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HOLOTRANSKOBALAMINA 
– AKTYWNA WITAMINA B12

Holotranscobalamin – active B12

 Streszczenie

G∏ównymi konsekwencjami niedoboru witaminy B12 
sà niedokrwistoÊci makrocytowe i zaburzenia neuro-
logiczne. Niedobory te spowodowane sà czynnikami 
egzogennymi (niedobory w diecie) i endogennymi 
(choroby przewodu pokarmowego, genetyczne de-
fekty w bia∏kach transportujàcych). Dotychczas pod-
stawowym testem diagnostycznym do wykrywania 
niedoborów  by∏o st´˝enie ca∏kowitej B12 w surowicy. 
Objawy kliniczne niedoboru nie korelujà ze st´˝eniem 
B12 w surowicy. Nowym dost´pnym parametrem labo-
ratoryjnym jest holotranskobalamina – „aktywna wita-
mina B12”. Test ten oznacza kompleks bia∏ko-wit.B12, 
rozpoznawany przez receptory tkankowe i b´dàcy je-
dynym êród∏em witaminy mo˝liwym do wykorzystania 
przez komórki. Wst´pne prace wykaza∏y przydatnoÊç 
tego testu szczególnie w przypadkach st´˝eƒ witami-
ny B12 w zakresie tzw „szarej strefy” 200 – 338 pg/ml 
(150 – 250 pmol/l).

 Summary

Macrocytic anemia and neurological disorders are 
known to be results of B12 deficiency which is caused 
either by egzo (malnutrition) or endogenic factors (dise-
ases of GI). Until now serum B12 has been the most com-
mon laboratory test nevertheless clinical symptoms do not 
correlate with serum B12. New test holotranscobalamin 
– „active B12” measures transcobalamin-B12 complex 
recognized by cell membrane receptors – only available 
source of B12 for tissues. Preliminary data show the utility 
of that test for early detection of B12 deficiency especially 
when serum B12 is in „grey zone” range 200 – 338 pg/ml 
(150 – 250 pmol/l).

S∏owa kluczowe: holotranskobalamina, metoda oznacza-
nia, aktywna witamina B12
Key words: holotranscobalamin, method of assessment, 
active B12.

Niedobór witaminy B12, dotyczàcy w krajach pó∏no-
cnoeuropejskich 1 – 2% populacji(1) i b´dàcy obok 
niedoboru ˝elaza i kwasu foliowego jednà z przy-
czyn niedokrwistoÊci manifestuje si´ równie˝ zaburze
niami w innych uk∏adach, w tym w uk∏adzie nerwowym. 
U podstaw patogenezy zmian le˝y upoÊledzona syn-
teza kwasów nukleinowych, prowadzàca do makrocy-
tozy i megaloblastozy, a tak˝e do demielinizacji w∏ókien 
nerwowych. 

Struktura witaminy B12 zosta∏a opisana w 1955 r. 
przez D. Hodgkin, natomiast po raz pierwszy zwiàzek ten 
zosta∏ wyodr´bniony przez K. Folkersa jako cyjanokoba-
lamina (CNCbl). W latach wczeÊniejszych trwa∏y bada-
nia nad czynnikiem przeciwko anemii z∏oÊliwej, którym 
jak si´ okaza∏o by∏a witamina B12, wykryta w wàtrobie 
wo∏owej. Witamina B12 nale˝y do witamin rozpuszczal-
nych w wodzie, jest niezb´dna komórkom organizmu 
do metabolizowania zwiàzków jednow´glowych oraz 
bierze udzia∏ w syntezie DNA. Jest oÊmiobocznym kom-
pleksowym zwiàzkiem kobaltu, sk∏adajàcym si´ z proto-
porfirynopodobnego makropierÊcienia z jonem kobaltu 
w centrum, z nukleotydu i drugiej zwiàzanej z kobaltem 
grupy CN oraz H2O, CH3 itd., stàd nazywana jest tak˝e 
cyjankobalaminà (kobalaminà – Cbl). 

Kobalamina wytwarzana jest przez drobnoustroje. Syn-
tetyzowana przez bakterie w jelicie grubym cz∏owieka, 
poni˝ej miejsca swego wch∏aniania, nie ulega absorb-
cji  i dlatego praktycznie jedynym êród∏em witaminy B12 
dla cz∏owieka jest mi´so, w mniejszym stopniu produkty 
mleczne a szczególnie du˝o znajduje si´ jej w wàtrobie. 
Ponad to kobalamina jest obecna w dro˝d˝ach. Zapotrze-
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bowanie dzienne osoby doros∏ej na witamin´ B12 wynosi 
oko∏o 5µg. Kobalamina magazynowana jest w wàtrobie 
w iloÊci 2 do 3 mg tj. pokrywajàcej zapotrzebowanie na 
oko∏o 3 – 4 lata. Prawid∏owe st´˝enie witaminy B12 w su-
rowicy to 200 – 900 pg/ml (150 – 666 pmol/l)(1,4).

Istnieje wiele nieaktywnych zwiàzków, podobnych 
do kobalaminy, mogàcych interferowaç w oznaczenia 
st´˝enia tego zwiàzku, jednak fizjologicznà rol´ w or-
ganizmie cz∏owieka spe∏niajà dwie z poznanych form 
witaminy B12, metylokobalamina, przewa˝ajàca w su-
rowicy i 5-dezoksyadenozylokobalamina (deoksykoba-
lamina, adenozynokobalamina), wyst´pujàca g∏ównie 
w hepatocytach, komórkach mià˝szu nerek i erytro-
cytach. Kobalamina pe∏ni rol´ koenzymu. Dla ssaków 
charakterystycznymi procesami, w których uczestniczy 
jest synteza metioniny i konwersja kwasu metylomalono-
wego do bursztynowego. Syntaza metioninowa bierze 
udzia∏ w tworzeniu metioniny z homocysteiny co wyma-
ga metylokobalaminy jako kofaktora. W tej reakcji grupa 
metylowa, zwiàzana z kobalaminà, zostaje przeniesio-
na na homocystein´, w wyniku czego powstaje metio-
nina. Nast´pnie kobalamina przenosi grup´ metylowà 
z N-metylotetrafolianu, przez co powstaje tetrahydro-
folian. Dzi´ki tej reakcji tworzone sà zapasy metioniny 
oraz udost´pniany jest tetrahydrofolian do syntezy pu-
ryn oraz kwasów nukleinowych. Inny enzym, mutaza 
L-metylomalonylo-CoA wymaga adenozylokobalaminy 
katalizujàcej reakcj´ tworzenia sukcynylo-CoA z mety-
lomalonylo-CoA w szlaku konwersji propionianu do me-
tabolitu cyklu kwasu cytrynowego. Reakcja ta ma zna-
czenie dla procesu glukoneogenezy, a jej upoÊledzenie 
prowadzi do nagromadzenia nieprawid∏owych zwiàzków 
lipidowych. Prawdopodobnie ich odk∏adanie w neuro-
nach mo˝e byç przyczynà zaburzeƒ w oÊrodkowym 
uk∏adzie nerwowym.(1,3,9)

Z powodu silnie polarnej struktury kobalaminy 
uniemo˝liwiajàcej swobodne przenikanie przez b∏ony 
komórkowe jej wch∏anianie, magazynowanie oraz 
przemiany mo˝liwe sà dzi´ki wyst´powaniu specy-
ficznych hydrofobowych bia∏ek pozakomórkowych 
i wewnàtrzkomórkowych. Do bia∏ek tych zalicza si´ czyn-
nik wewn´trzny Castle’a (IF – Intrinsic Factor) wytwarza-
ny przez komórki ok∏adzinowe ˝o∏àdka, wyst´pujàcy 
w przewodzie pokarmowym oraz haptokoryn´ (trans-
kobalamin´ I) i transkobalamin´ II wyst´pujàce równie˝ 
we krwi. Na komórkach nab∏onka jelitowego znajdujà 
si´ receptory dla kompleksu kobalamina czynnik 
wewn´trzny, a dla kompleksu kobalamina-transkoba-
lamina w tkankach. W pierwszym etapie, w Êwietle je-
lita cienkiego kobalamina, zwiàzana z bia∏kami treÊci 
pokarmowej, podlega dzia∏aniu kwasu ˝o∏àdkowego 
i enzymów trawiennych, a nast´pnie wià˝e si´ z czyn-

nikiem wewn´trznym i w takiej formie jest transporto-
wana przez b∏on´ enterocytu, na której jest obecny re-
ceptor dla kompleksu IF-kobalamina (IFCR), zwany te˝ 
kubilinà. Wch∏anianie kompleksu witamina B12-IF wymaga 
oboj´tnego pH i obecnoÊci jonów Ca2+. We wn´trzu ente-
rocyta czynnik wewn´trzny jest degradowany. Nast´puje 
formowanie kompleksu kobalamina – transkobalamina II, 
który jest nast´pnie wydzielany do krwi ˝y∏y wrotnej. 
Transkobalamina II (TCII) jest bia∏kiem surowicy krwi 
o krótkim okresie pó∏trwania (T1/2 = 1 h), migrujàcym 
w elektroforezie we frakcji beta-globulin. Oko∏o 25% wi-
taminy zwiàzana jest z TC II i okreÊlana jako holotransko-
balamina (holoTC). Jest to frakcja dost´pna dla komórek 
efektorowych czyli aktywna biologicznie. Haptokoryna 
(transkobalamina I), b´dàca alfa-globulinà o d∏ugim 
okresie pó∏trwania (T1/2 = kilka dni) wià˝e wi´kszoÊç 
krà˝àcej witaminy B12, tj. oko∏o 75%, nie dostarcza 
jej jednak do tkanek efektorowych, lecz bierze udzia∏ 
w wychwytywaniu toksycznych analogów witaminy B12 
i przenoszeniu ich do wàtroby, szpiku kostnego i innych 
tkanek, odznaczajàcych si´ szybkà proliferacjà. Powsta∏y 
kompleks kobalamina- transkobalamina II (holoTC) ∏àczy 
si´ z receptorami tkankowymi i ulega absorpcji drogà 
pinocytozy do komórki. Aby kobalamina zosta∏a dostar-
czona do komórek efektorowych, musi zostaç wch∏oni´ta 
w jelicie i zwiàzana z bia∏kiem transportujàcym jà we 
krwi, czyli transkobalaminà II, tworzàc kompleks holoTC. 
Nieprawid∏owoÊci na którymÊ z etapów tego szlaku b´dà 
zaburza∏y proces wch∏aniania kobalaminy do komórek, 
a co za tym idzie, uniemo˝liwia∏y w∏àczanie si´ witami-
ny B12 w procesy metaboliczne. Zaburzenia transportu 
kobalaminy dziedziczone sà jako cechy autosomalne 
recesywne.(11,12) Wa˝nà funkcj´ w transporcie koba-
laminy spe∏niajà te˝ IF i TC. Sà to pojedyncze pepty-
dy, posiadajàce jedno miejsce wiàzania witaminy B12 
i pomimo, ̋ e rozpoznawane sà przez dwa ró˝ne receptory 
wykazujà wysokie powinowactwo do wiàzania Cbl, jak 
równie˝ podobieƒstwa na poziomie genomu.(11)

Receptory dla TC II sà obecne we wszystkich tkan-
kach, lecz szczególnie liczne w nerce. Wewnàtrz komórki 
nast´puje hydrolityczny rozpad holotranskobalaminy, 
a kobalamina jest przekszta∏cana w metylokobalamin´ 
oraz hydroksykobalamin´ w cytozolu lub w 5’-adeno-
zylotranskobalamin´ w mitochondriach. W komórkach 
wàtroby witamina B12 jest magazynowana pod postacià 
metylokobalaminy, adenozynokobalaminy i hydroksyko-
balaminy.(2,4,10,11,12,13,14)

Przyczynà niedoboru witaminy B12 i zwiàzanych 
z tym konsekwencji klinicznych jest jej zmniejszona poda˝ 
do tkanek efektorowych, spowodowana ró˝nymi czynni-
kami egzo i endogennymi. Do czynników egzogennych 
mo˝na zaliczyç niedobór witaminy B12 w diecie, spotykany 

2(14)
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najcz´Êciej u wegetarian, anorektyków i osób starszych. 
Cz´sto wyst´puje ∏àcznie z niedoborem ̋ elaza. Do przyczyn 
endogennych nale˝y upoÊledzenie wch∏aniania na skutek 
zapalenia b∏ony Êluzowej ̋ o∏àdka lub jej atrofii w tym na tle 
immunologicznym oraz innych chorób przewodu pokar-
mowego. U osób w podesz∏ym wieku cz´stà przyczynà 
jest równie˝ bezsocznoÊç spowodowana przewlek∏ymi 
zmianami w b∏onie Êluzowej ˝o∏àdka, cz´sto nasilonymi 
przez d∏ugotrwa∏e przyjmowanie leków.(1) 

Niedobór kobalaminy pojawia si´ tak˝e jako wynik de-
fektu w bia∏kach zapewniajàcych odpowiedni transport (IF, 
TCII, IFCR), zaburzeƒ w przechodzeniu kobalaminy przez 
b∏on´ enterocytu lub innych, nabytych schorzeƒ, spo-
wodowanych starzeniem si´ organizmu, jak i rozleg∏ymi 
zabiegami chirurgicznymi, dotyczàcymi ˝o∏àdka i jelita 
cienkiego. W tym przypadku mimo prawid∏owej poda˝y, 
mamy do czynienia z objawami niedoboru i koniecznoÊcià 
suplementacji. Dziedziczne i nabyte przyczyny zmniej-
szonego wch∏aniania kobalaminy ilustruje tabela 1.

