmen-
tow tkankowych i materiatu archi-
walnego. Materiat musi by¢ swie-
zy i analizowany niezwtocznie po
pobraniu jednoczesnie na wszyst-
kie znaczniki fluorescencyjne.

Analiza cytometryczna obejmuje:

» opis populacji komdorkowych wy-
stepujgcych w badanej zawiesi-
nie na podstawie jej wtasciwosci
fizycznych (wielkos¢ i ziarni-
stosg),

» okreslenie proporcji pomiedzy
badanymi populacjami komdérek
z podaniem odsetka subpopula-
cji,

» ocene bezwzglednej liczby ko-
morek wybranych subpopulacji
(np. u os6b zakazonych HIV -
CD4/CDs8),

» okreslenie odsetka komodrek wy-
kazujgcych ekspresje powierzch-
niowg lub cytoplazmatyczng ba-
danej determinanty lub kombina-
cji determinant,

» okreslenie intensywnosci fluore-
scencji, co odpowiada poziomo-
wi ekspresji determinanty.

Cytometrie przeptywowg wyko-
rzystuje sie do badania pojedyn-
czych komodrek, jader komorko-
wych lub chromosomdéw przy za-
stosowaniu metod barwienia,
powodujgcych zachowanie zywot-
nosci komorek i integralnosci bto-
ny komorkowe;.

Obecno$¢ komoérek rozrostowych
(biataczkowych lub chtoniakowych)
stwierdza sie na podstawie obec-
nosci jednej, przewazajagcej popu-
lacji o nietypowej charakterystyce
fizycznej, zaniku populacji komoérek
wystepujacych w  prawidtowym
szpiku, weZle, krwi obwodowej. Po-
jawienie sie w szpiku nadmiernej
liczby komdrek o identycznym fe-
notypie, czesto charakterystycznym
dla komoérek mtodych lub z ekspre-
Sjg nietypowych antygenow jest ce-
chg charakterystyczng komorek
rozrostowych. Ekspresje powierzch-
niowg lub cytoplazmatyczng stwier-
dza sie na podstawie poréwnania
intensywnosci fluorescencji bada-
nej probki z intensywnoscig fluore-
scencji w probce zawierajgcej kon-
trole izotypowa.

Przyjeto, ze komorki badane
wykazujg ekspresje analizowanej
determinanty, jezeli odsetek komo-
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lymphocytes (CD3) and its subpo-
pulation CD4, CD8, as well as B
lymphocytes (CD19, CD20) and
natural Killer (NK) cells (CD 16+56).
The FACS improves the diagnostic
value since it allows the analysis of
larger number of cells, and the
possibility to obtain more informa-
tion about the cells. The flow cyto-
metry allows the use of antibodies
labeled with different fluorochromes
and the analysis of co expression
of antigens atypical for the line,
which the tumor cells are derived
from.

Hematologic diseases are often
non symptomatic, or the symptoms,
if they occur, are in many cases
unspecific. It is also very important
to diagnose the disease at an ear-
ly phase for the therapy to be suc-
cessful. Therefore, control pheno-
type analysis should be performed
in patients with immunological
disorders. The substitution of ma-
nual method, with successful flow
cytometric techniques, including
FACS, makes it possible to analyze
promptly and accurately, the rarely
occurring and atypical subpopula-
tion of cells. Moreover FACS is
a complex, multiparameter techni-
que which helps in the standardi-
zation of protocols in laboratory dia-
gnostics.

Key words: flow cytometry, pheno-
type, non-Hodgkin’s lymphomas,
leukemia, monoclonal antibody,
malignant cells.

rek wykazujgcych fluorescencje jest
wyzszy niz kontrola izotypowa i wy-
nosi nie mniej niz 20 proc. [1, 2].

Kontrola izotypowa polega na
barwieniu dodatkowej probki za-
wierajgcej komorki zawiesing frag-
mentéw mysiej immunoglobuliny
znakowanej fluorochromem odpo-
wiadajgcym fluorochromowi prze-
ciwciata monoklonalnego (FITC,
RPE, ACP, PerCP, RPE-Cy-5). Po-
winna byc¢ tak dobrana, by klasa
mysiej IgG odpowiadata podklasie
IgG przeciwciata monoklonalnego.
llos¢ biatka mysiego powinna by¢
taka sama, jak w prébce barwio-
nej przeciwciatem monoklonalnym.
Zastosowanie kontroli izotypowe]
dotyczy kazdego kolejnego fluoro-
chromu, jakim wyznakowane sg
przeciwciata monoklonalne.

