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B Streszczenie

Gfownymi konsekwencjami niedoboru witaminy B12
sg niedokrwistosci makrocytowe i zaburzenia neuro-
logiczne. Niedobory te spowodowane sg czynnikami
egzogennymi (niedobory w diecie) i endogennymi
(choroby przewodu pokarmowego, genetyczne de-
fekty w biatkach transportujgcych). Dotychczas pod-
stawowym testem diagnostycznym do wykrywania
niedoboréw byto stezenie catkowitej B12 w surowicy.
Objawy kliniczne niedoboru nie korelujg ze stezeniem
B12 w surowicy. Nowym dostepnym parametrem labo-
ratoryjnym jest holotranskobalamina — ,,aktywna wita-
mina B12”. Test ten oznacza kompleks biatko-wit.B12,
rozpoznawany przez receptory tkankowe i bedacy je-
dynym zrodtem witaminy mozliwym do wykorzystania
przez komorki. Wstepne prace wykazaty przydatnosc¢
tego testu szczegolnie w przypadkach stezen witami-
ny B12 w zakresie tzw ,szarej strefy” 200 — 338 pg/mi
(150 - 250 pmol/l).

H 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 Gl). 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 B12is in ,grey zone” range 200 — 338 pg/ml
(150 — 250 pmol/l).

Stowa kluczowe: holotranskobalamina, metoda oznacza-
nia, aktywna witamina B12

Key words: holotranscobalamin, method of assessment,
active B12.

Niedobor witaminy B12, dotyczgcy w krajach potno-
cnoeuropejskich 1 — 2% populaciji” i bedgcy obok
niedoboru zelaza i kwasu foliowego jedng z przy-
czyn niedokrwisto$ci manifestuje sie rowniez zaburze
niami w innych uktadach, w tym w uktadzie nerwowym.
U podstaw patogenezy zmian lezy uposledzona syn-
teza kwasow nukleinowych, prowadzgca do makrocy-
tozy i megaloblastozy, a takze do demielinizacji wtdkien
nerwowych.

Struktura witaminy B12 zostata opisana w 1955 r.
przez D. Hodgkin, natomiast po raz pierwszy zwigzek ten
zostat wyodrebniony przez K. Folkersa jako cyjanokoba-
lamina (CNCbl). W latach wcze$niejszych trwaty bada-
nia nad czynnikiem przeciwko anemii ztosliwej, ktorym
jak sie okazato byta witamina B12, wykryta w watrobie
wotowej. Witamina B12 nalezy do witamin rozpuszczal-
nych w wodzie, jest niezbedna komdrkom organizmu
do metabolizowania zwigzkow jednoweglowych oraz
bierze udziat w syntezie DNA. Jest oSmiobocznym kom-
pleksowym zwigzkiem kobaltu, sktadajgcym sie z proto-
porfirynopodobnego makropierscienia z jonem kobaltu
w centrum, z nukleotydu i drugiej zwigzanej z kobaltem
grupy CN oraz H,0, CH, itd., stgd nazywana jest takze
cyjankobalaming (kobalaming — Cbl).

Kobalamina wytwarzana jest przez drobnoustroje. Syn-
tetyzowana przez bakterie w jelicie grubym cztowieka,
ponizej miejsca swego wchtaniania, nie ulega absorb-
cji i dlatego praktycznie jedynym zrédtem witaminy B12
dla cztowieka jest mieso, w mniejszym stopniu produkty
mleczne a szczegolnie duzo znajduje sie jej w watrobie.
Ponad to kobalamina jest obecna w drozdzach. Zapotrze-



bowanie dzienne osoby dorostej na witamine B12 wynosi
okoto 5ug. Kobalamina magazynowana jest w watrobie
w ilosci 2 do 3 mg tj. pokrywajgcej zapotrzebowanie na
okoto 3 -4 lata. Prawidtowe stezenie witaminy B12 w su-
rowicy to 200 — 900 pg/ml (150 — 666 pmol/I)(':4.

Istnieje wiele nieaktywnych zwigzkow, podobnych
do kobalaminy, mogacych interferowa¢ w oznaczenia
stezenia tego zwigzku, jednak fizjologiczng role w or-
ganizmie cztowieka spetniajg dwie z poznanych form
witaminy B12, metylokobalamina, przewazajgca w su-
rowicy i 5-dezoksyadenozylokobalamina (deoksykoba-
lamina, adenozynokobalamina), wystepujgca gtownie
w hepatocytach, komérkach migzszu nerek i erytro-
cytach. Kobalamina petni role koenzymu. Dla ssakow
charakterystycznymi procesami, w ktorych uczestniczy
jest synteza metioniny i konwersja kwasu metylomalono-
wego do bursztynowego. Syntaza metioninowa bierze
udziat w tworzeniu metioniny z homocysteiny co wyma-
ga metylokobalaminy jako kofaktora. W tej reakcji grupa
metylowa, zwigzana z kobalaming, zostaje przeniesio-
na na homocysteine, w wyniku czego powstaje metio-
nina. Nastepnie kobalamina przenosi grupe metylowg
z N-metylotetrafolianu, przez co powstaje tetrahydro-
folian. Dzigki tej reakcji tworzone sg zapasy metioniny
oraz udostepniany jest tetrahydrofolian do syntezy pu-
ryn oraz kwasow nukleinowych. Inny enzym, mutaza
L-metylomalonylo-CoA wymaga adenozylokobalaminy
katalizujgcej reakcje 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 uposledzenie
prowadzi do nagromadzenia nieprawidfowych zwigzkow
lipidowych. Prawdopodobnie ich odktadanie w neuro-
nach moze by¢ przyczyng zaburzen w osrodkowym
uktadzie nerwowym.(:3.9)

Z powodu silnie polarnej struktury kobalaminy
uniemozliwiajgcej swobodne przenikanie przez btony
komorkowe jej wchtanianie, magazynowanie oraz
przemiany mozliwe sg dzieki wystepowaniu specy-
ficznych hydrofobowych biatek pozakomoérkowych
i wewngtrzkomdrkowych. Do biatek tych zalicza sie czyn-
nik wewnetrzny Castle’a (IF — Intrinsic Factor) wytwarza-
ny przez komorki oktadzinowe zotgdka, wystepujgcy
w przewodzie pokarmowym oraz haptokoryne (trans-
kobalamine I) i transkobalamine Il wystepujgce rowniez
we krwi. Na komorkach nabtonka jelitowego znajdujg
sie receptory dla kompleksu kobalamina czynnik
wewnetrzny, a dla kompleksu kobalamina-transkoba-
lamina w tkankach. W pierwszym etapie, w swietle je-
lita cienkiego kobalamina, zwigzana z biatkami tresci
pokarmowej, podlega dziataniu kwasu zotgdkowego
i enzymow trawiennych, a nastepnie wigze sie z czyn-

nikiem wewnetrznym i w takiej formie jest transporto-
wana przez btone enterocytu, na ktorej jest obecny re-
ceptor dla kompleksu IF-kobalamina (IFCR), zwany tez
kubiling. Wchtanianie kompleksu witamina B12-IF wymaga
obojetnego pH i obecnosci jondéw Ca?*. We wnetrzu ente-
rocyta czynnik wewnetrzny jest degradowany. Nastepuje
formowanie kompleksu kobalamina — transkobalaminalll,
ktory jest nastepnie wydzielany do krwi zyty wrotne;j.
Transkobalamina Il (TCII) jest biatkiem surowicy krwi
o krétkim okresie pottrwania (T1/2 = 1 h), migrujgcym
w elektroforezie we frakcji beta-globulin. Okofo 25% wi-
taminy zwigzana jest z TC Il i okre$lana jako holotransko-
balamina (holoTC). Jest to frakcja dostepna dla komérek
efektorowych czyli aktywna biologicznie. Haptokoryna
(transkobalamina [), bedaca alfa-globuling o diugim
okresie poftrwania (T1/2 = kilka dni) wigze wiekszo$¢
krgzgcej witaminy B12, tj. okoto 75%, nie dostarcza
jej jednak do tkanek efektorowych, lecz bierze udziat
w wychwytywaniu toksycznych analogéw witaminy B12
i przenoszeniu ich do watroby, szpiku kostnego i innych
tkanek, odznaczajgcych sie szybkg proliferacjg. Powstaty
kompleks kobalamina- transkobalamina Il (holoTC) tgczy
sie z receptorami tkankowymi i ulega absorpcji drogag
pinocytozy do komorki. Aby kobalamina zostata dostar-
czona do komorek efektorowych, musi zosta¢ wchtonieta
w jelicie i zwigzana z biatkiem transportujgcym jg we
krwi, czyli transkobalaming Il, tworzgc kompleks holoTC.
Nieprawidfowosci na ktoryms z etapow tego szlaku bedg
zaburzaty proces wchtaniania kobalaminy do komorek,
a co za tym idzie, uniemozliwiaty wtgczanie sie witami-
ny B12 w procesy metaboliczne. Zaburzenia transportu
kobalaminy dziedziczone sg jako cechy autosomalne
recesywne.(12 Wazng funkcje w transporcie koba-
laminy spetniajg tez IF i TC. Sg to pojedyncze pepty-
dy, posiadajgce jedno miejsce wigzania witaminy B12
i pomimo, ze rozpoznawane sg przez dwa rozne receptory
wykazujg wysokie powinowactwo do wigzania Cbl, jak
rowniez podobienstwa na poziomie genomu.()