Niedobór witaminy B12 jest przyczynà upoÊledzenia 
reakcji katalizowanej przez syntaz´ metioninowà, która 
zosta∏a opisana powy˝ej. Jednym z g∏ównych skutków 
niedoboru tego zwiàzku jest niedokrwistoÊç, b´dàca 
nast´pstwem upoÊledzonej syntezy DNA, co odbija si´ 
w strukturze jàder erytroblastów. Wyst´puje megalopoeza, 
charakteryzujàca si´ asynchronicznym dojrzewaniem cy-
toplazmy i jàder. Jàdra sà m∏odsze, ubogie w chromatyn´ 
z luênà strukturà, a cytoplazma obfita i bardziej dojrza∏a, 
poniewa˝ synteza RNA przebiega prawid∏owo. Jednym 
z charakterystycznych wskaêników niedoboru witami-
ny B12 jest Êrednia obj´toÊç krwinki czerwonej (MCV), 
która u osób zdrowych waha si´ w granicach 82 – 92 ft, 
a w omawianym typie niedokrwistoÊci wzrasta do >100 ft, 
wartoÊci wybitnie wysokie to >110 ft, jednak ustalenie rze-
czywistej wartoÊci odci´cia dla MCV jest bardzo trudne. 
Nawet wartoÊci >94 ft mogà nasuwaç podejrzenia nie-
doboru witaminy B12 i powinny byç weryfikowane i mo-
nitorowane. Innà konsekwencjà niedoboru kobalaminy 
jest podwy˝szony poziom homocysteiny, b´dàcy praw-
dopodobnym czynnikiem ryzyka mia˝d˝ycy, zakrzepicy 
˝ylnej, czy choroby Alzheimera. Mo˝e wystàpiç homo-
cysteinuria i acyduria metylomalonowa. Nast´pstwem 
wzgl´dnego niedoboru metioniny sà równie˝ kompli-
kacje neurologiczne, niebezpieczne ze wzgl´du na ich 
nieodwracalne konsekwencje. Do dysfunkcji uk∏adu ner-
wowego nale˝à uszkodzenia nerwów oraz zwyrodnienia 
rdzenia kr´gowego. Nawet nieznaczne niedobory witaminy 
B12 powodujà uszkodzenie otoczki mielinowej komórek 
nerwowych, prowadzàc nawet do neuropatii nerwów ob-
wodowych. Zdaniem niektórych autorów, objawy neurolo-
giczne ujawniajà si´ wczeÊniej ni˝ niedokrwistoÊç u 3 na 4 
pacjentów z niedoborem kobalaminy. Jednak˝e z powodu 

ro˝nej manifestacji klinicznej a˝ do chwili wystàpienia ob-
jawów hematologicznych niejasne objawy neurologiczne 
nie sà kojarzone z niedoborem kobalaminy.(1,3,4) 

Ca∏kowite st´˝enie witaminy B12 jest obecnie pod-
stawowym testem diagnostycznym w wykrywaniu jej 
niedoborów. Jest to oznaczenie w pe∏ni zautomaty-
zowane, wykonywane technikami immunometryczny-
mi. WartoÊci referencyjne ca∏kowitego st´˝enie wita-
miny B12 mieszczà si´ w przedziale 200 – 900 pg/ml. 
(150 – 666 pmol/l) St´˝enie <200 pg/ml (<150 pmol/l) 
jest generalnie uwa˝ane za obni˝one. 

W diagnostyce laboratoryjnej stosowanie sà tak˝e 
oznaczenia kwasu metylomalonowego i homocyste-
iny. Jako markery metaboliczne ulegajà podwy˝szeniu 
w przypadku niedoboru witaminy B12 i sà to generalnie 
parametry uwa˝ane za bardziej czu∏e w ocenie zasobów 
ustrojowych tej witaminy ni˝ ca∏kowite st´˝enie kobala-
miny w surowicy. St´˝enie kwasu metylomalonowego 
w surowicy jest parametrem czu∏ym w oznaczaniu nie-
doboru witaminy B12, jednak˝e cechuje si´ wysokim 
kosztem i ulega podwy˝szeniu w niewydolnoÊci nerek. 
Podwy˝szone st´˝enie homocysteiny równie˝ poprzedza 
kliniczne objawy niedoboru witaminy B12. Nie jest to jed-
nak parametr swoisty dla tego typu niedoborów gdy˝ jego 
podwy˝szony poziom wyst´puje te˝ w niedoborze kwa-
su foliowego, witaminy B6 oraz w niewydolnoÊci nerek. 
Ostatnio dost´pne sà dodatkowe mo˝liwoÊci, zwiàzane 
raczej z wykryciem przyczyn niedoboru, a mianowicie 
wykrywanie obecnoÊci przeciwcia∏ przeciwko komór-
kom ok∏adzinowym i czynnikowi wewn´trznemu. Nadal 
stwierdzenie obecnoÊci tasiemca, zu˝ywajàcego witam-
ni´ B12 na w∏asne potrzeby jest pomocne w etiopatoge-
nezie niedoboru. Coraz rzadziej ze wzgl´du na swojà 
ucià˝liwoÊç jest stosowany test Schilinga, oceniajàcy 
zdolnoÊci wch∏aniania witaminy B12.

Najszerzej stosowanym i najbardziej dost´pnym ba-
daniem jest oznaczanie st´˝enia witaminy B12. Istnieje 
jednak szereg zastrze˝eƒ, a w tym:
– Oznacza si´ st´˝enie ca∏kowitej, a nie czynnej biologicz-

nie witaminy B12 (oko∏o 80% witaminy B12 jest zwiàzane 
z hapotokorynà i kompleks nie jest wychwytywany przez 
receptory tkankowe, czyli jest biologicznie nieczynny)

– St´˝enie nie wykazuje jednoznacznej korelacji ze sta-
nem klinicznym

– Istnieje szeroka „szara strefa” pomi´dzy wartoÊciami 
prawid∏owymi i obni˝onymi

– Oznaczenie wprawdzie jest zautomatyzowane, ale dwu-
etapowe, wymaga procesu przygotowawczego i tym 
samym wp∏ywa na szybkoÊç pracy analizatora.
Istotny klinicznie niedobór witaminy B12 mo˝e wystàpiç 

przy prawid∏owym st´˝eniu ca∏kowitej B12 w surowicy, 
co mo˝e wynikaç z niedostatecznej iloÊci TCII – jej trans-
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portera, stanowiàcego o iloÊci czynnego kompleksu 
kobalamina-TCII. Jest to argument przemawiajàcy za ko-
nie-cznoÊcià wprowadzenia swoistego parametru przydat-
nego do wykrywania niedoborów tylko aktywnej frakcji 
witaminy B12 tj. zwiàzanej z transkobalaminà.(1,3,4,6,8)

Wprowadzenie w ostatnim czasie przez firm´ Abbott 
oznaczeƒ st´˝enia holotranskobalaminy zmienia w istot-
ny sposób podejÊcie do diagnostyki niedoboru B12. Test 
oparty jest na pomiarze st´˝enia kobalaminy zwiàzanej 
z TC II (holoTC), która reprezentuje funkcjonalnie istotnà 
frakcj´ witaminy B12 w surowicy. Jest to jedyna dost´pna 
pula witaminy do wykorzystania przez komórki. Istniejà 
przypuszczenia, ˝e najwczeÊniejsze zmiany, które poja-
wiajà si´, gdy u pacjenta rozpoczyna si´ ujemny bilans 
witaminy B12, to obni˝one st´˝enie holoTC w surowicy. 
W oparciu o doÊwiadczenia wielooÊrodkowe uwa˝a si´, 
˝e jest to parametr majàcy najwy˝szà czu∏oÊç i swoistoÊç 
w odniesieniu do wykrycia wczesnych niedoborów.(1,3,8,9) 
Wyniki uzyskane przy zastosowaniu zestawu AxSYM 
Active-B12 (holotranscobalamin) wykazujà bardzo dobrà 
korelacj´ z oznaczeniami metodà RIA, a sama metoda 
jest w pe∏ni zautomatyzowana bez fazy wst´pnej.

Hermann i wsp. sugerujà, ˝e oznaczenia holoTC oraz 
kwasu metylomalonowego sà lepszym wyk∏adnikiem 
stanu witaminy B12 ni˝ jej ca∏kowite st´˝enie w surowi-
cy i pozwalajà na ró˝nicowanie pomi´dzy obni˝eniem 
zapasów ustrojowych i dost´pnoÊcià „aktywnej” wita-
miny B12.(3,4) Miller wsp. wnioskujà z przeprowadzonych 
badaƒ, ˝e holoTC i ca∏kowite st´˝enie witaminy B12 
majà równorz´dnà swoistoÊç diagnostycznà w bada-
niach przesiewowych niedoborów witaminy B12. Z tym, 
˝e pomiar obydwu tych parametrów dostarcza lepszego 
obrazu niedoboru witaminy B12 ni˝ ka˝dy z parametrów 
mierzony osobno.(8) Hvas i Nexo uznali, ˝e holoTC jest 
obiecujàcym parametrem jako test pierwszego wyboru 
w diagnozowaniu wczesnych niedoborów kobalaminy.(5,6) 
Podobne dane podajà Lindgren i wsp. którzy stwierdzili, 

i˝ wartoÊci holotranskobalaminy w surowicy wykazujà 
lepszà korelacj´ ze z∏ym wch∏anianiem kobalaminy ni˝ 
wartoÊci uzyskane dla samej kobalaminy.(7) Ze wzgl´du 
na fakt, ˝e oznaczenia holoTC w trybie rutynowym sà 
dost´pne od bardzo niedawna nie ma wystarczajàcych 
danych dla potwierdzenia pe∏nej wartoÊci diagnostycznej 
tego parametru. Mo˝na jednak stwierdziç, ˝e:
– St´˝enie holoTC jest obni˝one u osób z biochemicz-

nymi objawami niedoboru witaminy B12
– Niskie wartoÊci stwierdzono u wegetarian, wegan, 

i w populacji z niskim spo˝yciem witaminyB12
– Niskie st´˝enie holoTC (a nie witaminy B12) obserwuje 

si´ u osób z chorobà Alzheimera
Wed∏ug Herberta niedobór witaminy B12 mo˝na 

podzieliç na cztery stadia. W pierwszym i drugim stadium 
osoczowe i komórkowe zapasy kobalaminy zaczynajà 
si´ wyczerpywaç i ju˝ wówczas mo˝na obserwowaç 
obni˝one st´˝enie holoTC. W drugim stadium dodat-
kowo obserwuje si´ wzrost st´˝enia homocysteiny 
oraz kwasu metylomalonowego. Obni˝enie st´˝enia 
witaminy B12 obserwuje si´ dopiero w trzecim sta-
dium. Czwarte stadium niedoboru charakteryzuje si´ 
poza w/w cechami laboratoryjnymi jawnymi objawami 
w tym klinicznymi jak makrocytoza, podwy˝szone MCV 
oraz obni˝one st´˝enie hemoglobiny, a tak˝e nasilone 
zmiany w uk∏adzie nerwowym. 