W przypadku badania populaciji
o stabej intensywnosci prawidtowo
dobrana kontrola izotypowa jest
krytyczna i umozliwia przeprowa-
dzenie poprawnej analizy.

Cytometria przeptywowa pozwa-
la rozpoznawaé i monitorowaé nie-
ktére choroby:

» choroby rozrostowe uktadu krwio-
tworczego, a zwtaszcza biatacz-
ki i chtoniaki [3, 4],

» wrodzone i nabyte niedobory im-
munologiczne [5],

» choroby nowotworowe,

» choroby ptuc,

» choroby autoimmunizacyjne,

D przeszczepy narzagdow [6].

Przy pomocy cytomerii przepty-

wowej mozna rowniez:

» badac¢ opornos¢ wielolekowg [7,
8],

» analizowa¢ DNA [9, 10],

» bada¢ apoptoze (programowa
Smier¢ komorek) [11-14].

Zestaw przeciwciat monoklonal-
nych do analizy powinien by¢ tak
dobrany, aby pozwalat na ocene
ekspresji powierzchniowych deter-
minant charakterystycznych dla:
» komoérek macierzystych,

» prekursordéw i réznicujgcych sie

limfocytow T,

» dojrzatych limfocytéw T,

» prekursoréw i réznicujgcych sie
limfocytow B,

» dojrzatych limfocytow B,

» prekursoréw i réznicujgcych sie
komorek linii mieloidalnej,

» komorek linii megakariocytarnej
w szpiku prawidtowym,

» populacji komdrek blastycznych
w szpiku patologicznym i krwi
obwodowej zawierajgcej takie ko-
morki.

Zestawy przeciwciat do rutyno-
wej oceny fenotypu zostaty opra-
cowane tak, by przy niewielkiej
liczbie przeciwciat uzyska¢ mozli-
wie precyzyjny opis fenotypu. Ma-
jac do dyspozycji przeciwciata
znakowane, np. FITC i PE dobie-
ra sie je parami, by uzyskac¢ do-
datkowg informacje o réwnocze-
snym wystepowaniu lub braku
rownoczesnej ekspresji badanych
determinant na powierzchni ko-
morki. Cytometria przeptywowa
umozliwia stosowanie w jednej
probce kombinacji przeciwciat
o réznej swoistosci i znakowanych
réznymi fluorochromami, pozwala-
jac na uzyskanie informacji o ko-
ekspresji antygenow nietypowych
dla linii, z ktérej pochodzg komor-
ki nowotworowe [21]. W zalezno-
$ci od jakosci cytometru mozna
bada¢ koekspresje nawet czterech
antygenoéw, co nie jest mozliwe
w zadnej innej metodzie diagno-
stycznej. Kliniczne znaczenie ko-
ekspresji nie jest jednoznaczne.
Koekspresja determinant limfoidal-
nych na komodrkach biataczki mie-
loidalnej poprawia lekowrazliwosc¢,
a w konsekwencji rokowanie [15].
W biataczkach ostrych pochodze-
nia limfoidalnego koekspresja de-
terminant mieloidalnych jest uwa-
zana przez wiekszos¢ osrodkow
za czynnik o ztym znaczeniu ro-
kowniczym [8, 16]. Stosujgc szer-
szy panel przeciwciat monoklonal-
nych, rozbudowany o ocene eks-
presji biatek, takich jak regulatory
apoptozy (np. CD95 i bcl-2, anek-
syna i kaspazy) oraz decyduja-
cych o wrazliwosci komaorki nowo-
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Ryc. Analiza cytometryczna ekspresii najbardziej charakterystycznych determinant na powierzchni komorek o fenotypie B-CLL. Badane komarki wy-
kazuja nadekspresje antygenow CD19, CD20, CD23 oraz koeskpresje GD19* CD5*