Receptory dla TC Il sg obecne we wszystkich tkan-
kach, lecz szczegolnie liczne w nerce. Wewngtrz komorki
nastepuje hydrolityczny rozpad holotranskobalaminy,
a kobalamina jest przeksztatcana w metylokobalamine
oraz hydroksykobalamine w cytozolu lub w 5’-adeno-
zylotranskobalamine w mitochondriach. W komaorkach
watroby witamina B12 jest magazynowana pod postacig
metylokobalaminy, adenozynokobalaminy i hydroksyko-
ba|aminy_(2,4,10,11,12,13,14)

Przyczyng niedoboru witaminy B12 i zwigzanych
ztym konsekwenciji klinicznych jest jej zmniejszona podaz
do tkanek efektorowych, spowodowana réoznymi czynni-
kami egzo i endogennymi. Do czynnikdw egzogennych
mozna zaliczy¢ niedobor witaminy B12 w diecie, spotykany
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najczesciej u wegetarian, anorektykéw i osob starszych.
Czesto wystepuje tacznie z niedoborem zelaza. Do przyczyn
endogennych nalezy uposledzenie wchtaniania na skutek
zapalenia btony sluzowej zotgdka lub jej atrofiiw tym na tle
immunologicznym oraz innych chordb przewodu pokar-
mowego. U osdb w podesztym wieku czesta przyczyng
jest rowniez bezsocznos¢ spowodowana przewlektymi
zmianami w btonie Sluzowej zotgdka, czesto nasilonymi
przez diugotrwate przyjmowanie lekow.®

Niedobor kobalaminy pojawia sie takze jako wynik de-
fektu w biatkach zapewniajgcych odpowiedni transport (IF,
TCII, IFCR), zaburzen w przechodzeniu kobalaminy przez
btone enterocytu lub innych, nabytych schorzen, spo-
wodowanych starzeniem sie organizmu, jak i rozlegtymi
zabiegami chirurgicznymi, dotyczgcymi zotgdka i jelita
cienkiego. W tym przypadku mimo prawidtowej podazy,
mamy do czynienia z objawami niedoboru i koniecznoscig
suplementaciji. Dziedziczne i nabyte przyczyny zmniej-
szonego wchfaniania kobalaminy ilustruje tabela 1.

Niedobdr witaminy B12 jest przyczyng uposledzenia
reakcji katalizowanej przez syntaze metioninowg, ktora
zostata opisana powyzej. Jednym z gtéwnych skutkdéw
niedoboru tego zwigzku jest niedokrwistos¢, bedaca
nastepstwem uposledzonej syntezy DNA, co odbija sie
w strukturze jgder erytroblastow. Wystepuje megalopoeza,
charakteryzujgca sie asynchronicznym dojrzewaniem cy-
toplazmy i jgder. Jgdra sg mtodsze, ubogie w chromatyne
zluzng struktura, a cytoplazma obfita i bardziej dojrzafa,
poniewaz synteza RNA przebiega prawidtowo. Jednym
z charakterystycznych wskaznikéw niedoboru witami-
ny B12 jest srednia objeto$¢ krwinki czerwonej (MCV),
ktora u 0sob zdrowych waha sig¢ w granicach 82 — 92 ft,
aw omawianym typie niedokrwistosci wzrasta do >100 ft,
wartosci wybitnie wysokie to >110 ft, jednak ustalenie rze-
czywistej wartoéci odcigcia dla MCV jest bardzo trudne.
Nawet wartosci >94 ft mogg nasuwac podejrzenia nie-
doboru witaminy B12 i powinny by¢ weryfikowane i mo-
nitorowane. Inng konsekwencjg niedoboru kobalaminy
jest podwyzszony poziom homocysteiny, bedgcy praw-
dopodobnym czynnikiem ryzyka miazdzycy, zakrzepicy
zylnej, czy choroby Alzheimera. Moze wystgpi¢ homo-
cysteinuria i acyduria metylomalonowa. Nastepstwem
wzglednego niedoboru metioniny sg rowniez kompli-
kacje neurologiczne, niebezpieczne ze wzgledu na ich
nieodwracalne konsekwencje. Do dysfunkcji uktadu ner-
wowego nalezg uszkodzenia nerwow oraz zwyrodnienia
rdzenia kregowego. Nawet nieznaczne niedobory witaminy
B12 powodujg uszkodzenie otoczki mielinowej komorek
nerwowych, prowadzgc nawet do neuropatii nerwdw ob-
wodowych. Zdaniem niektorych autoréw, objawy neurolo-
giczne ujawniajg sie wczesniej niz niedokrwistos¢ u 3 na 4
pacjentow z niedoborem kobalaminy. Jednakze z powodu

roznej manifestaciji klinicznej az do chwili wystapienia ob-
jawow hematologicznych niejasne objawy neurologiczne
nie sg kojarzone z niedoborem kobalaminy.(":34)

Catkowite stezenie witaminy B12 jest obecnie pod-
stawowym testem diagnostycznym w wykrywaniu jej
niedoborow. Jest to oznaczenie w petni zautomaty-
zowane, wykonywane technikami immunometryczny-
mi. Wartosci referencyjne catkowitego stezenie wita-
miny B12 mieszcza sie w przedziale 200 — 900 pg/ml.
(150 - 666 pmol/l) Stezenie <200 pg/ml (<150 pmol/I)
jest generalnie uwazane za obnizone.

W diagnostyce laboratoryjnej stosowanie sg takze
oznaczenia kwasu metylomalonowego i homocyste-
iny. Jako markery metaboliczne ulegajg podwyzszeniu
w przypadku niedoboru witaminy B12 i sg to generalnie
parametry uwazane za bardziej czute w ocenie zasobow
ustrojowych tej witaminy niz catkowite stezenie kobala-
miny w surowicy. Stezenie kwasu metylomalonowego
W surowicy jest parametrem czutym w oznaczaniu nie-
doboru witaminy B12, jednakze cechuje sie wysokim
kosztem i ulega podwyzszeniu w niewydolnosci nerek.
Podwyzszone stezenie homocysteiny rowniez poprzedza
kliniczne objawy niedoboru witaminy B12. Nie jest to jed-
nak parametr swoisty dla tego typu niedoborow gdyz jego
podwyzszony poziom wystepuje tez w niedoborze kwa-
su foliowego, witaminy B6 oraz w niewydolnos$ci nerek.
Ostatnio dostepne sg dodatkowe mozliwosci, zwigzane
raczej z wykryciem przyczyn niedoboru, a mianowicie
wykrywanie obecnosci przeciwciatl przeciwko komoér-
kom oktadzinowym i czynnikowi wewnetrznemu. Nadal
stwierdzenie obecnosci tasiemca, zuzywajgacego witam-
nie B12 na wtasne potrzeby jest pomocne w etiopatoge-
nezie niedoboru. Coraz rzadziej ze wzgledu na swojg
ucigzliwos¢ jest stosowany test Schilinga, oceniajgcy
zdolnosci wehifaniania witaminy B12.

Najszerzej stosowanym i najbardziej dostepnym ba-
daniem jest oznaczanie stezenia witaminy B12. Istnieje
jednak szereg zastrzezen, a w tym:

— Oznacza sie stezenie catkowitej, a nie czynnej biologicz-
nie witaminy B12 (okoto 80% witaminy B12 jest zwigzane
z hapotokoryng i kompleks nie jest wychwytywany przez
receptory tkankowe, czyli jest biologicznie nieczynny)
— Stezenie nie wykazuje jednoznacznej korelacji ze sta-
nem klinicznym

— Istnieje szeroka ,szara strefa” pomiedzy wartosciami
prawidtowymi i obnizonymi

— Oznaczenie wprawdzie jest zautomatyzowane, ale dwu-
etapowe, wymaga procesu przygotowawczego i tym
samym wptywa na szybkos$¢ pracy analizatora.