W oparciu o dotychczasowe badania szczególne 
wskazania do oznaczania st´˝enia holoTC istniejà w za-
kresie tzw „szarej strefy” st´˝eƒ witaminy B12 tj. mi´dzy 
202 – 338 pg/ml (151 – 250 pmol/l). St´˝enia poni˝ej 
150 z du˝ym prawdopodobieƒstwem mo˝na uznaç za 
typowe dla niedoboru natomiast powy˝ej 250 pmol/l 
równie˝ z du˝ym prawdopodobieƒstwem ten niedo-
bór wykluczajà. Zakresy wartoÊci prawid∏owych dla 
holoTC nie zosta∏y jeszcze jednoznacznie wyznaczone, 
(najwi´cej danych dotyczy krwiodawców) i orientacyj-
nie wahajà si´ w granicach 42 – 174 pmol/l.

Tab. 1 Dziedziczne i nabyte przyczyny z∏ego wch∏aniania witaminy B12(11)

Zaburzenia Patofizjologia

1.Genetyczne

Brak IF Cbl nie jest rozpoznawana przez IFCR

Brak IFCR na powierzchni enterocytu Brak endocytozy Cbl

Brak wewnàtrzkomórkowej TCII Cbl nie mo˝e opuÊciç enterocytu

Cbl F (wadliwy transporter lizosomalny?) Cbl zatrzymywana w lizosomach

2. Nabyte
Zabiegi chirurgiczne na ˝o∏àdku lub zapalenie b∏ony Êluzowej 
˝o∏àdka

Zaburzone uwalnianie Cbl z bia∏ek pokarmowych z powodu 
bezsocznoÊci

Zespó∏ Zollingera-Ellisona Uszkodzone przechodzenie Cbl z Hc do IF z powodu niskiego pH

Rozrost bakterii Wspó∏zawodnictwo w pobieraniu Cbl

NiedoczynnoÊç trzustki Brak proteaz trzustkowych

Resekcja jelita cienkiego Brak IFCR
IF – czynnik wewn´trzny; Hc – haptokoryny; IFCR – receptor IF – kobalamina;
TC II – transkobalamina II, Cbl – kobalamina
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ZASTOSOWANIE CYTOMETRII PRZEP Y̧WOWEJ 
W KLINICZNEJ DIAGNOSTYCE LABORATORYJNEJ

Application of flow cytometry in clinical diagnostic

 Streszczenie

Cytometria przep∏ywowa (CP) jest praktycznà 
i precyzyjnà technikà diagnostycznà, umo˝liwiajàcà 
szybki pomiar liniowo u∏o˝onych czàsteczek lub komó-
rek, podczas ich przep∏ywu przez komor´ pomiarowà. 
Najwa˝niejszà cechà CP jest mo˝liwoÊç analizowa-
nia charakterystycznych cech (wielkoÊç, ziarnistoÊç, 
fenotyp) pojedynczej komórki lub czàsteczki bez 
koniecznoÊci ich wczeÊniejszej separacji. Zastosowa-
nie nowych rozwiàzaƒ technicznych w cytometrach 
przep∏ywowych umo˝liwi∏o nie tylko równoczesnà, 
dok∏adnà ocenà wybranych parametrów komórek, 
ale równie˝ mo˝liwoÊç selekcji dowolnych subpopula-
cji komórkowych. Spowodowa∏o to gwa∏towny wzrost 
zainteresowania wykorzystaniem technik cytometrii 
przep∏ywowej w badaniach naukowych oraz w klinicz-
nej diagnostyce laboratoryjnej. Odkrycie i zastosowanie 
mysich humanizowanych przeciwcia∏ monoklonalnych 
znaczàco poszerzy∏o zakres klinicznych badaƒ diagno-
stycznych z u˝yciem cytometrii przep∏ywowej. Antygeno-
wo swoiste przeciwcia∏a monoklonalne, sprz´˝one z flu-
orochromami, umo˝liwi∏y nie tylko dok∏adnà, fenotypowà 
analiz´ badanych subpopulacji komórek, ale pozwoli∏y 
szerzej spojrzeç na mechanizmy zwiàzane z patogenezà 
chorób o pod∏o˝u zapalnym, jak i chorób rozrostowych 
uk∏adu krwiotwórczego. W przedstawionym artykule autor 
opisuje najnowsze osiàgni´cia cytometrii przep∏ywowej 
oraz dyskutuje ich potencjalne zastosowania w klinicznej 
diagnostyce laboratoryjnej. 

 Summary

Flow cytometry is the technique for making rapid me-
asurements on particles or cells as they flow in a fluid stre-
am one by one through a sensing point. The important fu-
ture of flow cytometric analysis is that measurements are 
made separately on each particle within cell suspension in 
turn, and not just as average values for whole population. 
The ability of laser-based flow cytometers to determine 
multiple cellular parameters, based on light scatter and 
fluorescence, and to purify physically subpopulations of 
cells has led to the increasingly widespread use of this in-
strumentation in biology and clinical laboratory medicine. 
A wide range of fluorescent probes is available for directly 
estimating cellular parameters such as nucleic acid con-
tents, enzyme activity calcium flux, membrane potential 
and pH. Conjugation of fluorescent dyes to monoclonal 
antibodies has allowed for evaluation of the density and 
distribution of cell-surface and cytoplasmatic determinants 
and receptors as well as for functional identification of dif-
ferent cell subpolpulations. In this article author reviewed 
current achievements in flow cytometry and discussed 
their potential application in the routine clinical diagnosis 
of immunological and hematological diseases 

S∏owa kluczowe: cytometria przep∏ywowa, przeciwcia∏a 
monokolonalne, fenotyp, bia∏aczka, cykl komórkowy, 
apoptoza, cytokiny.
Key words: flow cytometry, monoclonal antibodies, 
phenotype, leukemia, cell cycle, apoptosis, cytokine.
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 Wst´p

Cytometria przep∏ywowa jest precyzyjnym, nieinwa-
zyjnym (nie naruszajàcym integralnoÊci komórkowej) 
narz´dziem badawczym, które pozwala na szybkà 
wieloparametrowà ocen´ struktury i funkcji komórek. CP 
powsta∏a z dwóch metodologii pokrewnych: spektroflu-
orymetrii i analizy hematologicznej, i s∏u˝y∏a pierwotnie 
do zautomatyzowanej oceny wielkoÊci i liczby komórek 
oraz pomiaru zawartoÊci DNA w badaniach onkohe-
matologicznych.(1) Chocia˝ pierwotnie CP stworzono 
w∏aÊciwie g∏ównie na u˝ytek hematologów (i w dalszym 
ciàgu jest to dominujàca specjalnoÊç nauk medycznych 
wykorzystujàca technik´ cytometrii w rutynowej diagno-
styce laboratoryjnej), to obecnie ch´tnie korzystajà z tej 
metody tak˝e badacze innych specjalnoÊci nauk me-
dycznych i biologicznych, takich jak np. farmakologia, 
toksykologia, mikrobiologia, wirusologia, czy biotech-
nologia. Zdecydowanie najwi´cej zastosowaƒ cytome-
tria przep∏ywowa znajduje w diagnostyce medycznej 
(w szczególnoÊci w immunologii czy onkologii).

Zasada dzia∏ania cytometru przep∏ywowego, opie-
ra si´ na pomiarze ugi´cia i rozproszenia zognisko-
wanej wiàzki Êwiat∏a laserowego na przep∏ywajàcych 
obiektach (komórkach) oraz pomiarze fluorescencji 
pochodzàcej z flurochromów sprz´˝onych z monoklo-
nalnymi przeciwcia∏ami, rozpoznajàcymi swoiste deter-
minanty antygenowe na powierzchni badanej komórki. 
Zarówno proces detekcji oraz zbierania danych, które 
zachodzà z du˝à szybkoÊcià (do kilku tysi´cy obiektów 
na sekund´), wymagajà precyzyjnej wspó∏pracy trzech 
g∏ównych modu∏ów funkcjonalnych, które wchodzà 
w sk∏ad ka˝dego cytometru przep∏ywowego: 
a) uk∏adu powietrzno-cieczowego s∏u˝àcego do linio-

wego transportu komórek do komory lasera, 
b) uk∏adu optycznego, sk∏adajàcego si´ z lasera/laserów 

o okreÊlonej d∏ugoÊci fali oraz filtrów optycznych 

umo˝liwiajàcych selektywne przepuszczanie po˝à-
danych d∏ugoÊci fal oraz ich skierowanie do odpo-
wiednich detektorów, oraz 

c) uk∏adu elektroniki sk∏adajàcego si´ z detektorów 
(fotopowielaczy), które – w du˝ym uproszczeniu 
– konwertujà sygna∏y Êwietlne na impulsy elektrycz-
ne prezentowane nast´pnie w postaci graficznej na 
ekranie monitora (rycina 1). 

Promieƒ laserowy padajàcy na badanà komórk´ 
w komorze lasera ulega rozproszeniu na wprost (FS) 
raz pod kàtem 900 (SS). WielkoÊç rozproszenia mie-
rzona jest na detektorach. W przypadku wzbudzenia 
fluorescencji (np. za pomocà sprz´˝onych z fluoro-
chromem przeciwcia∏ monoklonalnych) w pierwszym 
etapie widmo fluorescencji pada na filtry absorbcyjne 
lub interferencyjne oraz zwierciad∏a dichroiczne, które 
selektywnie przepuszczajà tylko po˝àdane d∏ugoÊci fal. 
W nast´pnej fazie okreÊlone fluorescencje analizowane 
sà w multifotopowielaczach, które przekazujà impuls do 
przedwzmacniacza a ten do przetwornika analogowo-
cyfrowego. W torach niosàcych sygna∏ fluorescencji 
impuls dodatkowo po opuszczeniu przedwzmacnia-
cza przechodzi przez uk∏ad kompensacji kolorów, któ-
ra zapobiega nak∏adaniu si´ cz´Êci widm emisyjnych 
w przypadku kolorów o niewielkiej ró˝nicy d∏ugoÊci fal. 
(np. izotiocyjanian fluoresceiny – FITC z fikoerytryna 
– PE)(rycina 2 i rycina 3).

Rycina 2. Nak∏adanie widm emisyjnych FITC i PE. Zaznaczone pola 
odpowiadajà obszarom nak∏adania si´ widm mogàcym powodowaç 
fa∏szywie dodatni wynik znakowania.

Praktyczne zastosowanie kompensacji w cytometrycz-
nej analizie subpopulacji limfocytów T CD4+ oraz CD8+ 
przedstawia rycina 3. Brak kompensacji powoduje, i˝ sub-
populacja limfocytów T CD4/PE, wyznakowana monoklo-
nalnym przeciwcia∏em sprz´˝onym z PE obserwowana 
jest w obszarze UR (Upper Right - górny prawy), w którym 
odczytywana jest fluoerescencja FITC (A). Z kolei sub-
populacja limfocytów CD8/FITC wyznakowana monoklo-
nalnym przeciwcia∏em sprz´˝onym z FITC obserwowana 
jest w obszarze UR (górny prawy), w którym odczytywa-
na jest równie˝ fikoerytryna (B). W przypadku w∏aÊciwej Rycina 1. Uproszczony schemat cytometru przep∏ywowego. 

DługoÊç fali

FITC PE
Filtr transmisji

Nak∏adajàcy si´ obszar 
widm emisyjnych
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kompensacji zarówno subpopulacja CD4/PE jak 
i CD8/FITC odczytywane sà w prawid∏owych obszarach 
UL ( górny lewy, A1) oraz LR (dolny prawy, B1). Przekro-
czenie pewnych wartoÊci kompensacji powoduje i˝ cz´Êç 
graficznej reprezentacji subpopulacji CD4/PE oraz CD8/
FITC znika z obszaru bramki analitycznej (A2 i B2).