tworowej na zastosowane leczenie
(glikoproteina P nazywana rowniez
antygenem opornosci wielolekowej)
mozna wynik badania wzbogacic
o dodatkowe informacje, majgce
znaczenie rokownicze [17]. Dodat-
kowg korzys$cig oceny cytome-
trycznej jest mozliwos¢ oznacze-
nia ploidii w komdrkach o okreslo-
nym fenotypie. Badanie to jest
szczegolnie przydatne w przypad-
ku, gdy w analizowanym szpiku
znajdujg sie jeszcze komorki pra-

widtowe. Skojarzone oznaczenie
ploidii DNA w komodrkach nosza-
cych charakterystyczne dla po-
szczegolnych linii btonowe marke-
ry umozliwia wykrycie populacji
komodrek rozrostowych, jesli majg
one zmieniong ilos¢ DNA. Ocena
DNA moze przyczyni¢ sie do
wczesnego wykrycia choroby,
a obecnosc¢ aneuploidii DNA mo-
ze wskazywac na zwiekszone ry-
zyko czynnego procesu nowotwo-
rowego [18]. Wartosci DNA mogag

by¢ réwniez przydatne w rokowa-
niu i wyborze terapii, a we wcze-
snym okresie choroby pozwalajg
wyrézni¢ grupe nowotworow, ktore
wymagajg bardziej agresywnego
leczenia.

CHOROBY ROZROSTOWE
UKLADU KRWIOTWORCZEGO

Podstawowymi cechami fenoty-
powymi, wyrdzniajgcymi nowotwo-
ry sa:
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» pojawienie sie antygendw wcze-
$niejszych etapdéw dojrzewania,
» brak antygendw, ktére powinny
by¢ obecne na komdérkach doj-

rzatych,

» pojawienie sie antygenow z in-
nych linii réznicowania, np. anty-
genow linii mieloidalnej na ko-
madrkach linii limfoidalnej,

» zmniejszenie ekspresji antygenow
lub bardzo silna ekspresja in-

nych antygendw oraz koekspre-
sja antygenow,

» okreslenie klonalnosci rozplemu
na podstawie rozktadu tancu-
chéw kappa i lambda w odnie-
sieniu do komorek B,

» obecnos¢ antygendw powierzch-
niowych i cytoplazmatycznych
niejednokrotnie pozwalajgcych
okresli¢ etap réznicowania popu-
lacji komdrkowych.

Zestaw przeciwciat do diagno-
styki biataczek u dorostych zapro-
ponowany przez PALG (Polish
Acute Leukemia Group):

» TdT, CD34, HLA-DR (dodatkowo
CD38, CD71) — niezréznicowano-
komorkowe,

» CD13, CD33, CD65, CD117 oraz
MPO - biataczki szpikowe (mie-
loidalne),

» CD19, CD10 oraz cyt. CD22, cyt.

Tab. 1. Proponowany zestaw podstawowych przeciwciat monoklonalnych wg klasyfikacji CD do fenotypowej charakterystyki komorek hiataczkowych
ostrych biataczek i chtoniakéw nieziarniczych [21]

Przeciwciata dla:

limfocyty T i ich prekursory

Wystepowanie na komdrkach prawidtowych

CDh2

limfocyty T od wczesnych prekursoréw do form dojrzatych

CD3 limfocyty T dojrzate (ekspresja powierzchniowa), prekursory
(ekspresja cytoplazmatyczna)

CD5 limfocyty T od prekursoréw do dojrzatych, czes¢ limfocytéw B,
zwtaszcza w weztach chtonnych

CD7 limfocyty T od prekursorow do form dojrzatych

CD4 limfocyty T wspomagajgce we krwi obwodowej i weztach chtonnych

CcD8 limfocyty T supresorowe we krwi obwodowej i weztach chtonnych

limfocyty B i ich prekursory

CD19

limfocyty B od wczesnych prekursoréw do form dojrzatych
(determinanta restrykcyjna dla limfocytow B)