Istotny klinicznie niedobdr witaminy B12 moze wystgpic
przy prawidfowym stezeniu catkowitej B12 w surowicy,
co moze wynikac z niedostatecznej ilosci TCII - jej trans-



portera, stanowigcego o ilosci czynnego kompleksu
kobalamina-TCII. Jest to argument przemawiajgcy za ko-
nie-cznoscig wprowadzenia swoistego parametru przydat-
nego do wykrywania niedoboréw tylko aktywnej frakciji
witaminy B12 tj. zwigzanej z transkobalaming.('3:4.6.8)
Wprowadzenie w ostatnim czasie przez firme Abbott
oznaczen stezenia holotranskobalaminy zmienia w istot-
ny sposob podejscie do diagnostyki niedoboru B12. Test
oparty jest na pomiarze stezenia kobalaminy zwigzane;j
zTC Il (holoTC), ktdra reprezentuje funkcjonalnie istotng
frakcje witaminy B12 w surowicy. Jest to jedyna dostepna
pula witaminy do wykorzystania przez komorki. Istniejg
przypuszczenia, ze najwczesniejsze zmiany, ktére poja-
wiajg sie, gdy u pacjenta rozpoczyna sie ujemny bilans
witaminy B12, to obnizone stezenie holoTC w surowicy.
W oparciu o doswiadczenia wieloosrodkowe uwaza sieg,
ze jest to parametr majgcy najwyzszg czutosc i swoistosc
w odniesieniu do wykrycia wczesnych niedoboréw. (389
Wyniki uzyskane przy zastosowaniu zestawu AxSYM
Active-B12 (holotranscobalamin) wykazujg bardzo dobrg
korelacje z oznaczeniami metodg RIA, a sama metoda
jest w petni zautomatyzowana bez fazy wstepnej.
Hermann i wsp. sugeruja, ze oznaczenia holoTC oraz
kwasu metylomalonowego sg lepszym wykfadnikiem
stanu witaminy B12 niz jej catkowite stezenie w surowi-
cy i pozwalajg na réznicowanie pomiedzy obnizeniem
zapasoOw ustrojowych i dostepnoscig ,aktywnej” wita-
miny B12.4 Miller wsp. wnioskujg z przeprowadzonych
badan, ze holoTC i catkowite stezenie witaminy B12
majg réwnorzedng swoisto$¢ diagnostyczng w bada-
niach przesiewowych niedoborow witaminy B12. Z tym,
ze pomiar obydwu tych parametrow dostarcza lepszego
obrazu niedoboru witaminy B12 niz kazdy z parametréw
mierzony osobno.® Hvas i Nexo uznali, ze holoTC jest
obiecujgcym parametrem jako test pierwszego wyboru
w diagnozowaniu wczesnych niedoborow kobalaminy. &6
Podobne dane podajg Lindgren i wsp. ktorzy stwierdzili,

iz wartosci holotranskobalaminy w surowicy wykazujg
lepszg korelacje ze ztym wchtanianiem kobalaminy niz
wartosci uzyskane dla samej kobalaminy.”) Ze wzgledu
na fakt, ze oznaczenia holoTC w trybie rutynowym sg
dostepne od bardzo niedawna nie ma wystarczajgcych
danych dla potwierdzenia petnej wartosci diagnostyczne;j
tego parametru. Mozna jednak stwierdzic, ze:

— Stezenie holoTC jest obnizone u os6b z biochemicz-

nymi objawami niedoboru witaminy B12

— Niskie wartosci stwierdzono u wegetarian, wegan,

i w populacji z niskim spozyciem witaminyB12
— Niskie stezenie holoTC (a nie witaminy B12) obserwuje

sie u 0sob z chorobg Alzheimera

Wedtug Herberta niedobdr witaminy B12 mozna
podzieli¢ na cztery stadia. W pierwszym i drugim stadium
osoczowe i komorkowe zapasy kobalaminy zaczynajg
sie wyczerpywac i juz wowczas mozna obserwowac
obnizone stezenie holoTC. W drugim stadium dodat-
kowo obserwuje sie wzrost stezenia homocysteiny
oraz kwasu metylomalonowego. Obnizenie stgezenia
witaminy B12 obserwuje sie dopiero w trzecim sta-
dium. Czwarte stadium niedoboru charakteryzuje sie
poza w/w cechami laboratoryjnymi jawnymi objawami
w tym klinicznymi jak makrocytoza, podwyzszone MCV
oraz obnizone stezenie hemoglobiny, a takze nasilone
zmiany w uktadzie nerwowym.

W oparciu o dotychczasowe badania szczegolne
wskazania do oznaczania stezenia holoTC istniejg w za-
kresie tzw ,szarej strefy” stezen witaminy B12 tj. miedzy
202 - 338 pg/ml (151 — 250 pmol/l). Stezenia ponizej
150 z duzym prawdopodobienstwem mozna uznac za
typowe dla niedoboru natomiast powyzej 250 pmol/I
réwniez z duzym prawdopodobienstwem ten niedo-
bor wykluczajg. Zakresy wartosci prawidtowych dla
holoTC nie zostaty jeszcze jednoznacznie wyznaczone,
(najwiecej danych dotyczy krwiodawcow) i orientacy;j-
nie wahajg sie w granicach 42 — 174 pmol/I.

Tab. 1 Dziedziczne i nabyte przyczyny ztego wchtaniania witaminy B12(

1.Genetyczne

Brak IF
Brak IFCR na powierzchni enterocytu
Brak wewngtrzkomérkowej TCII

Cbl F (wadliwy transporter lizosomalny?2)

Cbl nie jest rozpoznawana przez IFCR
Brak endocytozy Chl
Cbl nie moze opuscié enterocytu

Cbl zatrzymywana w lizosomach

2. Nabyte

Zabiegi chirurgiczne na zotqdku lub zapalenie btony $luzowej
zotqdka

Zespét Zollingera-Ellisona

Rozrost bakterii

Niedoczynno$é trzustki

Resekeja jelita cienkiego

Zaburzone uwalnianie Cbl z biatek pokarmowych z powodu
bezsocznosci

Uszkodzone przechodzenie Cbl z He do IF z powodu niskiego pH
Wspétzawodnictwo w pobieraniu Chbl

Brak proteaz trzustkowych

Brak IFCR

IF — czynnik wewnetrzny; Hc — haptokoryny; IFCR — receptor IF — kobalamina;

TC Il - transkobalamina Il, Cbl — kobalamina
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ZASTOSOWANIE CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ
W KLINICZNEJ DIAGNOSTYCE LABORATORYJNEJ

Application of flow cytometry in clinical diagnostic

Dariusz Izycki

Zaktad Immunologii Nowotworow Akademii Medycznej w Poznaniu
ul. Garbary 15, 61-806 Poznan

dmizy@immuno.pl

B Streszczenie

Cytometria przeptywowa (CP) jest praktyczng
i precyzyjng technikg diagnostyczng, umozliwiajgcg
szybki pomiar liniowo utozonych czgsteczek lub komo-
rek, podczas ich przeptywu przez komore pomiarowa.
Najwazniejszg cechg CP jest mozliwos$¢ analizowa-
nia charakterystycznych cech (wielkos¢, ziarnistosc,
fenotyp) pojedynczej komorki lub czgsteczki bez
koniecznosci ich wczesniejszej separacji. Zastosowa-
nie nowych rozwigzan technicznych w cytometrach
przeptywowych umozliwito nie tylko réwnoczesng,
doktadng oceng wybranych parametrow komorek,
ale rowniez mozliwosc¢ selekcji dowolnych subpopula-
cji komorkowych. Spowodowato to gwattowny wzrost
zainteresowania wykorzystaniem technik cytometrii
przeptywowej w badaniach naukowych oraz w klinicz-
nej diagnostyce laboratoryjnej. Odkrycie i zastosowanie
mysich humanizowanych przeciwciat monoklonalnych
znaczgco poszerzyto zakres klinicznych badan diagno-
stycznych z uzyciem cytometrii przeptywowej. Antygeno-
wo swoiste przeciwciata monoklonalne, sprzezone z flu-
orochromami, umozliwity nie tylko doktadng, fenotypowg
analize badanych subpopulacji komoérek, ale pozwolity
szerzej spojrze¢ na mechanizmy zwigzane z patogenezg
choréb o podtozu zapalnym, jak i chordb rozrostowych
uktadu krwiotworczego. W przedstawionym artykule autor
opisuje najnowsze osiggniecia cytometrii przeptywowe;j
oraz dyskutuje ich potencjalne zastosowania w klinicznej
diagnostyce laboratoryjne;j.

B 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 suspensionin
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

Stowa kluczowe: cytometria przeplywowa, przeciwciafa
monokolonalne, fenotyp, biafaczka, cykl komorkowy,
apoptoza, cytokKiny.

Key words: flow cytometry, monoclonal antibodies,
phenotype, leukemia, cell cycle, apoptosis, cytokine.
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B Wstep

Cytometria przeptywowa jest precyzyjnym, nieinwa-
zyjnym (nie naruszajgcym integralnosci komorkowej)
narzedziem badawczym, kidre pozwala na szybkg
wieloparametrowg ocene struktury i funkcji komorek. CP
powstata z dwoch metodologii pokrewnych: spektrofiu-
orymetrii i analizy hematologicznej, i stuzyfa pierwotnie
do zautomatyzowanej oceny wielkosci i liczby komorek
oraz pomiaru zawartosci DNA w badaniach onkohe-
matologicznych.®” Chociaz pierwotnie CP stworzono
wiasciwie gtownie na uzytek hematologéw (i w dalszym
ciggu jest to dominujgca specjalnos¢ nauk medycznych
wykorzystujgca technike cytometrii w rutynowej diagno-
styce laboratoryjnej), to obecnie chetnie korzystajg z tej
metody takze badacze innych specjalnosci nauk me-
dycznych i biologicznych, takich jak np. farmakologia,
toksykologia, mikrobiologia, wirusologia, czy biotech-
nologia. Zdecydowanie najwiecej zastosowan cytome-
tria przeptywowa znajduje w diagnostyce medycznej
(w szczegoblnosci w immunologii czy onkologii).