 Parametry mierzone w CP

Podstawowym pomiarem jest rejestrowanie Êwiat∏a 
rozproszonego na komórce oraz Êwiat∏a emitowanego 
przez wzbudzony fluorochrom. Dzi´ki zastosowaniu 
dwóch detektorów istnieje mo˝liwoÊç oceny nie tylko 
wielkoÊci czy pola powierzchni komórki badanej (FS), 
ale równie˝ ewentualnoÊç oceny wewnàtrzkomórkowych 
struktur komórki takich jak kszta∏t komórki, wielkoÊç 
ziarnistoÊci oraz ich z∏o˝onoÊç (SS) (rycina 4, rycina 5). 

Rycina 4. Pomiar wielkoÊci, kszta∏tu i ziarnistoÊci komórkowej za 
pomocà detekcji parametrów FS i SS.

Rycina 5. Analiza wielkoÊci komórki mierzonej za pomocà rozpro-
szenia na wprost. WielkoÊç rozproszenia Êwiat∏a  zale˝y od wielkoÊci 
komórki w komorze lasera.

Pomiar obu parametrów ma kluczowe znaczenie dla 
dalszej oceny cytometrycznej np. w przypadku bada-
nia limfocytów krwi obwodowej za pomocà przeciwcia∏ 
monoklonalnych, sprz´˝onych z fluorochromami. Wy-
nika to z faktu, i˝ na komputerowym obrazie rozk∏adu 
populacji mo˝emy dokonaç selekcji dowolnej popu-
lacji komórkowej w celu jej dalszej analizy fenotypo-
wej (rycina 6). Wyniki badaƒ cytometrycznych mo˝na 
równie˝ przedstawiç w formie wykresów g´stoÊci, 
rysunków konturowych lub w formie przestrzennej 
(rycina 7). Oprócz parametrów opisujàcych rozpro-
szenie Êwiat∏a wa˝nym parametrem jest ocena 
intensywnoÊci fluorescencji, którà mierzymy za 
pomocà wspomnianych wczeÊniej detektorów. No-
woczesne aparaty sà w stanie równoczeÊnie oceniç 
10 – 12 parametrów ∏àcznie z wartoÊciami FS i SS, czyli 
w tym samym czasie mo˝emy np. uzyskaç informacje 
o wielkoÊci, kszta∏cie oraz ziarnistoÊciach komórki oraz 
o ekspresji 8 – 10 antygenów obecnych na powierzch-
ni komórki. W rutynowych badaniach laboratoryjnych 
subpopulacji komórek izolowanych z krwi obwodowej, 
szpiku kostnego i w´z∏ów ch∏onnych, oprócz parame-
trów FS i SS wykorzystuje zazwyczaj pomiar wartoÊci 
fluorescencji 2 – 3 fluorochromów w zale˝noÊci od licz-
by badanych subpolpulacji komórek oraz mo˝liwoÊci 
technicznych aparatu (tabela 1). 

Rycina 6. Cytometryczny obraz kropkowy krwi obwodowej cz∏owieka, 
uzyskany z pomiaru wartoÊci rozproszenia FS i SS. G – granulocyty, 
M – monocyty, L – limfocyty, R1 – amorficzna bramka analityczna 
umo˝liwia selekcj´      subpopulacji limfocytów w celu dalszej analizy 
fenotypowej. Jedna kropka odpowiada jednej komórce.

Detektor SS

Detektor FS

mała komórka – mały FS

du˝a komórka – wysoki FS

LASER

LASER

UL UR

LR

A

B

CD8–FITC

C
D

4
–P

E

CD8–FITC

C
D

4
–P

E

UL UR

LR

A1

B1

CD8–FITC

C
D

4
–P

E

UL UR

LR

A2

B2

Rycina 3. Cytometryczna analiza subpopulacji limfocytów T CD4+ 
orz CD8+ przy braku kompensacji (I), optymalnej kompensacji (II) 
oraz zbyt wysokiej kompensacji (III). 

S
S

FS
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Rycina 7. Inne formy graficznej prezentacji wyników uzyskanych 
w analizie FS i SS krwi obwodowej cz∏owieka. Dwuwymiarowy 
wykres g´stoÊci (A), wykres konturowy (B) oraz wykres perspek-
tywiczny (C). 

Tabela.1. Najcz´Êciej u˝ywane fluorochromy w fenotypowej ana-
lizie cytometrycznej

 Cytometryczna ocena fenotypu

Dzi´ki mo˝liwoÊci szybkiej i wieloparametrycznej ana-
lizie fenotypowej komórek uk∏adu hematopoetycznego 
CP okaza∏a si´ bardzo przydatnym narz´dziem diagno-
stycznym wykorzystywanym rutynowo w badaniach 
hematologicznych. Umo˝liwia ona bowiem iloÊciowà 
i jakoÊciowà analiz´ ekspresji swoistych antygenów 
powierzchniowych, cytoplazmatycznych i jàdrowych. 
Jednym z niewielu ograniczeƒ tej metody jest to, ˝e 
materia∏em do badaƒ nie mogà byç fragmenty tkan-
kowe (wy∏àcznie zawiesina komórek) oraz fakt, i˝ ko-
mórki muszà byç ˝ywe co z kolei uniemo˝liwia analiz´ 
preparatów archiwalnych. Materia∏em do badaƒ mo˝e 
byç pe∏na krew, zawiesina izolowanych komórek szpiku 

kostnego lub w´z∏ów ch∏onnych oraz zawiesina komó-
rek nowotworowych. Po ja∏owym pobraniu 2 – 3 ml krwi 
lub 0,5 – 1 ml szpiku kostnego do probówki zawierajàcej 
antykagulant (EDTA lub Heparyna), i wymieszaniu, pro-
bówka musi byç jak najszybciej przekazana perso-
nelowi pracowni cytometrycznej i poddana badaniu. 
W´ze∏ ch∏onny powinien byç dostarczony do pracowni 
w p∏ynie hodowlanym. Hemoliza krwi, wytràcenie skrze-
pów, zamro˝enie materia∏u do badaƒ lub zbyt póêne do-
starczenie (powy˝ej 48 godzin) do pracowni uniemo˝liwia 
wykonanie analizy. Optymalne wyniki z punktu widzenia 
oceny technicznej uzyskuje si´ w przypadku gdy bada-
nie cytometryczne przeprowadzone jest w ciàgu szeÊciu 
godzin od pobrania próbki. 

Klasyfikacj´ antygenów powierzchniowych i roz-
poznajàcych je przeciwcia∏ monoklonalnych okreÊlono 
i zunifikowano na czterech kolejnych warsztatach nauko-
wych, które odby∏y si´ kolejno w Pary˝u (1982), Bosto-
nie (1984), Oxfordzie (1986) i Wiedniu (1989). Zgodnie 
z umowà wszystkie scharakteryzowane antygeny (po-
wierdzona swoistoÊç wiàzania przeciwcia∏ i okreÊlona 
masa czàsteczkowa) uzyska∏y oznaczenia CD (z ang. 
Cluster of Differentiation) + kolejny numer (obecnie po-
nad 200) W ten sposób opisywane w literaturze antygeny 
i reagujàce z nimi przeciwcia∏a monoklonalne zebrano 
w grupy podobieƒstwa pod wzgl´dem ich reaktywnoÊci 
i struktury chemicznej (tabela 2). 

Tabela 2. Podstawowe antygeny wg klasyfikacji CD oraz przyk∏ady 
ich wyst´powanie na komórkach prawid∏owych.

Fluorochrom Wzbudzenie
(nm)

Emisja 
(nm)

Laser 
(nm)

Fluorescein 495 520 488A

Alexa Fluor Green 491 515 488A

R-Phycoerythrin 495 576 488

Phycoerythrin-cyanine 
5 conj.

495 670 488A

Phycoerythrin-cyanine 
7 conj.

495 755 488A

Allophycocyanine 650 660 630H

Allophycocyanine-cyani-
ne 7 conj

650 755 630H

A – laser argonowy; H – laser helowo-neonowy

FS

SS

S
S

S
S

FSFS

Antygen CD Ekspresja na powierzchni komórki 

CD2 Limfocyty T od wczesnych prekursorów do 
form dojrza∏ych

CD3 Limfocyty T dojrza∏e

CD4 Limfocyty T pomocnicze

CD8 Limfocyty T cytotoksyczne

CD13 Granulocyty i monocyty od wczesnych pre-
kursorów do form  dojrza∏ych

CD14 Monocyty od form prekursorowych do 
dojrza∏ych

CD15 Dojrza∏e granulocyty

CD16 Komórki NK

CD19 Limfocyty B od wczesnych prekursorów do 
form dojrza∏ych

CD22 Limfocyty dojrza∏e w krwi obwodowej i 
w´z∏ach ch∏onnych

CD33 Prekursory granulocytów i monocytów

CD34 Komórki macierzyste szpiku, wczesne formy 
prekursorów linii mieloidalnej

CD41 P∏ytki krwi i megakariocyty

CD61 P∏ytki krwi

CD64 Monocyty, aktywowane granulocyty

CD71 Erytrocyty i erytroblasty
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Zestawy przeciwcia∏ s∏u˝àce do podstawowego ba-
dania fenotypu zosta∏y opracowane w taki sposób aby 
przy niewielkiej liczbie przeciwcia∏ uzyskaç ma˝liwie 
precyzyjnà charakterystyk´ fenotypu. W rutynowej 
ocenie fenotypowej podstawowych subpopulacji lim-
focytów krwi obwodowej wykorzystuje si´ tzw mini-
malny panel sprz´˝onych z fluorochromami przeciw-
cia∏ monoklonalnych obejmujàcy nast´pujàce antygeny 
ró˝nicowania: 
CD45 – obecny na wszystkich leukocytach, 
CD14 – obecny na monocytach, 
CD3 – obecny na limfocytach T, 
CD4 – obecny na limfocytach T pomocniczych,
CD8  – obecny na limfocytach cytotoksycznych,
CD19 – obecny na limfocytach B, 
CD16 – obecny na komórkach NK. 

W pierwszym etapie cytometrycznej analizy fe-
notypowej limfocytów krwi obwodowej ustalamy, 
najcz´Êciej amorficznà, bramk´ analitycznà w obr´bie 
uk∏adu wspó∏rz´dnych FS/SS. Nast´pnie, w uk∏adzie 
wspó∏rz´dnych CD45/CD14 (rycina 8) znajdujemy i za-
znaczamy subpopulacj´ o najwy˝szej ekspresji antyge-
nu CD45 (limfocyty) oraz okreÊlamy „czystoÊç” bramki 
limfocytarnej poprzez okreÊlenie procentowej wartoÊci 
komórek CD45+/CD14–. Je˝eli liczba „wybramkowa-
nych” limfocytów mieÊci si´ w przedziale od 93% – 97% 
mo˝emy wykonaç cytometryczne badanie innych antyge-
nów, pami´tajàc jednak o analizie innych podstawowych 
populacji leukocytów.

Rycina 8. Etapy oceny „czystoÊci” bramki analitycznej dla subpo-
pulacji limfocytów krwi obwodowej. A) ustalenia bramki dla limfo-
cytów w oparciu o parametry FS/SS, B) wybramkownie populacji 
o najsilniejszej ekspresji CD45/FITC; C) okreÊlenie procentowej 
wartoÊci komórek CD45+/CD14-. G – granulocyty, L – limfocyty; 
M – monocyty.

W rutynowej diagnostyce cytometrycznej wykorzystuje 
si´ tzw wzajemnie „wykluczajàce” si´ przeciwcia∏a mo-
noklonalne, np.: przeciwko antygenowi CD4 obecnemu 
na limfocytach T pomocniczych, lecz nie wyst´pujàcemu 
na limfocytach T cytotoksycznych oraz przeciwko antyge-
nowi CD8, który ekspresjonowany jest tylko na limfocy-
tach cytotoksycznych. Pozwala to na bardzo dok∏adnà, 
cytometrycznà analiz´ subpopulacji limfocytów oraz sto-
sunkowo prostà interpretacj´ wyników przedstawionych 
w postaci grafów kwadrantowych (rycina 9).

Rycina 9. Ocena wzajemnie wykluczajàcych si´ antygenów CD4 
i CD8. A) obraz limfocytów krwi obwodowej przed „bramkowaniem: 
limfocytów, B) obraz subpopulacji CD4 i CD8 po ustaleniu bramki 
na populacji limfocytów w oparciu o parametry FS/SS.