CD10 limfocyty B stadium common dojrzewania w szpiku,
staba ekspresja na granulocytach
CD20 limfocyty B stadium common do form dojrzatych
CD22 limfocyty B dojrzate we krwi obwodowej i weztach chtonnych

granulocyty, monocyty i ich prekursory

CD13 granulocyty i monocyty od wczesnych prekursoréw do form dojrzatych
CD33 wczesne prekursory granulocytéw i monocytow (staba ekspresja)
CD65 granulocyty od stadium priomielocyta i monocyty (staba ekspresja)
CD15 dojrzate granulocyty
CD14 monocyty od form prekursorowych do dojrzatych
(determinanta restrykcyjna, niektére przeciwciata wykazujg stabg reakcije
z granulocytami)
CD41, CD42 ptytki, megakariocyty i ich prekursory
inne
CD34 komdrka macierzysta szpiku, wczesne prekursory mieloidalne
HLA-DR komdrka macierzysta szpiku, prekursory mieloidalne, limfocyty B
od prekursoréw do dojrzatych, aktywowane limfocyty T
TdT koricowa deoksytranferaza — od prekursoréw do form dojrzatych limfocytéw T i B

tancuchy ciezkie i lekkie Ig

limfocyty B
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Tab. 2. Podstawowy zestaw przeciwciat monoklonalnych stosowany do rozpoznawania fenotypéw komarek rozrostowych w ostrych biataczkach

Linla Monoklonalne przeciwciato Etap réznicowanla
sklerowane przeclwko: i dojrzewania (rozpoznanie)
B TdT. HLA-DR, CD34 fenotyp komodrek o niskim zréznicowaniu
(niskozréznicowana)
TdT. HLA-DR. CD34 CD19 limfocyt pro B (limfoblastyczna progenior B)
HLA-DR, CD34, CD19, CD10 limfocyt B (limfoblastyczna B z antygenem
powszechnym - common, cALL)
HLA-DR, CD34, CD19, CD10, CD20 limfocyt pre B
(limfoblastyczna pre B prekursor B)
HLA-DR, CD19, CD20 sigM limfocyt B
(limfoblastyczna dojrzatokomérkowa B)
T TdT, HLA-DR, CD34 CD7, CD2, CD10 prekursor tymocyta (limfoblastyczna pro T)
TdT, CD7, CD2, CD5, cCD3 wczesny tymocyt (limfoblastyczna pro T)
CD7, CD2, CD5, cCD3, CD3, CD4/CD8 tymocyt (limfoblastyczna T niezréznicowana)
CD7, CD2, CD5, CD3, CD4 lub CD8 dojrzaty tymocyt
(limfoblastyczna dojrzatokomdrkowa T)
M HLA-DR. CD34, CD13, CD33,cMPO+/- mieloblast (mieloblastyczna)

CD13, CD33, cMPO

promielocyt (promielocytowa)

CD13, CD33, CD15, cMPO

mielocyt (mielocytowa)

HLA-DR, CD34, CD13, CD33, CD14, CD15

promielocyt (mielo-monoblastyczna)

HLA-DR,CD13, CD33, CD14, CD4

monocyt (monoblastyczna)

HLA-DR, CD34, CD13, CD33, CD41, CD61

megakarioblast

(megakarioblastyczna)

CD13,CD33, CD71, glikoforyna A

CD79a - limfoblastyczne z linii
limfocytu B,

» CD2, CD7 oraz cyt. CD3 - lim-
foblastyczne z linii limfocytu T.

W przypadku niejednoznacz-
nych wynikéw nalezy wykorzystac
przeciwciata proponowane jako
barwienia uzupetniajace:

» CD14, CD15, CD41 i/lub CD61,
glikoforyna A — biataczki szpiko-
we (mieloidalne),

» CD20, CD23, CD24, tancuchy
lekkie kappa i lambda, cyt IgM
— biataczki z linii limfocytu B,

» CD1a, CD3, CD4, Cd5, CD8,
TCRo/B, TCRYy/d — biataczki linii
limfocytu T,

» CD16 - chtoniaki olbrzymioko-
morkowe.

Zasadnicze znaczenie dla
wczesnej diagnostyki fenotypowej

ma ocena odsetka lub wartosci
bezwzglednych limfocytow T
(CD3) oraz ich subpopulacji CD4,
CD8, a takze limfocytéw B (CD19,
CD20) i komodrek NK (CD16+56+).
W pierwszym histogramie muszg
by¢ widoczne wszystkie typy ko-
morek.