Zasada dziatania cytometru przeptywowego, opie-
ra sie na pomiarze ugiecia i rozproszenia zognisko-
wanej wigzki Swiatta laserowego na przeptywajgcych
obiektach (komorkach) oraz pomiarze fluorescencji
pochodzacej z flurochroméw sprzezonych z monoklo-
nalnymi przeciwciatami, rozpoznajgcymi swoiste deter-
minanty antygenowe na powierzchni badanej komorki.
Zarowno proces detekcji oraz zbierania danych, ktore
zachodzg z duzg szybkoscig (do kilku tysiecy obiektow
na sekunde), wymagajg precyzyjnej wspotpracy trzech
gtéwnych modutéw funkcjonalnych, ktére wchodzg
w sktad kazdego cytometru przeptywowego:

a) ukfadu powietrzno-cieczowego stuzgcego do linio-
wego transportu komorek do komory lasera,

b) ukiadu optycznego, skiadajacego sie z lasera/laseréw
o okreslonej dtugoéci fali oraz filtrow optycznych
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Rycina 1. Uproszczony schemat cytometru przeptywowego.

umozliwiajgcych selektywne przepuszczanie poza-
danych dtugosci fal oraz ich skierowanie do odpo-
wiednich detektorow, oraz
c) uktadu elektroniki skfadajgcego sie z detektoréw
(fotopowielaczy), ktore — w duzym uproszczeniu
— konwertujg sygnaty Swietlne na impulsy elektrycz-
ne prezentowane nastepnie w postaci graficznej na
ekranie monitora (rycina 1).
Promien laserowy padajgcy na badang komodrke
w komorze lasera ulega rozproszeniu na wprost (FS)
raz pod katem 90° (SS). Wielko$¢ rozproszenia mie-
rzona jest na detektorach. W przypadku wzbudzenia
fluorescenciji (np. za pomocg sprzezonych z fluoro-
chromem przeciwciat monoklonalnych) w pierwszym
etapie widmo fluorescencji pada na filtry absorbcyjne
lub interferencyjne oraz zwierciadta dichroiczne, ktére
selektywnie przepuszczajg tylko pozgdane diugosci fal.
W nastepnej fazie okreslone fluorescencje analizowane
sg w multifotopowielaczach, ktére przekazujg impuls do
przedwzmacniacza a ten do przetwornika analogowo-
cyfrowego. W torach niosgcych sygnat fluorescencji
impuls dodatkowo po opuszczeniu przedwzmacnia-
cza przechodzi przez uktad kompensacji koloréw, kto-
ra zapobiega nakfadaniu sie czesci widm emisyjnych
w przypadku kolorow o niewielkiej roznicy dtugosci fal.
(np. izotiocyjanian fluoresceiny — FITC z fikoerytryna
—PE)(rycina 2 i rycina 3).

FITC

Filtr transmisji

Naktadajacy sie obszar
widm emisyjnych

500 540 580 620
Dtugosé fali

Rycina 2. Naktadanie widm emisyjnych FITC i PE. Zaznaczone pola
odpowiadajg obszarom nakfadania sie widm moggcym powodowac
fatszywie dodatni wynik znakowania.

Praktyczne zastosowanie kompensacji w cytometrycz-
nej analizie subpopulacji limfocytow T CD4+ oraz CD8+
przedstawia rycina 3. Brak kompensacji powoduje, iz sub-
populacja limfocytéw T CD4/PE, wyznakowana monoklo-
nalnym przeciwciatem sprzezonym z PE obserwowana
jestw obszarze UR (Upper Right - gérny prawy), w ktérym
odczytywana jest fluoerescencja FITC (A). Z kolei sub-
populacja limfocytow CD8/FITC wyznakowana monoklo-
nalnym przeciwciatem sprzezonym z FITC obserwowana
jest w obszarze UR (gérny prawy), w ktérym odczytywa-
na jest réwniez fikoerytryna (B). W przypadku wtasciwej



kompensacji zaréwno subpopulacja CD4/PE jak
i CD8/FITC odczytywane sg w prawidfowych obszarach
UL ( gorny lewy, A1) oraz LR (dolny prawy, B1). Przekro-
czenie pewnych wartosci kompensacji powoduje iz czg$c¢
graficznej reprezentaciji subpopulaciji CD4/PE oraz CD8/
FITC znika z obszaru bramki analitycznej (A2 i B2).
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Rycina 3. Cytometryczna analiza subpopulaciji limfocytéw T CD4+
orz CD8+ przy braku kompensacii (1), optymalnej kompensacji (Il)
oraz zbyt wysokiej kompensacji (1ll).

B Parametry mierzone w CP

Podstawowym pomiarem jest rejestrowanie Swiatta
rozproszonego na komorce oraz $wiatta emitowanego
przez wzbudzony fluorochrom. Dzigki zastosowaniu
dwoch detektoréw istnieje mozliwos¢ oceny nie tylko
wielkosci czy pola powierzchni komérki badanej (FS),
ale rowniez ewentualnos¢ oceny wewnatrzkomaorkowych
struktur komorki takich jak ksztatt komorki, wielkosc
ziarnistosci oraz ich ztozonos¢ (SS) (rycina 4, rycina 5).

Detektor SS
—————

Detektor FS

Rycina 4. Pomiar wielkosci, ksztaftu i ziarnistosci komorkowej za
pomocy detekcji parametrow FS i SS.
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Rycina 5. Analiza wielkos$ci komarki mierzonej za pomoca rozpro-
szenia na wprost. Wielko$¢ rozproszenia Swiatfa zalezy od wielkosci
komarki w komorze lasera.

Pomiar obu parametrow ma kluczowe znaczenie dla
dalszej oceny cytometrycznej np. w przypadku bada-
nia limfocytéw krwi obwodowej za pomocg przeciwciat
monoklonalnych, sprzezonych z fluorochromami. Wy-
nika to z faktu, iz na komputerowym obrazie rozktadu
populacji mozemy dokonac¢ selekcji dowolnej popu-
lacji komorkowej w celu jej dalszej analizy fenotypo-
wej (rycina 6). Wyniki badan cytometrycznych mozna
rébwniez przedstawi¢ w formie wykreséw gestosci,
rysunkow konturowych lub w formie przestrzennej
(rycina 7). Oprocz parametrow opisujgcych rozpro-
szenie Swiatta waznym parametrem jest ocena
intensywnosci fluorescencji, ktorg mierzymy za
pomocg wspomnianych wczesniej detektorow. No-
woczesne aparaty sg w stanie rownoczesnie ocenic
10 — 12 parametrow tgcznie z warto$ciami FS i SS, czyli
w tym samym czasie mozemy np. uzyskac informacje
o wielkosci, ksztatcie oraz ziarnistosciach komorki oraz
o ekspresji 8 - 10 antygendéw obecnych na powierzch-
ni komorki. W rutynowych badaniach laboratoryjnych
subpopulacji komoérek izolowanych z krwi obwodowej,
szpiku kostnego i weztdw chtonnych, oprécz parame-
trow FS i SS wykorzystuje zazwyczaj pomiar wartosci
fluorescencji 2 - 3 fluorochromoéw w zaleznosci od licz-
by badanych subpolpulacji komoérek oraz mozliwosci
technicznych aparatu (tabela 1).

1023

SS

0 1023
FS

Rycina 6. Cytometryczny obraz kropkowy krwi obwodowej czfowieka,

uzyskany z pomiaru warto$ci rozproszenia FS i SS. G — granulocyty,

M —monocyty, L —limfocyty, R1 — amorficzna bramka analityczna

umozliwia selekcje  subpopulacji limfocytow w celu dalszej analizy

fenotypowej. Jedna kropka odpowiada jednej komorce.
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Rycina 7. Inne formy graficznej prezentacji wynikow uzyskanych
w analizie FS i SS krwi obwodowej cztowieka. Dwuwymiarowy
wykres gestosci (A), wykres konturowy (B) oraz wykres perspek-
tywiczny (C).

Tabela.1. Najczesciej uzywane fluorochromy w fenotypowej ana-
lizie cytometrycznej

Wzbudzenie
(nm)

kostnego lub weztéw chtonnych oraz zawiesina komo-
rek nowotworowych. Po jatowym pobraniu 2 — 3 ml krwi
lub 0,5 -1 ml szpiku kostnego do probowki zawierajgcej
antykagulant (EDTA lub Heparyna), i wymieszaniu, pro-
béwka musi by¢ jak najszybciej przekazana perso-
nelowi pracowni cytometrycznej i poddana badaniu.
Wezet chionny powinien by¢ dostarczony do pracowni
w ptynie hodowlanym. Hemoliza krwi, wytrgcenie skrze-
pow, zamrozenie materiatu do badan lub zbyt pdzne do-
starczenie (powyzej 48 godzin) do pracowni uniemozliwia
wykonanie analizy. Optymalne wyniki z punktu widzenia
oceny technicznej uzyskuje sie w przypadku gdy bada-
nie cytometryczne przeprowadzone jest w ciggu szesciu
godzin od pobrania prébki.