W celu obiektywnego badania ekspresji okreÊlonych an-
tygenów powierzchniowych niezb´dne jest wykonywanie 
próby kontrolnej (z kontrolnymi przeciwcia∏ami izotypowy-
mi) do ka˝dej serii oznaczeƒ. W próbie izotypowej zamiast 
przeciwcia∏ monoklonalnych stosowanych do oznaczania 
konkretnego antygenu powierzchniowego wykorzystuje 
si´ znakowane fluorochromami przeciwcia∏a IgG, tej samej 
klasy jak stosowane przeciwcia∏a monoklonalne. Ma to na 
celu potwierdzenie swoistego wiàzania zdefiniowanych an-
tygenów przez monoklonalne przeciwcia∏a wykorzystane 
podczas analizy fenotypowej (rycina 10).

Rycina 10. Izotypowa kontrola swoistoÊci monoklonalnych prze-
ciwcia∏ u˝ytych w badaniu fenotypowym krwi obwodowej. Wyniki 
nieswoistego wiàzania powy˝ej 2% wskazujà na brak swoistoÊci 
znakowania.

Rutynowa fenotypowa analiza cytometryczna komórek 
uk∏adu hematopoetyczngo s∏u˝y nie tylko do okreÊlenia 
obecnoÊci poszczególnych subpopulacji komórek czy 
ocenie stosunków odsetkowych badanych subpopula-
cji krwi obwodowej. Szersze zastosowanie CP znalaz∏a 
w diagnostyce chorób rozrostowych uk∏adu krwiotwór-
czego, szczególnie w bia∏aczkach i ch∏oniakach(2). Pod-
stawowym celem badania cytometrycznego w klinicz-
nej diagnostyce laboratoryjnej bia∏aczek i ch∏oniaków 
jest potwierdzenie:
1) obecnoÊci antygenów z wczeÊniejszych etapów doj-

rzewania (np. CD10 w cALL),
2) braku antygenów, których ekspresja jest charaktery-

styczna dla komórek dojrza∏ych, 

Ig
G

2–
P

E

IgG1–FITC

CD8/FITC

C
D

4/
P

E

Limfocyty CD8

Limfocyty CD4

Limfocyty CD8

Limfocyty CD4

Granulocyty

BA C

2(14)



12 13

3) istnienia antygenów linii mieloidalnej na komórkach 
linii limfoidalnej, 

4) nasilonej ekspresji antygenów np. CD22 w (HCL- 
bia∏aczka w∏ochatokomórkowa), 

5) wyst´powania klonalnego rozplemu limfocytów B na 
podstawie rozk∏adu ∏aƒcuchów kappa i lambda, 

6) obecnoÊci antygenów powierzchniowych i cytopla-
zmatycznych, pozwalajàcych na dok∏adne zdefinio-
wanie etapu ró˝nicowania populacji komórek w dia-
gnostyce bia∏aczek mieszanych, 

7) wyst´powania choroby resztkowej czyli wyodr´bnienia 
populacji komórek bia∏aczkowych spoÊród populacji 
komórek o prawid∏owym fenotypie, 

8) ekspresji glikoproteiny P (kodowanej przez gen opor-
noÊci wielolekowej), której obecnoÊç jest odpowie-
dzialna za niepowodzenie leczenia chemioterapià.

Nale˝y pami´taç jednak o tym, i˝ badanie cytome-
tryczne powinno byç wykonane równolegle do oceny 
hematologicznej rozmazu i mielogramu oraz badaƒ 
cytochemicznych. 

Fenotypowa analiza cytometryczna okaza∏a si´ bar-
dzo pomocna w diagnostyce klinicznej wrodzonych 
(SCID – ci´˝ki z∏o˝ony zespó∏ niedobór immunologicz-
ny) i nabytych niedoborach immunologicznych (AIDS), 
zaburzeniach autoimmunizacyjnych, przeszczepach 
narzàdów, chorobach nowotworowych oraz chorobach 
p∏uc. W ka˝dym z w/w przypadków CP w istotny i nie-
kwestionowany sposób przyczynia∏a si´ do postawienia 
precyzyjnego rozpoznania, w∏àczenia optymalnej terapii 
oraz monitorowania efektów leczenia choroby.

 Cytometryczna analiza DNA

Analiza zawartoÊci komórkowego DNA jest jednym 
z najcz´Êciej wykonywanych badaƒ cytometrycznych. 
Wynika to z faktu, i˝ w komórkach nowotworowych bar-
dzo cz´sto dochodzi do aberracji genowych i chromo-
somowych, które mogà mieç znaczenie prognostycz-
ne oraz poznawcze. Ogromnà zaletà cytometryczne-
go oznaczania DNA jest fakt, i˝ do analizy mo˝emy 
wykorzystaç materia∏ archiwalny (bloczki parafinowe) 
oraz tkank´ zamro˝onà. Barwniki fluorescencyjne 
stosowane w analizie ploidii majà zdolnoÊç kowalen-
cyjnego ∏àczenia si´ z podwójnà nicià DNA badanej 
komórki. ZawartoÊç DNA wyra˝a si´ nasileniem flu-
orescencji barwników zwiàzanych stechiometrycznie 
z DNA jàdrowym. W rutynowym badaniu zawartoÊci 
DNA stosuje si´ tzw standard wewn´trzny, który 
stanowià komórki o prawid∏owej iloÊci DNA dodawa-
ne do próbki badanej przed pomiarem. Na podstawie 
pomiaru stosunku nasilenia fluorescencji badanych 
komórek do standardowych komórek kontrolnych 

wyznaczany jest indeks DNA. Wzbudzenie fluoro-
chromów powoduje emisjà Êwiat∏a proporcjonalnà do 
zawartoÊci DNA w komórce.(3) Najcz´Êciej stosowane 
fluorochromy w analizie DNA zestawiono w tabeli 3.

Aby zrozumieç sens analizy DNA nale˝y wyjaÊniç 
mechanizm cyklu komórkowego, i jego, graficznà pre-
zentacj´ cytometrycznà (rycina 11). Cyklem komórko-
wym okreÊlamy cykl zmian i procesów zachodzàcych 
w komórce mi´dzy 2 kolejnymi podzia∏ami mitotyczny-
mi. W typowej diploidalnej (2n) komórce cykl komórko-
wy rozpoczyna si´ fazà G1 nast´pujàcà bezpoÊrednio 
po zakoƒczonym podziale komórki. Trwa ona najd∏u˝ej 
i charakteryzuje si´ intensywnym metabolizmem. 
Drugà jest faza S, w której odbywa si´ replikacja DNA 
i powstawanie siostrzanych chromatyd. Po replika-
cji DNA nast´puje stosunkowo najkrótsza faza G2, w 
której zachodzà procesy wst´pne do podzia∏u komór-
ki. Cykl koƒczy faza M, czyli podzia∏ mitotyczny jàdra 
i podzia∏ komórki, w wyniku którego powstajà dwie, 
diploidalne komórki potomne. W ró˝nych organizmach 
i ró˝nych typach komórek cykl komórkowy mo˝e trwaç 
od 8 godz. do ponad 1 roku. Cytometryczna ocena 
ploidii pozwala na dok∏adnà analiz´ liczby chromo-
somów w komórce somatycznej danego organizmu. 
Prawid∏owa komórka somatyczna cz∏owieka posiada 
diploidalnà liczb´ chromosomów. Czasami zmienione 
nowotworowo komórki lub populacja komórek mogà 
posiadaç zwielokrotnionà liczb´ chromosomów do 
4n (tetraploidia), czy nawet 8n (oktaploidia). Ozna-
cza to, ˝e ca∏kowity materia∏ genetyczny danej popu-
lacji komórkowej/komórki zosta∏ zwielokrotniony 2- 
i 4-krotnie. Liczba chromosomów wi´ksza ni˝ 2n za-
zwyczaj nazywana jest hyperploidià, a liczba chromo-
somów mniejsza od 2n nazwana jest hypoploidià. Ter-
minem aneuploidia DNA okreÊla si´ brak co najmniej 
1 chromosomu w liczbie 2n. Ubytek nawet jednego chro-
mosomu w garniturze 2n mo˝na okreÊliç za pomocà 
oznaczenia indeksu DNA, który wyra˝a stosunek 
pomi´dzy zawartoÊcià DNA w komórce nowotworowej 
do zawartoÊci DNA w diploidalnej komórce zdrowej.

Tabela 3. Najcz´Êciej u˝ywane fluorochromy w cytometrycznej 
analizie DNA.

Fluorochrom Wzbudzenie
(nm)

Emisja
(nm)

Laser
(nm)

Propidium Iodide 495 639 488A

Ethidium Bromide 493 637 488A

7-Aminoactinomycin D 546 647 488A

Hoechst 33342 395 450 UVA, HeCd

DAPI 372 456 UVA, HeCd

YO-PRO-1 491 509 488A

Pyronin Y 545 565 488A

A – laser argonowy; HeCd – laser helowo-kadmowy
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Rycina 11. Analiza zawartoÊci DNA w komórce w poszczególnych 
fazach cyklu komórkowego. A) fazy cyklu komórkowego: G0 – faza 
spoczynkowa, G1, S, G2 oraz M; B) histograficzne zobrazowanie 
cyklu komórkowego za pomocà cytometrii przep∏ywowej.

Najwa˝niejszym warunkiem prawid∏owego wykonania 
analizy DNA jest odpowiednia zidentyfikowanie i oddzie-
lenie populacji pojedynczych komórek znajdujàcych si´ 
w poszczególnych fazach cyklu komórkowego od tak 
zwanych dubletów utworzonych przez komórki zlepione. 
Mo˝na to osiàgnàç poprzez odpowiednie bramkowanie 
analizowanych komórek, które pozwala na wykluczenie 
konglomeratów sk∏adajàcych si´ z dwóch lub wi´kszej 
liczby komórek (rycina 12). 

Rycina 12. Prawid∏owe bramkowanie pojedynczych komórek w cy-
tometrycznej analizie DNA. 2xG1 – po∏àczone dwie komórki w fazie 
G1; G1+S – dublety komórek w fazie G1 i S; G2+G1 – po∏àczone 
komórki w fazie G2+G1.

Skojarzona, cytometryczna analiza ploidii komórek no-
wotworowych o okreÊlonym fenotypie pozwala nie tylko 
na wykrycie niepo˝àdanej populacji komórkowej wÊród 
komórek prawid∏owych, ale mo˝e równie˝ dostarczyç cen-
nych informacji o skutecznoÊci zastosowanej terapii oraz 
biologii cyklu komórkowego. Ocena DNA mo˝e przyczyniç 
si´ do wczesnego wykrycia choroby, a obecnoÊç aneuplo-
idii DNA mo˝e wskazywaç na zwi´kszone ryzyko czynne-
go procesu nowotworowego. Dodatkowo, analiza ploidii 
DNA mo˝e byç równie˝ przydatna w wyborze leczenia 
i rokowaniu, a we wczesnym okresie choroby pozwala 
wyselekcjonowaç grup´ nowotworów, które wymagajà 
agresywniejszej procedury terapeutycznej. Cytometrycz-
na analiza DNA zalaz∏a zastosowanie w diagnostyce i klini-
ce nowotworów przewodu pokarmowego, raka p´cherza 
moczowego, raka sutka, nowotworów jajników i raka ma-
cicy, raka p∏uc oraz ch∏oniaków nieziarniczych. Przyk∏ad 

histogramu przedstawiajàcego nieprawid∏owà zawartoÊç 
DNA zaprezentowano na rycinie 13. 

Rycina 13. Analiza ploidii DNA w jàdrach komórek raka piersi, 
izolowanych z materia∏u tkankowego zatopionego w parafinie.

Przedstawione powy˝ej przyk∏ady zastosowaƒ cy-
tometrii przep∏ywowej w analizie DNA potwierdzajà 
u˝ytecznoÊç tej metody w nie tylko w diagnostyce, pro-
gnozowaniu i wyborze terapii przeciwnowotworowej, ale 
równie˝ w przypadku wielu innych chorób o ró˝nej pato-
genezie, o których wspomniano wczeÊniej.