Coraz szerszy panel otrzymywa-
nych na skale komercyjng prze-
ciwciat monoklonalnych skierowa-
nych przeciwko btonom i cytopla-
zmatycznym biatkom umozliwia
w wielu przypadkach precyzyjne
rozpoznanie. Zbierane z duzej
liczby osrodkow informacje o roz-
poznawanych fenotypach komadrek
rozrostowych i przebiegu choroby
(zastosowanie terapii, czas uzy-
skania remisji choroby i przezycia)
byty i sg ciaggle opracowywane
statystycznie. Wiedza ta jest pod-

erytroblast (erytroblastyczna)

stawg optymalnych schematow
stuzgcych do diagnozy, leczenia
oraz rokowania, szczegolnie
w chorobach nowotworowych,
a zwiaszcza do powstania zmody-
fikowanej, opartej na fenotypach
i pochodzeniu komorki chtoniaka,
klasyfikacji chtoniakéw nieziarni-
czych [19], zaproponowanej
w miejsce rozdrobnionej klasyfika-
cji histopatologicznej [20]. Nowa
klasyfikacja wymaga nieco od-
miennego zestawu przeciwciat mo-
noklonalnych, w poréwnaniu do
zestawu rytynowo uzywanego
w fenotypowej klasyfikacji biata-
czek.

KLASYFIKACJA FENOTYPOWA
OSTRYCH BIALACZEK

W tab. 2. przedstawiono pod-
stawowy zestaw przeciwciat mono-
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Tab. 3. Fenotypy komorek chioniakéw nieziarniczych wywodzacych sig z linii limfocytu T. W nawiasach podano dodatkowe informacije oraz

dodatkowe barwienia

Typ chtoniaka nieziarniczego

biataczki/chtoniaki limfoblastyczne
z prekursoréow komorek T (T-ALL/T-LBL)

Fenotyp

TdT*, CD7*, CD3" (cytoplazmatyczne),
CD2+, CD5*, CD4/CD8* lub CD4/CD8&

przewlekta biataczka limfatyczna z kk T

(T-CLL)

CDh2+, CD3*, CD5*, CD7*, CD*, CD8 lub CD4,

CD8*CD4* (65 proc.) CD4*/CD8* (20 proc.)

biataczka prolimfocytarna z kk T (T-PLL)

biataczki z duzych ziarnistych limfocytow (T-LGL)

Cbh2+, CD3, CD5, CD7, CD4, CD8, CD16",

CD56, CD57, CD25

nieagresywny rozrost z duzych
ziarnistych komorek NK (NK-LGL)

CD2+, CD3, CD4;, CD8*/, CD16*, CD56"/,

(TCR alpha/beta)

ziarniak grzybiasty (MF), zespdt Sezary’'ego

CD2+, CD3+, CD5*, CD7/7, CD4+, CD8, CD25

chtoniak z obwodowych limfocytéw T

CD2, CD3, CD5, CD7 — zmienna ,
CD4* czesciej niz CD8,
(postac¢ sledzionowa — TCR gamma/delta®)

chtoniak z komorek T — angioimmunoblastyczny

(T-AILD) i angiocentryczny

immunofenotypy nie pomagajg w réznicowaniu

chtoniak jelitowy z komdrek T

CD3*, CD7*, CD8"/, CD4-, (CD103")

biataczka/chtoniak z komérek T dojrzatych (ALT/L)

Cbh2+, CD3*, CD5', CD7, CD4*, CD8', DR

chtoniak z duzych komdrek anaplastycznych (ALCL-T)

klonalnych stosowany do rozpo-
znawania fenotypow komorek roz-
rostowych w ostrych biataczkach

KLASYFIKACJA FENOTYPOWA
CHLONIAKOW
NIEZIARNICZYCH

W tab. 3. i 4. przedstawiono fe-
notypy komorek chtoniakéw w po-
szczegolnych grupach klasyfikacyj-
nych nowego, zmodyfikowanego po-
dziatu chtoniakéw i biataczek [19].