Klasyfikacje antygendw powierzchniowych i roz-
poznajgcych je przeciwciat monoklonalnych okreslono
i zunifikowano na czterech kolejnych warsztatach nauko-
wych, ktére odbyty sie kolejno w Paryzu (1982), Bosto-
nie (1984), Oxfordzie (1986) i Wiedniu (1989). Zgodnie
z umowg wszystkie scharakteryzowane antygeny (po-
wierdzona swoisto$¢ wigzania przeciwciat i okreslona
masa czgsteczkowa) uzyskaty oznaczenia CD (z ang.
Cluster of Differentiation) + kolejny numer (obecnie po-
nad 200) W ten sposob opisywane w literaturze antygeny
i reagujgce z nimi przeciwciata monoklonalne zebrano
w grupy podobienstwa pod wzgledem ich reaktywnosci

Fluorescein 495 520 488A i struktury chemicznej (tabela 2).
Alexa Fluor Green 491 515 488A S
5 Tabela 2. Podstawowe antygeny wg klasyfikacji CD oraz przykfady

R-Phycoerythrin 495 276 488 ich wystepowanie na komorkach prawidtowych
Phycoerythrin-cyanine 495 670 488A ystep P yen.

S conj. Antygen CD | Ekspresja na powierzchni komérki
;hycgerythr|n-cyon|ne 495 755 488A Limfocyty T od wczesnych prekursoréw do

con. CD2 .
- form dojrzatych

Allophycocyanine 650 660 630H 5 T T dotraot
Allophycocyanine-cyani-| 650 755 630H cbs3 imfocyty T dojrzate

ne 7 conj CD4 Limfocyty T pomocnicze
A - laser argonowy; H — laser helowo-neonowy CD8 Limfocyty T cytotoksyczne

cD13 Eronu[oq:;y ifmonc(»jcxfy OJ,d vgczesnych pre-
B Cytometryczna ocena fenotypu prsofow o form colrzae
Monocyty od form prekursorowych do
CD14 >
dojrzatych

. .D2|ek| mozhwgsm szybkiej i wieloparametrycznej ana- cD15 Doirzate granulocyty

lizie fenotypgwej komorek uktadu hematop.oetyc-znego CD16 Komérki NK

CP okazata sie bardzo przydatnym narzgdziem dlagno- 1o Limfocyty B od wezesnych prekursorow do
stycznym wykorzystywanym rutynowo w badaniach form dojrzatych

hematologicznych. Umozliwia ona bowiem iloSciowg CD22 Limfocyty dojrzate w krwi obwodowej i

i jako$ciowa analize ekspresji swoistych antygenow weztach chtonnych
powierzchniowych, cytoplazmatycznych i jagdrowych. CD33 Prekursory granulocytéw i monocytéw
Jednym z niewielu ograniczen tej metody jest to, ze CD34 Komérki macierzyste szpiku, wezesne formy

. L . prekursordw linii mieloidalnej
materialem do badan nie mogg by¢ fragmenty tkan-
. . A .. CD41 Ptytki krwi i megakariocyty
kowe (wytgcznie zawiesina komorek) oraz fakt, iz ko-
o - Lo . . CDé61 Phytki krwi

morki muszg by¢ zywe co z kolei uniemozliwia analize

preparatow archiwalnych. Materiatem do badan moze D64 Monocyfy’.c’kfywowone granulocyty

by¢ petna krew, zawiesina izolowanych komorek szpiku b7l Erytrocyty i erytroblasty




Zestawy przeciwciat stuzgce do podstawowego ba-
dania fenotypu zostaty opracowane w taki sposob aby
przy niewielkiej liczbie przeciwciat uzyska¢ mazliwie
precyzyjng charakterystyke fenotypu. W rutynowej
ocenie fenotypowej podstawowych subpopulacji lim-
focytow krwi obwodowej wykorzystuje sie tzw mini-
malny panel sprzezonych z fluorochromami przeciw-
ciat monoklonalnych obejmujgcy nastepujgce antygeny
réznicowania:

CD45 - obecny na wszystkich leukocytach,
CD14 - obecny na monocytach,

CD3 - obecny nalimfocytach T,
CD4 - obecny na limfocytach T pomocniczych,
CD8 - obecny na limfocytach cytotoksycznych,

CD19 - obecny na limfocytach B,
CD16 - obecny na komoérkach NK.

W pierwszym etapie cytometrycznej analizy fe-
notypowej limfocytow krwi obwodowej ustalamy,
najczesciej amorficzng, bramke analityczng w obrebie
uktadu wspoétrzednych FS/SS. Nastepnie, w uktadzie
wspoirzednych CD45/CD14 (rycina 8) znajdujemy i za-
znaczamy subpopulacje o najwyzszej ekspresji antyge-
nu CDA45 (limfocyty) oraz okreslamy ,czystos¢” bramki
limfocytarnej poprzez okreslenie procentowej wartosci
komorek CD45+/CD14-. Jezeli liczba ,wybramkowa-
nych” limfocytéw miesci sie w przedziale od 93% — 97%
mozemy wykonac cytometryczne badanie innych antyge-
now, pamietajgc jednak o analizie innych podstawowych
populacji leukocytéw.
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Rycina 8. Etapy oceny ,czysto$ci” bramki analitycznej dla subpo-
pulaciji limfocytow krwi obwodowej. A) ustalenia bramki dla limfo-
cytow w oparciu o parametry FS/SS, B) wybramkownie populacii
0 najsilniejszej ekspresji CD45/FITC; C) okre$lenie procentowej
warto$ci komorek CD45+/CD14-. G — granulocyty, L — limfocyty;
M — monocyty.

W rutynowej diagnostyce cytometrycznej wykorzystuje
sie tzw wzajemnie ,wykluczajgce” sie przeciwciata mo-
noklonalne, np.: przeciwko antygenowi CD4 obecnemu
na limfocytach T pomocniczych, lecz nie wystepujgcemu
nalimfocytach T cytotoksycznych oraz przeciwko antyge-
nowi CD8, ktory ekspresjonowany jest tylko na limfocy-
tach cytotoksycznych. Pozwala to na bardzo doktadng,
cytometryczng analize subpopulacji limfocytéw oraz sto-
sunkowo prostg interpretacje wynikow przedstawionych
w postaci grafow kwadrantowych (rycina 9).
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Rycina 9. Ocena wzajemnie wykluczajacych sie antygenow CD4
i CD8. A) obraz limfocytow krwi obwodowej przed ,,bramkowaniem:
limfocytow, B) obraz subpopulacji CD4 i CD8 po ustaleniu bramki
na populacji limfocytow w oparciu o parametry FS/SS.

W celu obiektywnego badania ekspresji okreslonych an-
tygendw powierzchniowych niezbedne jest wykonywanie
proby kontrolnej (z kontrolnymi przeciwciatami izotypowy-
mi) do kazdej serii oznaczen. W probie izotypowej zamiast
przeciwciat monoklonalnych stosowanych do oznaczania
konkretnego antygenu powierzchniowego wykorzystuje
sie znakowane fluorochromami przeciwciata IgG, tej samej
klasy jak stosowane przeciwciata monoklonalne. Mato na
celu potwierdzenie swoistego wigzania zdefiniowanych an-
tygendw przez monoklonalne przeciwciata wykorzystane
podczas analizy fenotypowej (rycina 10).
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Rycina 10. Izotypowa kontrola swoistosci monoklonalnych prze-
ciwciaf uzytych w badaniu fenotypowym krwi obwodowej. Wyniki
nieswoistego wigzania powyzej 2% wskazujg na brak swoistosci
znakowania.
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Rutynowa fenotypowa analiza cytometryczna komérek
uktadu hematopoetyczngo stuzy nie tylko do okreslenia
obecnosci poszczegolnych subpopulacji komorek czy
ocenie stosunkow odsetkowych badanych subpopula-
cji krwi obwodowej. Szersze zastosowanie CP znalazta
w diagnostyce chorob rozrostowych uktadu krwiotwor-
czego, szczegolnie w biataczkach i chtoniakach®. Pod-
stawowym celem badania cytometrycznego w klinicz-
nej diagnostyce laboratoryjnej biataczek i chtoniakow
jest potwierdzenie:

1) obecnosci antygendw z wczesniejszych etapdéw doj-
rzewania (np. CD10 w cALL),

2) braku antygendw, ktorych ekspresja jest charaktery-
styczna dla komorek dojrzatych,

2(14)



3) istnienia antygenow linii mieloidalnej na komorkach
linii limfoidalnej,

4) nasilonej ekspresji antygenéw np. CD22 w (HCL-
biataczka wtochatokomoérkowa),

5) wystepowania klonalnego rozplemu limfocytéw B na
podstawie rozkfadu tancuchéw kappa i lambda,

6) obecnosci antygenéw powierzchniowych i cytopla-
zmatycznych, pozwalajgcych na doktadne zdefinio-
wanie etapu roznicowania populacji komorek w dia-
gnostyce biataczek mieszanych,

7) wystepowania choroby resztkowej czyliwyodrebnienia
populacji komorek biataczkowych sposrod populacii
komorek o prawidtowym fenotypie,

8) ekspresiji glikoproteiny P (kodowanej przez gen opor-
nosci wielolekowej), ktorej obecnos¢ jest odpowie-
dzialna za niepowodzenie leczenia chemioterapig.
Nalezy pamietac jednak o tym, iz badanie cytome-

tryczne powinno by¢ wykonane réwnolegle do oceny

hematologicznej rozmazu i mielogramu oraz badan
cytochemicznych.