 Cytometryczna analiza programowanej 
Êmierci komórki

Programowana Êmierç komórki jest aktywnym, wie-
loetapowym procesem fizjologicznym prowadzàcym do 
planowej eliminacji komórki. Cytometria przep∏ywowa 
pozwala na szybkà oraz wieloparametrowà analiz´ pro-
cesów biologicznych zwiàzanych z apoptozà w kilku 
populacjach komórkowych równoczeÊnie. Odkrycie 
mechanizmów regulujàcych apoptoz´ oraz udoskona-
lenie technik jej analizy doprowadzi∏o do prób wyko-
rzystania cytometrycznej oceny programowanej Êmierci 
komórki w: 
1) diagnostyce nowotworów, 
2) klinicznej odpowiedzi na zastosowanà terapi´, 
3) transplantologii (klonalna delecja alloreaktywnych 

limfocytów T biorcy), 
4) diagnostyce i prognostyce AIDS,
5) diagnostyce m´skiej niep∏odnoÊci. 

G∏ównymi cechami pozwalajàcymi na cytometryczne 
odró˝nienie komórek martwych od ˝ywych jest zmiana 
zdolnoÊci rozpraszania Êwiat∏a przez komórki apoptycz-
ne, utrata ich funkcji transportowych, oraz utrata asymetrii 
fosfolipidów w wczesnym etapie apoptozy, powodujàca 
pojawienie fosfatydyloseryny po zewn´trznej stronie 
b∏ony cytoplazmatycznej. Równoleg∏a ocena apoptozy 
oraz diagnostyka fenotypowa z u˝yciem sprz´˝onych 
z fluorochromami monoklonalnych przeciwcia∏ pozwala 
na precyzyjne okreÊlenie spontanicznej i indukowanej 
(np. lekami) apoptozy w badanej subpopulacji komór-
kowej (rycina 14).
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Ocena komórek w stanie apoptozy mo˝e byç równie˝ 
dokonana za pomocà prostej analizy DNA (rycina 15).

Rycina 15. Histograficzna ocena apoptozy w cytometrycznym 
badaniu DNA. 

Mo˝liwoÊç dok∏adnego oszacowania liczby komó-
rek apoptycznych za pomocà CP znalaz∏o szerokie za-
stosowanie w klinicznej onkologii. Szczególnà wartoÊç 
klinicznà ma oznaczenie kinetyki proliferacji jak i induko-
wanej Êmierci komórek w guzie (wskaênik apoptotyczny), 
które mogà mieç znaczenie prognostyczne. OkreÊlenie 
wskaênika apoptotycznego koreluje z wczesnà odpowie-
dzià klinicznà w przypadku bia∏aczek leczonych Taxo-
lem. Oznaczanie spontanicznej i indukowanej apoptozy 
znalaz∏o zastosowanie w monitorowaniu leczenia u cho-
rych zaka˝onych wirusem HIV. Jednak wykorzystanie ana-
lizy programowanej Êmierci komórki w codziennej praktyce 
laboratoryjnej wymaga opracowania wystandaryzowanych 
procedur i metod kontroli ich jakoÊci, które w najbli˝szej 
przysz∏oÊci pozwolà na w∏àczenie badania DNA do ruty-
nowej praktyki diagnostycznej.

 Cytometryczna analiza p∏ytek krwi
 
Zastosowanie cytometrii przep∏ywowej w diagnostyce 

p∏ytek krwi udoskonali∏o mo˝liwoÊci ich obiektywnej oce-
ny. Wynika to z faktu, i˝ stosowane do tej pory diagnostycz-
ne testy oceniajàce morfologi´ i czynnoÊç p∏ytek obarczo-
ne by∏y du˝ym b∏´dem metody zwiàzanym z artefaktami 

w czasie przeprowadzenia pomiaru. Dodatkowà zaletà 
cytometrycznej analizy liczby p∏ytek jest wi´ksza czu∏oÊç 
metody (do 5 x 103  p∏ytek/µl) oraz powtarzalnoÊç. Swo-
istym antygenem obecnym na powierzchni p∏ytek krwi jest 
antygen CD61, którego ekspresja zale˝y w du˝ej mierze 
od stanu aktywacji p∏ytek. Cytometria przep∏ywowa licz-
by i stanu aktywacji p∏ytek znalaz∏a zastosowanie w dia-
gnostyce zmian uk∏adu krzepni´cia i fibrynolizy, szcze-
gólnie we wstrzàsie, posocznicy, niestabilnej chorobie 
wieƒcowej, powik∏aniach zakrzepowo-zatorowych, ze-
spole DIC oraz w trakcie terapii fibrynolitycznej. Ró˝nice 
w cytometrycznym obrazie p∏ytek dotyczà najcz´Êciej 
zmian w morfologii i ekspresji czàsteczek adhezyjnych 
co nasila zdolnoÊci agregacyjne p∏ytek krwi. Ze wzgl´du 
na fakt, i˝ p∏ytki krwi sà krwinkami najbardziej nietrwa∏ymi 
i wra˝liwymi na dzia∏anie czynników aktywujàcych, klu-
czowe znaczenie ma odpowiednie przechowywanie 
i szybkie utrwalenie badanego materia∏u (paraformalde-
hyd). Krótkotrwa∏e przechowywanie nieutrwalonej krwi 
(powy˝ej 30 min od pobrania na EDTA) doprowadza do 
aktywacji p∏ytek, oraz zmian w cytometrycznym obrazie 
wielkoÊci p∏ytek, ich ziarnistoÊci oraz nasilenia ekspresji 
markera aktywacji antygenu CD62. Klasycznà segregacj´ 
p∏ytek krwi i erytrocytów na podstawie pomiaru parame-
trów FS/SS przedstawia rycina 16.

Rycina 16. Cytogram p∏ytek krwi uzyskany z pomiaru wartoÊci 
FS do SS.

 Cytometryczna analiza komórek macie-
rzystych szpiku. 

Wzrastajàca liczba danych dotyczàcych swoistych 
w∏aÊciwoÊci i funkcji hematopoetycznych komórek ma-
cierzystych (HKM) sprawi∏a, ̋ e sta∏y si´ one atrakcyjnym 
obiektem zainteresowaƒ badaczy, nie tylko w modelu al-
logenicznych przeszczepów szpiku, ale równie˝ w kom-
binowanej immunoterapii nowotworów. Zdefiniowanie 
swoistych antygenów ekspresjonowanych na powierzch-
ni HKM pozwoli∏o na szybkà i precyzyjnà cytometrycznà 
ocen´ ich liczby oraz etapu ró˝nicowania. Wykorzystanie 
sprz´˝onych z fluorochromem monoklonalnych przeciw-
cia∏ przeciwko antygenowi CD34 umo˝liwi∏o dok∏adnà 

Rycina 14. Ocena programowanej spontanicznej Êmierci komórki 
(A) oraz indukowanej cyklofosfamidem (B), w populacji limfocytów 
krwi obwodowej cz∏owieka. Dzi´ki zastosowaniu dwóch barwników 
fluorescencyjnych, FITC sprz´˝onego z Annexin V oraz PI (propi-
dium iodide) mo˝liwe jest odró˝nienie populacji komórek ˝ywych 
(V), nekrotycznych (N) od apoptycznych we wczesnej (A) i póênej 
fazie apoptozy (AP). 

Apoptoza G0/G1

S G2/M

N AP

A

0.28 2.53

8.8988.30

N AP

A

4.56 37.85

23.8033.78

A B

FS

S
S FS

SS

Erytrocyty

Płytki krwi
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selekcj´ pierwotnych form HKM za pomocà sortera 
komórkowego.(4) Fenotyp HKM mo˝emy okreÊliç jako 
CD34+, MDR-1+, c-kit+ i CD45RO+ oraz CD38-, HLA-
DR- oraz LDM- (Lieneage-Differentiation Marker), jednak 
w praktyce transplantacyjnej dla ich identyfikacji wystar-
cza selekcja populacji CD34+/CD38-. Ze wzgl´du na 
∏atwà dost´pnoÊç oraz mo˝liwoÊç efektywnej modulacji 
cytokinami zastosowanie wyizolowanych komórek ma-
cierzystych z krwi obwodowej oraz szpiku kostnego ma 
w chwili obecnej najszersze zastosowanie kliniczne. Dzi´ki 
swojej prostocie i stosunkowo wysokiej dok∏adnoÊci po-
miaru cytometryczna ocena fenotypu HKM oraz techniki 
selekcji komórek krwiotwórczych znalaz∏y szerokie za-
stosowanie w onkologii i transplantologii klinicznej. Pod-
stawowa analiza cytometryczna hematopoetycznych ko-
mórek macierzystych szpiku izolowanego od zdrowego 
dawcy zosta∏a przedstawiona na rycinach 17 i 18.

Rycina 18. Cytometryczna ocena populacji komórek HKM CD34+. 
Izolowanych ze szpiku kostnego. A – ustanowienie bramki anali-
tycznej R1 na leukocytach; B – bramkowanie komórek CD-34+; 
C – selekcja komórek CD34+ uzyskana w wyniku dodania bra-
mek analitycznych R1+ R2; D – cytogram komórek CD34+ po 
odrzuceniu artefaktów.

 Ocena st´˝enia cytokin za pomocà CP.

Cytokiny stanowià grup´ niskoczàsteczkowych gliko-
protein odgrywajàcych kluczowà rol´ w regulacji odpo-
wiedzi immunologicznej, proliferacji oraz ró˝nicowania 
komórek. Oddzia∏ujàc na wiele typów komórek cytokiny 
sà mediatorami reakcji zapalnych i immunologicznych 
oraz uczestniczà w reakcji krwiotworzenia. Oznaczenie 
poziomu cytokin ma kluczowe znaczenie w diagnostyce, 
monitorowaniu i leczeniu chorób o pod∏o˝u autoimmuno-
logicznym, nowotworów, chorób zakaênych, alergicznych 
oraz wstrzàsu septycznego. Klasycznym testem oznacza-
nia st´˝enia cytokin jest immunoenzymatyczny test ELISA 
wykorzystujàcy znakowane, monoklonalne przeciwcia∏a 
diagnostyczne, swoiÊcie rozpoznajàce epitopy badanej 
cytokiny. Metoda ta pozwala na stosunkowo precyzyj-
ne okreÊlenie st´˝enia cytokiny w badanym materiale, 
ale jest czasoch∏onna i dodatkowo obarczona ryzykiem 
pope∏nienia b∏´du metodycznego. Ponadto, w czasie 
pomiaru mo˝emy okreÊliç poziom tylko jednej cytokiny, 
co ze wzgl´du na koszty wykonania badania w du˝ym 
stopniu ogranicza mo˝liwoÊç rutynowego stosowania 
testu w praktyce klinicznej. W ostatnich latach, dzi´ki re-
wolucyjnemu zastosowaniu sprz´˝onych z fluorochro-
mem mikrokulek, kowalencyjnie zwiàzanych ze swoistym 
wobec badanej cytokiny przeciwcia∏em monoklonalnym, 
mo˝emy w ciàgu kilku godzin, ÊciÊle oceniç st´˝enie do 
dwunastu cytokin w jednej próbce.(5) Metoda CBA (Cy-
tometric Beads Array- cytometryczne macierze kulkowe) 
umo˝liwia obiektywnà, równoczesnà ocen´ poziomu 
wielu cytokin w surowicy krwi, p∏ynach wysi´kowych, 
pop∏uczynach oskrzelowych, ∏zach, lizatach komórko-
wych oraz po˝ywkach hodowlanych. Technika CBA po-
lega na pomiarze Êredniej wartoÊci fluorescencji znacz-
nika sprz´˝onego z danà grupà mikrokulek oraz ró˝nicy 
intensywnoÊci fluorescencji po inkubacji materia∏u 
z przeciwcytokinowymi, swoistymi przeciwcia∏ami 
monoklonalnymi, sprz´˝onymi z FITC lub PE. Do∏àczenie 
do ka˝dego zestawu testowego standardów badanej 
cytokiny umo˝liwia wyznaczenie krzywej standardowej 
oraz dok∏adne okreÊlenie st´˝enia badanej substancji 
(rycina 19 i 20). 