Cytometria przeptywowa, jako
metodologia XXI w., jest bardzo
nowoczesng i doktadng metodg
analizy pod wzgledem biochemicz-
nych i fizycznych wtasciwosci ko-
morek. W ciggu kilku sekund moz-
na z niezwyktg doktadnoscig i po-
wtarzalnoscig wykry¢ subpopulacje
rzadko wystepujgce i nietypowe.
Pozwala szerzej spojrze¢ na me-
chanizmy aktywaciji i funkcje komo-
rek odpornosciowych. Zastgpienie
w ocenie stanu czynnosciowego
uktadu immunologicznego zmud-
nych metod manualnych technika-
mi cytometrycznymi pozwala na
w petni miarodajne badanie kilku
parametrow jednoczesnie i stwarza

mozliwosci standaryzaciji. Obecnie
cytometria przeptywowa ma zasto-
sowanie w codziennej rutynowej
diagnostyce w chorobach uktadu
krwiotwdrczego, gdzie zmiany fe-
notypu sg szczegodlnie wyrazne,
bedac odbiciem réznicowania
i dojrzewania licznych suppopula-
cji. Nalezy jednak zawsze pamie-
ta¢, by kazde badanie byto anali-
zowane indywidualnie i korelowane
z innymi badaniami morfologiczny-
mi wykonanymi na tym samym ma-
teriale (histopatologicznymi, cytoge-
netycznymi) z uwzglednieniem wieku
pacjenta, zmian odczynowych cho-
rob autoimmunizacyjnych.
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Tab. 4. Fenotypy komorek chtoniakow nieziarniczych wywodzacych sie z linii limfocytu B [6]; slg - powierzchniowa ekspresja taficuchow cigzkich
immunoglobulin; clg - cytoplazmatyczna ekspresja taficuchdw cigzkich immunoglobulin. W nawiasach podano dodatkowe informacije oraz

dodatkowe barwienia

Typ chioniaka nieziarniczego

prekursorowe biataczki/chtoniaki
limfoblastyczne z komdrek B (B-LBL)

Fenotyp

TdT+, CD19*, CD79a*, CD20/*,HLADR", CD10*/:
CD34°/, slg (moze byc¢ koekspresja CD13, CD33)

przewlekta biataczka limfatyczna (B-CLL) CD19+, CD20", CD79a*, CD23*, CD5*, CD10, DR, CD43

chtoniak limfocytarny (B-SLL)
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biataczka prolimfocytarna z kk B (B-PLL)
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slgM* (stabo z wyjgtkiem B-PLL — reakcja silna)

chtoniak z komérek ptaszcza (MCL)

DR, CD19, CD20, CD5, CD22, CD23, CD10, CD43

chtoniak z osrodkéw rozmnazania (FL)

CD19+, CD20, CD22*, CD10*/, CD5, CD23,
CD11c, slg® (IgM>IgD>1gG), CD43

pozaweztowe chtoniaki strefy brzeznej (MZL)

CD19", CD20", CDh22*, CD79a*, CD5, CD10, CD23;,

CD11c/, 1gD, slg*, (IgM> 1gG), clg® (40 proc.)
CD25, CD 103

biataczka wtochatokomdérkowa (HCL)

CD19*, CD20*, CD22*, CD79a*, CD5, CD23,
CD11c* (silne), slg®, CD25*,, DR, CD103

chtoniak plazmocytowy/szpiczak (PL)

CD19, CD20, CD22, CD79a*, slg, HLA DR, clg*
(IgGlgA), kappa/lambda*, DR, CD38

chtoniaki rozlane z duzych komérek B (DL BCCL)

slg*/,clg/s,

CD19*, CD20, CD22*, CD79a’, CD57/*, CD107/",

chtoniaki z duzych kk B pierwotny
chtoniak srédpiersia (ML BCL)

CD19*, CD20r, CD22*, CD79a", slg, CD30+

chtoniak Burkitta (BL)

CD19+, CD20*, CD22*, CD79a*, CD5, CD10¢,
CD23, slg® (IgM) kappa/lambda*

chtoniak z komorek B typu Burkitta
o0 wysokim stopniu ztosliwosci
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