Fenotypowa analiza cytometryczna okazata sie bar-
dzo pomocna w diagnostyce klinicznej wrodzonych
(SCID - ciezki ztozony zesp6t niedobdér immunologicz-
ny) i nabytych niedoborach immunologicznych (AIDS),
zaburzeniach autoimmunizacyjnych, przeszczepach
narzgdow, chorobach nowotworowych oraz chorobach
ptuc. W kazdym z w/w przypadkéw CP w istotny i nie-
kwestionowany sposéb przyczyniata sie do postawienia
precyzyjnego rozpoznania, wtgczenia optymalnej terapii
oraz monitorowania efektow leczenia choroby.

B Cytometryczna analiza DNA

Analiza zawartosci komorkowego DNA jest jednym
z najczesciej wykonywanych badan cytometrycznych.
Wynika to z faktu, iz w komorkach nowotworowych bar-
dzo czesto dochodzi do aberracji genowych i chromo-
somowych, ktére mogg miec¢ znaczenie prognostycz-
ne oraz poznawcze. Ogromng zaletg cytometryczne-
go oznaczania DNA jest fakt, iz do analizy mozemy
wykorzysta¢ materiat archiwalny (bloczki parafinowe)
oraz tkanke zamrozong. Barwniki fluorescencyjne
stosowane w analizie ploidii majg zdolnos¢ kowalen-
cyjnego taczenia sie z podwojng nicig DNA badanej
komorki. Zawartos¢ DNA wyraza sie nasileniem flu-
orescencji barwnikow zwigzanych stechiometrycznie
z DNA jgdrowym. W rutynowym badaniu zawartosci
DNA stosuje sie tzw standard wewnetrzny, ktory
stanowig komorki o prawidtowej ilosci DNA dodawa-
ne do probki badanej przed pomiarem. Na podstawie
pomiaru stosunku nasilenia fluorescencji badanych
komorek do standardowych komorek kontrolnych

wyznaczany jest indeks DNA. Wzbudzenie fluoro-
chroméw powoduje emisjg Swiatta proporcjonalng do
zawartosci DNA w komorce.® Najczesciej stosowane
fluorochromy w analizie DNA zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Najczesciej uzywane fluorochromy w cytometrycznej
analizie DNA.

Fluorochrom Wzbudzenie Emisja ‘ Laser

(nm) ) (nm)

Propidium lodide 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

Aby zrozumie¢ sens analizy DNA nalezy wyjasni¢
mechanizm cyklu komérkowego, i jego, graficzng pre-
zentacje cytometryczng (rycina 11). Cyklem komorko-
wym okreslamy cykl zmian i procesoéw zachodzgcych
w komorce miedzy 2 kolejnymi podziatami mitotyczny-
mi. W typowej diploidalnej (2n) komorce cykl komorko-
wy rozpoczyna sie fazg G1 nastepujaca bezposrednio
po zakonczonym podziale komorki. Trwa ona najdtuzej
i charakteryzuje sie intensywnym metabolizmem.
Drugg jest faza S, w ktérej odbywa sie replikacja DNA
i powstawanie siostrzanych chromatyd. Po replika-
cji DNA nastepuje stosunkowo najkrotsza faza G2, w
ktorej zachodzg procesy wstepne do podziatu komor-
ki. Cykl konczy faza M, czyli podziat mitotyczny jadra
i podziat komorki, w wyniku ktérego powstajg dwie,
diploidalne komorki potomne. W réznych organizmach
i roznych typach komérek cykl komérkowy moze trwaé
od 8 godz. do ponad 1 roku. Cytometryczna ocena
ploidii pozwala na doktadng analize liczby chromo-
somow w komorce somatycznej danego organizmu.
Prawidtowa komdérka somatyczna cztowieka posiada
diploidalng liczbe chromosomoéw. Czasami zmienione
nowotworowo komorki lub populacja komoérek moga
posiadac¢ zwielokrotniong liczbe chromosomoéw do
4n (tetraploidia), czy nawet 8n (oktaploidia). Ozna-
cza to, ze catkowity materiat genetyczny danej popu-
lacji komorkowej/komorki zostat zwielokrotniony 2-
i 4-krotnie. Liczba chromosomoéw wieksza niz 2n za-
zwyczaj nazywana jest hyperploidig, a liczba chromo-
somow mniejsza od 2n nazwana jest hypoploidia. Ter-
minem aneuploidia DNA okresla sig¢ brak co najmniej
1 chromosomu w liczbie 2n. Ubytek nawet jednego chro-
mosomu w garniturze 2n mozna okresli¢ za pomocg
oznaczenia indeksu DNA, ktory wyraza stosunek
pomiedzy zawartoscig DNA w komdrce nowotworowej
do zawartosci DNA w diploidalnej komorce zdrowej.
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Rycina 11. Analiza zawartosci DNA w komarce w poszczegdlnych
fazach cyklu komorkowego. A) fazy cyklu komorkowego: GO —faza
spoczynkowa, G1, S, G2 oraz M; B) histograficzne zobrazowanie
cyklu komorkowego za pomocg cytometrii przeptywowe;.

Najwazniejszym warunkiem prawidtowego wykonania
analizy DNA jest odpowiednia zidentyfikowanie i oddzie-
lenie populacji pojedynczych komorek znajdujgcych sie
w poszczegolnych fazach cyklu komdrkowego od tak
zwanych dubletéw utworzonych przez komorki zlepione.
Mozna to osiggna¢ poprzez odpowiednie bramkowanie
analizowanych komorek, ktore pozwala na wykluczenie
konglomeratow sktadajgcych sie z dwoch lub wiekszej
liczby komorek (rycina 12).
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Rycina 12. Prawidtowe bramkowanie pojedynczych komadrek w cy-
tometrycznej analizie DNA. 2xG1 —potaczone dwie komarki w fazie
G1; G1+S — dublety komérek w fazie G1i S; G2+G1 — potgczone
komorki w fazie G2+G1.

Skojarzona, cytometryczna analiza ploidii komorek no-
wotworowych o okreslonym fenotypie pozwala nie tylko
na wykrycie niepozgdanej populacji komorkowej wsrod
komorek prawidtowych, ale moze réwniez dostarczyc¢ cen-
nych informaciji o skutecznosci zastosowanej terapii oraz
biologii cyklu komérkowego. Ocena DNA moze przyczyni¢
sie do wczesnego wykrycia choroby, a obecnos¢ aneuplo-
idii DNA moze wskazywac na zwiekszone ryzyko czynne-
go procesu nowotworowego. Dodatkowo, analiza ploidii
DNA moze by¢ réwniez przydatna w wyborze leczenia
i rokowaniu, a we wczesnym okresie choroby pozwala
wyselekcjonowac grupe nowotworow, ktore wymagajg
agresywniejszej procedury terapeutycznej. Cytometrycz-
na analiza DNA zalazta zastosowanie w diagnostyce i klini-
ce nowotworow przewodu pokarmowego, raka pecherza
moczowego, raka sutka, nowotworow jajnikdw i raka ma-
cicy, raka ptuc oraz chtoniakéw nieziarniczych. Przykiad

histogramu przedstawiajgcego nieprawidiowg zawartos¢
DNA zaprezentowano na rycinie 13.
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Rycina 13. Analiza ploidii DNA w jadrach komdrek raka piersi,
izolowanych z materiatu tkankowego zatopionego w parafinie.

Przedstawione powyzej przykiady zastosowan cy-
tometrii przeptywowej w analizie DNA potwierdzajg
uzytecznos¢ tej metody w nie tylko w diagnostyce, pro-
gnozowaniu i wyborze terapii przeciwnowotworowej, ale
rowniez w przypadku wielu innych chorob o roznej pato-
genezie, o ktérych wspomniano wczesniej.

B Cytometryczna analiza programowanej
Smierci komorki

Programowana smier¢ komorki jest aktywnym, wie-
loetapowym procesem fizjologicznym prowadzgcym do
planowej eliminacji komérki. Cytometria przeptywowa
pozwala na szybkg oraz wieloparametrowg analize pro-
cesow biologicznych zwigzanych z apoptozg w kilku
populacjach komoérkowych réwnoczesnie. Odkrycie
mechanizmow regulujgcych apoptoze oraz udoskona-
lenie technik jej analizy doprowadzito do prob wyko-
rzystania cytometrycznej oceny programowanej Smierci
komorki w:

1) diagnostyce nowotworow,

2) klinicznej odpowiedzi na zastosowang terapie,

3) transplantologii (klonalna delecja alloreaktywnych
limfocytow T biorcy),

4) diagnostyce i prognostyce AIDS,

5) diagnostyce meskiej nieptodnosci.