Rycina 19. Wykres kropkowy przedstawiajàcy Êrednià wartoÊç 
fluorescencji standardów dla szeÊciu analizowanych cytokin. 
A – kontrola negatywna, B – standard 80 pg/ml, C – standard 1250 
pg/ml; D – standard 5000 pg/ml (pg-pikogram; ml -mililitr).
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C
D
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Rycina 17. Kropkowy wykres 
komórek szpikowych uzyskany 
w wyniku analizy parametrów 
FITC i SS. R1 – linia granulocy-
tarna, R2 – linia limfocytarna, R3 
– linia monocytarna, R4 – linia 
erytrocytarna.
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Rycina 20. Histogram przedstawiajàcy intensywnoÊç fluorescencji 
~ 650nm (FL3) mikrokulek op∏aszczonych przeciwcia∏ami prze-
ciwko cytokinom produkowanym przez limfocyty Th1/Th2. 

Obecnie istnieje mo˝liwoÊç indywidualnego dobo-
ru sprz´˝onych z przeciwcytokinowymi przeciwcia∏ami 
monoklonalnymi mikrokulek, co umo˝liwia stworzenie 
dowolnych paneli macierzy analitycznych oceniajàcych 
st´˝enie cytokin (rycina 21).

Rycina 21. Oznaczenie st´˝enia cytokin w p∏ynie hodowlanym za 
pomocà techniki CBA Flex Set (badania w∏asne). APC – allophyco-
cyanine, IL – interleukiny, GMCSF – czynnik stymulujàcy tworzenie 
kolonii granulocytów i makrofagów, IFN – (-interferon gamma), 
RANTES – grupa chemokin wydzielanych przez prawid∏owe limfo-
cyty T, VEGF – czynnik wzrostu Êródb∏onka naczyƒ.

Cytometria przep∏ywowa zalaz∏a równie˝ zasto-
sowanie w analizie cytokin wewnàtrzkomórkowych. 
Wykorzystujàc technik´ permeablizacji b∏ony cyto-
plazmatycznej oraz równoczesnà ocen´ fenotypowà, 
mo˝emy z du˝à ∏atwoÊcià zdefiniowaç profil cytokin 
produkowanych i uwalnianych przez okreÊlonà subpo-
pulacje komórkowà (np. okreÊliç polaryzacj´ odpowiedzi 
immunologicznej w kierunku Th1 lub Th2). Jednak szer-
sze zastosowanie tego badania w rutynowej diagnosty-
ce laboratoryjnej jest limitowane wysokà cenà testu oraz 
zbyt d∏ugim czasem trwania analizy. 

 Perspektywy rozwoju cytometrii prze-
p∏ywowej. 

 
Dynamiczny rozwój technik cytometrii przep∏ywowej 

umo˝liwi∏ jej szersze zastosowanie w diagnostyce kli-
nicznej. Obecnie metoda ma g∏ównie zastosowanie 
w diagnostyce chorób uk∏adu krwiotwórczego oraz cho-
rób zakaênych. Istotnym ograniczeniem wykorzystania 
CP w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej jest wysoka 
cena aparatury oraz brak niezb´dnego doÊwiadczenia 
personelu laboratoryjnego. Wydaje si´, i˝ w najbli˝szej 
przysz∏oÊci zostanie opracowane nowe pokolenie 
urzàdzeƒ analitycznych ∏àczàcych zalety cytometrycznej 
oceny fenotypu oraz st´˝enia cytokin z mo˝liwoÊcià 
szybkiej analizy morfologicznej i biochemicznej. G∏ów-
nym celem strategii rozwoju cytometrii przep∏ywowej 
jest doprowadzenie do powszechnego dostosowania 
znanych protoko∏ów rutynowych oznaczeƒ cytome-
trycznych do standardów obowiàzujàcych w diagno-
styce klinicznej.
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WSKAèNIKI CZERWONOKRWINKOWE

Blood red cell indices

 Streszczenie

Podstawowe wskaêniki czerwonokrwinkowe znane 
sà od przesz∏o siedemdziesi´ciu lat. Ich wartoÊci sà 
charakterystyczne dla okreÊlonych populacji czy grup 
wiekowych. Najwi´kszà dynamik´ zmian obserwuje si´ 
w pierwszych tygodnia i miesiàcach po urodzeniu. 
Sugeruje si´, ˝e wskaêniki czerwonokrwinkowe kon-
trolowane sà przez charakterystyczny uk∏ad genów. 
Najwi´ksze znaczenie diagnostyczne przypisuje si´ 
MCV, znacznie mniejsze MCH i MCHC. Wspó∏czesne 
analizatory hematologiczne precyzyjnie wyliczajà, cho-
cia˝ nie bez pewnych ograniczeƒ, wartoÊci wskaêników. 
Coraz szersze zastosowanie znajdujà równie˝ do 
wewn´trznej kontroli jakoÊci pracy analizatora.

 Summary

Basic red blood cell indices are well-known for over 
seventy years. Their values are characteristic for defini-
te populations or age groups. The greatest dynamics is 
observed in first weeks and months of infancy. It is sug-
gested that they are controlled by the system of genes. 
The greatest diagnostic meaning has MCV, considerably 
less MCH and MCHC. Present haematological analysers 
precise enumerate, though not without certain limitations, 
values for indices . Because of small biological variations 
they are used for purposes of internal quality control of 
analysers.

S∏owa kluczowe: MCV, MCHC, MCH, wskaêniki 
czerwonokrwinkowe.
Key words: MCV, MCHC, MCH, red cell indices.

 Wst´p

Podstawowe wskaêniki czerwonokrwinkowe, zwa-
ne równie˝ wskaênikami Wintroba znane sà od po-
nad siedemdziesi´ciu lat i stanowià tradycyjne uzupe∏-
nienie obrazu morfologicznego krwi obwodowej.(2,6) 
Zaliczajà si´ do nich:
– MCV – Êrednia obj´toÊç krwinki czerwonej, 
– MCH – Êrednia masa hemoglobiny w krwince czer-

wonej, 
– MCHC – Êrednie st´˝enie hemoglobiny w krwince 

czerwonej
Manualnie wyliczane sà wed∏ug nast´pujàcych 

wzorów:
MCV (fl) = Hematokryt (w %) x 10/liczba krwinek 

czerwonych x 109/l
MCH (pg) = Hemoglobina (w g/dl) x 10/liczba krwi-

nek czerwonych (mln/µl)
MCHC (g/dl) = Hemoglobina (w g/dl)/hematokryt (l/l)
Ze wzgl´du na to, ˝e do ich wyliczenia niezb´dne 

sà wartoÊci hematokrytu, liczba krwinek czerwonych 
i st´˝enie hemoglobiny, precyzyjne pomiary wymienio-
nych parametrów sà gwarancjà wiarygodnoÊci uzyska-
nych wyników. 

Od przesz∏o 40 lat – czyli od wprowadzenia liczników 
hematologicznych i analizatorów hematologicznych ko-
lejnych generacji, pomiar liczby erytrocytów, st´˝enia 
hemoglobiny oraz obj´toÊci krwinki czerwonej odbywa 
si´ bezpoÊrednio, z wykorzystaniem technologii impe-
dancji elektrycznej lub pomiaru rozproszenia Êwiat∏a 
laserowego. Wiadomo, ˝e wielkoÊç impulsu impe-
dancyjnego jest proporcjonalna do wielkoÊci krwinki 
czerwonej zawieszonej w roztworze o odpowiedniej 
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osmolalnoÊci i przechodzàcej przez system pomiarowy, 
Jest ona równie˝ uzale˝niona od kszta∏tu komórki a ten 
z kolei zale˝y od lepkoÊci cytoplazmatycznej, na którà 
g∏ówny wp∏yw ma zawartoÊç hemoglobiny w komórce. 
Po∏àczenie tych dwóch prostych zale˝noÊci sprawia, 
˝e w niektórych przypadkach system impedancyjny, 
bazujàcy na izoosmotycznych rozcieƒczalnikach nie 
powinien byç u˝ywany do wyznaczania wartoÊci MCV. 
Dotyczy to stanów zwiàzanych z zaburzeniami gospo-
darki wodno- elektrolitowej, kiedy wartoÊci MCV oraz 
MCHC muszà byç bezwzgl´dnie wyliczane przy u˝yciu 
powy˝szych wzorów lub wyznaczone przy u˝yciu innej 
technologii, na przyk∏ad pomiaru rozproszenia Êwiat∏a 
laserowego. Nie nale˝y równie˝ zapominaç, ˝e w oce-
nie tych zaburzeƒ wa˝ne jest obserwowanie dynamiki 
zmian wskaêników, a nie bazowanie wy∏àcznie na po-
jedynczym pomiarze.(6,9)

Technologia pomiaru rozproszenia Êwiat∏a laserowe-
go pozbawiona powy˝szych niedogodnoÊci, nie jest 
pozbawiona wad. Umo˝liwia co prawda bezpoÊredni 
pomiar hemoglobiny w krwince czerwonej, co podno-
si wiarygodnoÊç pomiaru, nie ma jednak zastosowania 
w przypadku niedokrwistoÊci sierpowatych.

 Pomijajàc niedoskona∏oÊci technologiczne, powinno 
si´ pami´taç, ̋ e systemy hematologiczne dostarczajà, 
oprócz podstawowych wskaêników czerwonokrwinko-
wych, wiele innych parametrów (rekordziÊci oferujà 
ich prawie czterdzieÊci) oraz wykresów graficznych 
(histogramy i skatergramy), umo˝liwiajàcych posta-
wienie wst´pnej diagnozy lub jej potwierdzenie, bez 
koniecznoÊci wykonywania dodatkowych badaƒ (bio-
chemicznych, immunochemicznych). Nawet relatywnie 
prosty analizator dostarcza informacji o podstawowych 
wskaênikach czerwonokrwinkowych, które zosta∏y wy-
korzystane do podzia∏u niedokrwistoÊci.(2,7)

SpoÊród wymienionych parametrów najwa˝niejsze 
znaczenie diagnostyczne posiada MCV. Jest bowiem 
g∏ównym czynnikiem decydujàcym mi´dzy innymi o po-
dziale niedokrwistoÊci, na niedokrwistoÊci makrocyto-
we, mikrocytowe i normocytowe, sugerujàcym podj´cie 
odpowiedniego dzia∏ania przez klinicyst´. (Tabela 1). 
Znaczenie MCH i MCHC w diagnostyce niedokrwistoÊci 
jest mniejsze.(3,7,8)

Automatyzacja oznaczeƒ hematologicznych przy-
czyni∏a si´ do bardzo dobrej powtarzalnoÊci wartoÊci 
wskaêników, które ze wzgl´du na bardzo ma∏à zmiennoÊç 
biologicznà znalaz∏y zastosowanie w procesie kontroli 
jakoÊci analitycznej. Wi´ksze problemy sà ze zdefinio-
waniem ich zakresu wartoÊci prawid∏owych. Dla MCV 
ró˝ni autorzy podajà ró˝ne dane mi´dzy 80 i 98 fl. 
(80 – 94, 82 – 96, 82 – 98). W klasyfikacji niedokrwistoÊci 
za punkty odci´cia przyj´to 80 (poni˝ej jest mikrocytoza) 

Prawie wszystkie analizatory hematologiczne wyli-
czajà wskaênik anizocytozy krwinek czerwonych 
(rozk∏adu obj´toÊci), okreÊlany jako RDW i wyra˝any 
najcz´Êciej w % (4). Im wy˝sze wartoÊci RDW tym wi´ksza 
heterogennoÊç populacji krwinek czerwonych (inten-
sywna odnowa czerwonokrwinkowa lub obecnoÊç co 
najmniej dwóch ró˝nych populacji krwinek czerwonych 
po przetoczeniach krwi). RDW nie mo˝e byç oceniany 
samodzielnie tylko ∏àcznie z histogramem krwinek czer-
wonych. WartoÊci RDW wykazujà nieznaczne wahania 
zale˝ne do wieku, sà natomiast niezale˝ne od p∏ci.

Podstawowe wskaêniki czerwonokrwinkowe wyka-
zujà w warunkach fizjologii bardzo ma∏à zmiennoÊç tak 
wewnàtrz jak i mi´dzyosobniczà, co zosta∏o wykorzy-
stane w programach ruchomej Êredniej, monitorujàcych 
jakoÊç pracy wi´kszoÊci nowoczesnych analizatorów 
hematologicznych. Analizy ruchomej Êredniej w he-
matologii zosta∏y zapoczàtkowane przez analizy X-B, 
wykorzystujàce do monitorowania jakoÊci pracy ana-
lizatorów automatycznà Êrednià, znanych, stabilnych 
wskaêników czerwonokrwinkowych (MCV, MCH, 
MCHC). Analizy programu X-B, gdzie XB, jest symbo-
lem dla Êredniej, u˝ywajà do wyliczenia ruchomej Êredniej 
dla wskaêników czerwonokrwinkowych algorytmu opi-
sanego przez Bulla. Ka˝de odchylenie od ustalonych 
w laboratorium wartoÊci Êrednich, wyliczonych w oparciu 
o zbiór yników, uzyskanych od pacjentów mo˝e Êwiadczyç 
o nieprawid∏owoÊciach w pracy analizatora.