Gtéwnymi cechami pozwalajgcymi na cytometryczne
odrdznienie komoérek martwych od zywych jest zmiana
zdolnosci rozpraszania swiatta przez komorki apoptycz-
ne, utrata ich funkgji transportowych, oraz utrata asymetrii
fosfolipidéw w wczesnym etapie apoptozy, powodujgca
pojawienie fosfatydyloseryny po zewnetrznej stronie
btony cytoplazmatycznej. Rownolegta ocena apoptozy
oraz diagnostyka fenotypowa z uzyciem sprzgzonych
z fluorochromami monoklonalnych przeciwciat pozwala
na precyzyjne okreslenie spontanicznej i indukowanej
(np. lekami) apoptozy w badanej subpopulacji komor-
kowej (rycina 14).
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Rycina 14. Ocena programowanej spontanicznej $mierci komarki
(A) oraz indukowanej cyklofosfamidem (B), w populacji limfocytow
krwi obwodowej cztowieka. Dzigki zastosowaniu dwaoch barwnikow
fluorescencyjnych, FITC sprzezonego z Annexin V oraz Pl (propi-
dium iodide) mozliwe jest odrdznienie populacji komorek zywych
(V), nekrotycznych (N) od apoptycznych we wczesnej (A) i poznej
fazie apoptozy (AP).

Ocena komorek w stanie apoptozy moze by¢ rowniez
dokonana za pomocg prostej analizy DNA (rycina 15).
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Rycina 15. Histograficzna ocena apoptozy w cytometrycznym
badaniu DNA.

Mozliwos¢ doktadnego oszacowania liczby komo-
rek apoptycznych za pomocg CP znalazto szerokie za-
stosowanie w klinicznej onkologii. Szczegdlng warto$¢
kliniczng ma oznaczenie kinetyki proliferacji jak i induko-
wanej $mierci komorek w guzie (wskaznik apoptotyczny),
ktére mogg mie¢ znaczenie prognostyczne. Okreslenie
wskaznika apoptotycznego koreluje z wczesng odpowie-
dzig kliniczng w przypadku biataczek leczonych Taxo-
lem. Oznaczanie spontanicznej i indukowanej apoptozy
znalazfo zastosowanie w monitorowaniu leczenia u cho-
rych zakazonych wirusem HIV. Jednak wykorzystanie ana-
lizy programowanej Smierci komorki w codziennej praktyce
laboratoryjnej wymaga opracowania wystandaryzowanych
procedur i metod kontroli ich jakosci, ktore w najblizszej
przysztosci pozwolg na wigczenie badania DNA do ruty-
nowej praktyki diagnostycznej.

B Cytometryczna analiza ptytek krwi

Zastosowanie cytometrii przeptywowej w diagnostyce
ptytek krwi udoskonalito mozliwosci ich obiektywnej oce-
ny. Wynika to z faktu, iz stosowane do tej pory diagnostycz-
ne testy oceniajgce morfologie i czynno$c¢ ptytek obarczo-
ne byty duzym btedem metody zwigzanym z artefaktami

w czasie przeprowadzenia pomiaru. Dodatkowg zaletg
cytometrycznej analizy liczby ptytek jest wieksza czutos$c
metody (do 5 x 10° ptytek/ul) oraz powtarzalnosé. Swo-
istym antygenem obecnym na powierzchni ptytek krwi jest
antygen CD61, ktérego ekspresja zalezy w duzej mierze
od stanu aktywaciji ptytek. Cytometria przeptywowa licz-
by i stanu aktywaciji ptytek znalazta zastosowanie w dia-
gnostyce zmian uktadu krzepnigcia i fibrynolizy, szcze-
golnie we wstrzgsie, posocznicy, niestabilnej chorobie
wiencowej, powiktaniach zakrzepowo-zatorowych, ze-
spole DIC oraz w trakcie terapii fibrynolitycznej. Roznice
w cytometrycznym obrazie ptytek dotyczg najczesciej
zmian w morfologii i ekspresji czgsteczek adhezyjnych
co nasila zdoInosci agregacyjne ptytek krwi. Ze wzgledu
na fakt, iz ptytki krwi sg krwinkami najbardziej nietrwatymi
i wrazliwymi na dziatanie czynnikow aktywujgcych, klu-
czowe znaczenie ma odpowiednie przechowywanie
i szybkie utrwalenie badanego materiatu (paraformalde-
hyd). Krétkotrwate przechowywanie nieutrwalonej krwi
(powyzej 30 min od pobrania na EDTA) doprowadza do
aktywaciji ptytek, oraz zmian w cytometrycznym obrazie
wielkosci ptytek, ich ziarnistosci oraz nasilenia ekspres;ji
markera aktywacji antygenu CD62. Klasyczng segregacje
ptytek krwi i erytrocytéw na podstawie pomiaru parame-
tréw FS/SS przedstawia rycina 16.
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Rycina 16. Cytogram ptytek krwi uzyskany z pomiaru warto$ci
FS do SS.

B Cytometryczna analiza komérek macie-
rzystych szpiku.

Wozrastajgca liczba danych dotyczgcych swoistych
wiasciwosci i funkciji hematopoetycznych komaorek ma-
cierzystych (HKM) sprawita, ze staty sig one atrakcyjnym
obiektem zainteresowan badaczy, nie tylko w modelu al-
logenicznych przeszczepow szpiku, ale réwniez w kom-
binowanej immunoterapii nowotwordw. Zdefiniowanie
swoistych antygenow ekspresjonowanych na powierzch-
ni HKM pozwolito na szybka i precyzyjna cytometryczng
oceneich liczby oraz etapu réznicowania. Wykorzystanie
sprzezonych z fluorochromem monoklonalnych przeciw-
ciat przeciwko antygenowi CD34 umozliwito doktadng



selekcje pierwotnych form HKM za pomocg sortera
komoérkowego.® Fenotyp HKM mozemy okresli¢ 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 wzgledu na
tatwg dostepnos¢ oraz mozliwos¢ efektywnej modulacii
cytokinami zastosowanie wyizolowanych komérek ma-
cierzystych z krwi obwodowej oraz szpiku kostnego ma
w chwili obecnej najszersze zastosowanie kliniczne. Dzigki
swojej prostocie i stosunkowo wysokiej doktadnosci po-
miaru cytometryczna ocena fenotypu HKM oraz techniki
selekcji komorek krwiotwdrczych znalazty szerokie za-
stosowanie w onkologii i transplantologii klinicznej. Pod-
stawowa analiza cytometryczna hematopoetycznych ko-
morek macierzystych szpiku izolowanego od zdrowego
dawcy zostata przedstawiona na rycinach 17 i 18.

Rycina 17. Kropkowy wykres
komorek szpikowych uzyskany
w wyniku analizy parametrow
FITC i SS. R1 —linia granulocy-
tarna, R2 - linia limfocytarna, R3
— linia monocytarna, R4 — linia
erytrocytarna.
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Rycina 18. Cytometryczna ocena populacji komérek HKM CD34 +.
Izolowanych ze szpiku kostnego. A — ustanowienie bramki anali-
tycznej R1 na leukocytach; B — bramkowanie komdrek CD-34+;
C — selekcja komorek CD34+ uzyskana w wyniku dodania bra-
mek analitycznych R1+ R2; D — cytogram komorek CD34+ po
odrzuceniu artefaktow.

B Ocena stezenia cytokin za pomocg CP.

Cytokiny stanowig grupe niskoczgsteczkowych gliko-
protein odgrywajgcych kluczowa role w regulacji odpo-
wiedzi immunologicznej, proliferacji oraz rdznicowania
komorek. Oddziatujgc na wiele typow komorek cytokiny
sg mediatorami reakcji zapalnych i immunologicznych
oraz uczestniczg w reakcji krwiotworzenia. Oznaczenie
poziomu cytokin ma kluczowe znaczenie w diagnostyce,
monitorowaniu i leczeniu choréb o podtozu autoimmuno-
logicznym, nowotworow, chorob zakaznych, alergicznych
oraz wstrzgsu septycznego. Klasycznym testem oznacza-
nia stezenia cytokin jestimmunoenzymatyczny test ELISA
wykorzystujgcy znakowane, monoklonalne przeciwciata
diagnostyczne, swoiscie rozpoznajgce epitopy badane;j
cytokiny. Metoda ta pozwala na stosunkowo precyzyj-
ne okreslenie stezenia cytokiny w badanym materiale,
ale jest czasochtonna i dodatkowo obarczona ryzykiem
popetnienia btedu metodycznego. Ponadto, w czasie
pomiaru mozemy okresli¢ poziom tylko jednej cytokiny,
co ze wzgledu na koszty wykonania badania w duzym
stopniu ogranicza mozliwo$¢ rutynowego stosowania
testu w praktyce klinicznej. W ostatnich latach, dzieki re-
wolucyjnemu zastosowaniu sprzezonych z fluorochro-
mem mikrokulek, kowalencyjnie zwigzanych ze swoistym
wobec badanej cytokiny przeciwciatem monoklonalnym,
mozemy w ciggu kilku godzin, Scisle oceni¢ stezenie do
dwunastu cytokin w jednej prébce.® Metoda CBA (Cy-
tometric Beads Array- cytometryczne macierze kulkowe)
umozliwia obiektywng, rbwnoczesng ocene poziomu
wielu cytokin w surowicy krwi, ptynach wysiekowych,
poptuczynach oskrzelowych, tzach, lizatach komorko-
wych oraz pozywkach hodowlanych. Technika CBA po-
lega na pomiarze $redniej wartoéci fluorescencji znacz-
nika sprzezonego z dang grupg mikrokulek oraz roznicy
intensywnosci fluorescencji po inkubacji materiatu
z przeciwcytokinowymi, swoistymi przeciwciatami
monoklonalnymi, sprzezonymi z FITC lub PE. Dotgczenie
do kazdego zestawu testowego standardow badanej
cytokiny umozliwia wyznaczenie krzywej standardowej
oraz doktadne okreslenie stezenia badanej substancji
(rycina 191 20).