Tabela 1.

i 100fl (powy˝ej jest makrocytoza). Jednak ju˝ przy 
wartoÊciach 94fl mo˝na spodziewaç si´ towarzyszà-
cych niedoborów wit. B12, lub poczàtku niedokrwistoÊci 
wieloniedoborowej. 

WartoÊç MCV Stan kliniczny 

poni˝ej 80 fl

niedokrwistoÊç mikrocytowa:
– z niedoboru ˝elaza
– talasemie
– syderoblastyczne
choroby przewlek∏e
hemoglobinopatie

80 – 100 fl

niedokrwistoÊç normocytowa:
– hipoprolifereacyjne
– aplastyczne
– hemolityczne
– pokrwotoczne
wczesna faza niedokrwistoÊci z niedoboru ˝elaza
niedokrwistoÊç oporna na leczenie

powy˝ej 100 fl

niedokrwistoÊci makrocytowe i megaloblasyczne:
– z niedoboru witaminy B12
– z niedoboru kwasu foliowego
niedokrwistoÊci hipoproliferacyjne
zespo∏y mielodysplastyczne
niedokrwistoÊç oporna na leczenie
niedokrwistoÊci hemolityczne
choroby wàtroby
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W zaawansowanych technologicznie systemach 
hematologicznych monitorowanie jakoÊci pracy 
systemu odbywa si´ z wykorzystaniem algoryt-
mów podobnych do algorytmów analiz programu 
wykorzystujàcego wskaêniki czerwonokrwinkowe. 
Wykorzystywane sà parametry RBC/PLT (RBC, RDW, 
HGB, HCT, PLT) parametry krwinek bia∏ych (WBC) 
i retikulocytów (%R) To monitorowanie zosta∏o równie˝ 
poszerzone na niektóre wartoÊci mierzone nazywane 
populacjami statystycznymi, które zawierajà wartoÊç 
Êrednià i wspó∏czynnik zmiennoÊci dla kana∏ów danych 
w pomiarach optycznych.

Wiadomo, ̋ e zmiany wartoÊci wskaêników czerwono-
krwinkowych sà odzwierciedleniem zmian zachodzàcych 
w erytrocytach. Do prawid∏owej budowy krwinki czerwo-
nej niezb´dne sà mi´dzy innymi aminokwasy, witaminy 
(B12, B6, C, E, kwas foliowy, ryboflawina, kwas pantote-
nowy, tiamina) jony metali (˝elaza, kobaltu, magnezu), 
a tak˝e substancje regulatorowe takie jak erytropoetyna, 
hormony tarczycy czy androgeny. 

Produkcja erytrocytów rozpoczyna si´ ju˝ oko∏o 14 
dnia od zap∏odnienia i trwa nieprzerwanie a˝ do Êmierci 
organizmu. W okresie ˝ycia p∏odowego wyró˝nia si´ 
trzy g∏ówne fazy – megaloblastycznà (do oko∏o 6 ty-
godnia ˝ycia p∏odowego), wàtrobowà (przebiegajàcà 
w wàtrobie p∏odu od oko∏o 6 tygodnia ̋ ycia p∏odowego 
do mniej wi´cej koƒca 2 trymestru cià˝y) oraz szpikowà, 
która rozpoczyna si´ ju˝ pomi´dzy 4 i 5 miesiàcem 
˝ycia p∏odowego) Okres do oko∏o 12 tygodnia ˝ycia 
p∏odowego nazywany jest równie˝ okresem erytropo-
ezy prymitywnej. Pierwsze normoblasty pojawiajà si´ 
w krà˝eniu p∏odowym oko∏o 10 tygodnia ˝ycia. W or-
ganizmie osoby doros∏ej w ciàgu jednej sekundy ze 
szpiku do krwioobiegu przemieszczane jest oko∏o 
2 milionów krwinek czerwonych.

Zmiany wskaêników czerwonokrwinkowych sà od-
zwierciedleniem zmian przebiegajàcych w erytrocytach 
i zachodzà ju˝ od pierwszych dni ich produkcji. Ârednia 
obj´toÊç krwinki czerwonej zmniejsza si´ od wartoÊci 
180 fl w 12 tygodniu ˝ycia p∏odowego, poprzez 135 fl 
w tygodniu 20, do wartoÊci 118 fl w 34 tygodniu . Poniewa˝ 
wartoÊci hemoglobiny i erytrocytów stopniowo wzrastajà 
(od 8 – 10 g/dl i 1,5 mln/µl w 12 tygodniu cià˝y do 15 g/dl 
i 4,4 mln/µl w 34 tygodniu, w sposób proporcjonalny 
spadajà wartoÊci MCH (od 60 pg w 12 tygodniu do 
38 pg w 34 tygodniu) WartoÊci MCHC wykazujà naj-
mniejsze zmiany (w analogicznych okresach notowane 
sà wartoÊci 34 i 32 g/dl).(4,7,8)

Najbardziej dynamiczne zmiany w erytrocytach 
zachodzà w pierwszych kilku tygodniach i miesiàcach 
po urodzeniu. Jest to okres intensywnych zmian 
poczàtkowo adaptacyjnych do nowych warunków 

˝yciowych. Erytrocyty sà wi´ksze, charakteryzujà si´ 
krótszym czasem ̋ ycia, zawierajà wi´cej hemoglobiny 
p∏odowej w porównaniu z erytrocytami, dzieci, czy osób 
doros∏ych. Odzwierciedleniem tych zachodzàcych pro-
cesów sà zmiany w wartoÊciach wskaêników czerwo-
nokrwinkowych. Obserwowane jest sta∏e zmniejsza-
nie si´ obj´toÊci krwinki czerwonej. Tu˝ po urodzeniu, 
u donoszonych noworodków wartoÊci te wahajà si´ 
od oko∏o 114 fl, poprzez 96 fl w 14 dniu ˝ycia do oko∏o 
77 fl po up∏ywie 6 miesi´cy. Analogicznie zachowujà 
si´ pozosta∏e wskaêniki. WartoÊci MCH zmieniajà si´ 
od 34 pg, poprzez 31,5 pg, ̋ eby pod koniec 6 miesiàca 
˝ycia osiàgnàç wartoÊci 26 pg. W tym samym okre-
sie wartoÊci MCHC wynoszà odpowiednio 31,7 g/dl, 
33 g/dl oraz 34,2 g/dl. Zaobserwowano, ˝e wartoÊci 
hematokrytu, hemoglobiny i MCV sà nieznacznie 
wy˝sze u osób rasy bia∏ej ni˝ u osób rasy czarnej. 
Odr´bnym aspektem sà ró˝nice wynikajàce ze sposo-
bu od˝ywiania si´ kobiet w okresie cià˝y i zwiàzanego 
z tym zapotrzebowania na substancje niezb´dne do 
produkcji erytrocytów. Jest to specyficzna populacja, 
dla której majà zastosowanie odr´bne wartoÊci refe-
rencyjne.(2,3,4)

U zdrowych osób doros∏ych wartoÊci hemoglobi-
ny, krwinek czerwonych, hematokrytu oraz Êrednia 
obj´toÊç krwinki czerwonej zmieniajà si´ nieznacz-
nie w czasie. Poczàwszy od okresu dzieciƒstwa a˝ 
do osiàgni´cia pe∏nej dojrza∏oÊci obserwowany jest 
sta∏y wzrost tych parametrów. Zaobserwowano, ˝e 
wzrost ten jest nieznacznie wi´kszy u m´˝czyzn ni˝ 
u kobiet. Jest to najprawdopodobniej zwiàzane z wza-
jemnym oddzia∏ywaniem szeregu hormonów, w tym 
g∏ównie testosteronu i insulino-podobnego czynnika 
wzrostu (IGF1), których st´˝enie wzrasta wraz z wie-
kiem. Wzrost st´˝enia hemoglobiny oraz wskaêników 
czerwonokrwinkowych zaobserwowano u ch∏opców 
w okresie dojrzewania, bezpoÊrednio po wzroÊcie 
w surowicy poziomu testosteronu lub IGF-1. Sugeruje 
si´, ˝e wskaêniki czerwonokrwinkowe kontrolowane 
sà w okresie dojrzewania przez charakterystyczny 
uk∏ad genów, wyst´pujàcych zarówno u p∏ci ˝eƒskiej 
jak i m´skiej. Inny uk∏ad genów kontroluje wskaêniki 
przed 12 rokiem ˝ycia a inny powy˝ej niego.(5) 

 WartoÊci wskaêników czerwonokrwinkowych zale˝ne 
sà nie tylko od wieku i p∏ci, ale równie˝ obserwowane sà 
znaczàce ró˝nice pomi´dzy grupami etnicznymi. Jest to 
szczególnie zauwa˝ane w okresie dojrzewania. Afro-Ame-
rykanie i Afrykanie wykazujà generalnie ni˝sze wartoÊci 
wszystkich parametrów hematologicznych w porównaniu 
z rasà Kaukaskà. Na stan taki wp∏yw ma wiele czynników. 
Najwa˝niejszymi z nich sà czynniki Êrodowiskowe oraz 
wysokoÊç nad poziomem morza.(1,7)
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Pomimo, ˝e od pierwszego opisu erytrocytów, do-
konanego przez Jana Swammedrama w 1658 roku, 
min´∏o prawie trzysta pi´çdziesiàt lat, nasza wiedza 
na ich temat nadal nie jest kompletna, i dlatego dodat-
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kowe informacje dost´pne przy zastosowaniu najnow-
szych technik pomiarowych po ich klinicznej weryfikacji 
mogà okazaç si´ bardzo przydatne.
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Nowe testy na analizator ARCHITECT

3L85-20 AxSYM D-Dimer Reagent Kit 1 x 100 testów

3L85-01 AxSYM D-Dimer Calibrators 6 x 2,8 ml

3L85-10 AxSYm D-Dimer Controls 6 x 1,0 ml

3L91-20 AxSYM Anti-CCP Reagent Kit 1 x 100 testów
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3L83-20 AxSYM HoloTC Reagent Kit 1 x 100 testów

3L83-01 AxSYM HoloTC Calibrators 6 x 4,3 ml

3L83-10 AxSYM HoloTC Controls 2 x 8,3 ml

Nowe testy na analizator AxSYM

8D15-25 ARCHITECT Cortisol Reagent Kit 1 x 100 testów

8D15-35 ARCHITECT Cortisol Reagent Kit 1 x 500 testów

8D15-01 ARCHITECT Cortisol Calibrators 6 x 4,0 ml

8K25-20 ARCHITECT Intact PTH Reagent Kit 4 x 100 testów

8K25-25 ARCHITECT Intact PTH Reagent Kit 1 x 100 testów

8K25-01 ARCHITECT Intact PTH Calibrators 6 x 4,0 ml

8K25-10 ARCHITECT Intact PTH Controls 3 x 8,0 ml

6C17-25 ARCHITECT Rubella IgG Reagent Kit 1 x 100 testów

6C17-35 ARCHITECT Rubella IgG Reagent Kit 1 x 500 testów
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1L76-25 ARCHITECT Sirolimus Reagent Kit 1 x 100 testów
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1 x 9,0 ml (A) 
5 x 4,5 ml (B-F)

1P05-10 Immunosuppressant MCC Controls 3x12,0 ml

1L77-20 ARCHITECT Tacrolimus Reagent Kit 1 x 400 testów

1L77-25 ARCHITECT Tacrolimus Reagent Kit 1 x 100 testów

1L77-35 ARCHITECT Tacrolimus Reagent Kit 1 x 500 testów

1L77-01 ARCHITECT Tacrolimus Calibrators
1 x 9,0 ml (A) 
5 x 4,5 ml (B-F)

1P05-10 Immunosuppressant MCC Controls 3 x 12,0 ml
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