Rycina 19. Wykres kropkowy przedstawiajgcy Srednig wartos¢
fluorescenciji standardow dla szesciu 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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Rycina 20. Histogram przedstawiajgcy intensywnosc fluorescencji
~ 650nm (FL3) mikrokulek opfaszczonych przeciwciatami prze-
ciwko cytokinom produkowanym przez limfocyty Th1/Th2.

Obecnie istnieje mozliwos¢ indywidualnego dobo-
ru sprzgzonych z przeciwcytokinowymi przeciwciatami
monoklonalnymi mikrokulek, co umozliwia stworzenie
dowolnych paneli macierzy analitycznych oceniajgcych
stezenie cytokin (rycina 21).

Rycina 21. Oznaczenie stezenia cytokin w ptynie hodowlanym za
pomocg techniki CBA Flex Set (badania wtasne). APC —allophyco-
cyanine, IL —interleukiny, GMCSF — czynnik stymulujgcy tworzenie
kolonii granulocytow i makrofagow, IFN — (-interferon gamma),
RANTES — grupa chemokin wydzielanych przez prawidtowe limfo-
cyty T, VEGF — czynnik wzrostu srodbfonka naczyn.

Cytometria przeptywowa zalazta réwniez zasto-
sowanie w analizie cytokin wewngtrzkomorkowych.
Wykorzystujgc technike permeablizacji bfony cyto-
plazmatycznej oraz rbwnoczesng ocene fenotypowa,
mozemy z duzg fatwoscig zdefiniowa¢ profil cytokin
produkowanych i uwalnianych przez okreslong subpo-
pulacje komérkowa (np. okresli¢ polaryzacje odpowiedzi
immunologicznej w kierunku Th1 lub Th2). Jednak szer-
sze zastosowanie tego badania w rutynowej diagnosty-
ce laboratoryjnej jest limitowane wysokg ceng testu oraz
zbyt dtugim czasem trwania analizy.

B Perspektywy rozwoju cytometrii prze-
ptywowe;.

Dynamiczny rozwdj technik cytometrii przeptywowej
umozliwit jej szersze zastosowanie w diagnostyce kli-
nicznej. Obecnie metoda ma gtdwnie zastosowanie
w diagnostyce choréb uktadu krwiotworczego oraz cho-
réb zakaznych. Istotnym ograniczeniem wykorzystania
CP w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej jest wysoka
cena aparatury oraz brak niezbednego doswiadczenia
personelu laboratoryjnego. Wydaje sig, iz w najblizszej
przysztosci zostanie opracowane nowe pokolenie
urzgdzen analitycznych tagczgcych zalety cytometrycznej
oceny fenotypu oraz stezenia cytokin z mozliwoscig
szybkiej analizy morfologicznej i biochemicznej. Gtow-
nym celem strategii rozwoju cytometrii przeptywowej
jest doprowadzenie do powszechnego dostosowania
znanych protokoféw rutynowych oznaczen cytome-
trycznych do standardéw obowigzujgcych w diagno-
styce kliniczne;j.
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WSKAZNIKI CZERWONOKRWINKOWE

Blood red cell indices
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B Streszczenie

Podstawowe wskazniki czerwonokrwinkowe znane
sg od przeszto siedemdziesieciu lat. Ich wartosci sg
charakterystyczne dla okreslonych populacji czy grup
wiekowych. Najwiekszg dynamike zmian obserwuje sie
w pierwszych tygodnia i miesigcach po urodzeniu.
Sugeruje sie, ze wskazniki czerwonokrwinkowe kon-
trolowane sg przez charakterystyczny uktad gendw.
Najwieksze znaczenie diagnostyczne przypisuje sie
MCV, znacznie mniejsze MCH i MCHC. Wspdtczesne
analizatory hematologiczne precyzyjnie wyliczajg, cho-
ciaz nie bez pewnych ograniczen, wartosci wskaznikow.
Coraz szersze zastosowanie znajdujg réwniez do
wewnetrznej kontroli jakosci pracy analizatora.

B 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.

Stowa kluczowe: MCV, MCHC, MCH, wskazniki
czerwonoKrwinkowe.
Key words: MCV, MCHC, MCH, red cell indices.

B Wstep

Podstawowe wskazniki czerwonokrwinkowe, zwa-
ne rowniez wskaznikami Wintroba znane sg od po-
nad siedemdziesieciu lat i stanowig tradycyjne uzupet-
nienie obrazu morfologicznego krwi obwodowej.(?6)
Zaliczajg sie do nich:

— MCV - $rednia objetos¢ krwinki czerwonej,

— MCH - $rednia masa hemoglobiny w krwince czer-
wonej,

— MCHC - $rednie stezenie hemoglobiny w krwince
czerwonej

Manualnie wyliczane sg wedtug nastepujgcych
wzoréw:

MCV (fl) = Hematokryt (w %) x 10/liczba krwinek
czerwonych x 109/1

MCH (pg) = Hemoglobina (w g/dl) x 10/liczba krwi-
nek czerwonych (min/ul)

MCHC (g/dl) = Hemoglobina (w g/dl)/hematokryt (I/1)

Ze wzgledu na to, ze do ich wyliczenia niezbedne
sg wartosci hematokrytu, liczba krwinek czerwonych
i stezenie hemoglobiny, precyzyjne pomiary wymienio-
nych parametrow sg gwarancjg wiarygodnosci uzyska-
nych wynikow.

Od przeszio 40 lat — czyli od wprowadzenia licznikdw
hematologicznych i analizatoréw hematologicznych ko-
lejnych generaciji, pomiar liczby erytrocytow, stezenia
hemoglobiny oraz objetosci krwinki czerwonej odbywa
sie bezposrednio, z wykorzystaniem technologii impe-
danciji elektrycznej lub pomiaru rozproszenia Swiatta
laserowego. Wiadomo, ze wielko$¢ impulsu impe-
dancyjnego jest proporcjonalna do wielkosci krwinki
czerwonej zawieszonej w roztworze o odpowiedniej

2(14)



osmolalnosci i przechodzgcej przez system pomiarowy,
Jest ona rowniez uzalezniona od ksztattu komorki a ten
z kolei zalezy od lepkosci cytoplazmatycznej, na ktorg
gtowny wptyw ma zawarto$¢ hemoglobiny w komaérce.
Potgczenie tych dwoch prostych zaleznosci sprawia,
ze w niektorych przypadkach system impedancyjny,
bazujgcy na izoosmotycznych rozcienczalnikach nie
powinien by¢ uzywany do wyznaczania wartosci MCV.
Dotyczy to standw zwigzanych z zaburzeniami gospo-
darki wodno- elektrolitowej, kiedy warto$ci MCV oraz
MCHC muszg by¢ bezwzglednie wyliczane przy uzyciu
powyzszych wzoréw lub wyznaczone przy uzyciu innej
technologii, na przyktad pomiaru rozproszenia Swiatta
laserowego. Nie nalezy rowniez zapominac, ze w oce-
nie tych zaburzen wazne jest obserwowanie dynamiki
zmian wskaznikdw, a nie bazowanie wytgcznie na po-
jedynczym pomiarze.®9

Technologia pomiaru rozproszenia $wiatta laserowe-
go pozbawiona powyzszych niedogodnosci, nie jest
pozbawiona wad. Umozliwia co prawda bezposredni
pomiar hemoglobiny w krwince czerwonej, co podno-
si wiarygodnos$¢ pomiaru, nie ma jednak zastosowania
w przypadku niedokrwistosci sierpowatych.

Pomijajgc niedoskonatosci technologiczne, powinno
sie pamietac, ze systemy hematologiczne dostarczajg,
oprocz podstawowych wskaznikdw czerwonokrwinko-
wych, wiele innych parametréw (rekordzisci oferujg
ich prawie czterdziesci) oraz wykresow graficznych
(histogramy i skatergramy), umozliwiajgcych posta-
wienie wstepnej diagnozy lub jej potwierdzenie, bez
konieczno$ci wykonywania dodatkowych badan (bio-
chemicznych, immunochemicznych). Nawet relatywnie
prosty analizator dostarcza informacji o podstawowych
wskaznikach czerwonokrwinkowych, kitore zostaty wy-
korzystane do podziatu niedokrwistosci.”)

Sposrod wymienionych parametréw najwazniejsze
znaczenie diagnostyczne posiada MCV. Jest bowiem
gtownym czynnikiem decydujgcym miedzy innymi o po-
dziale niedokrwistosci, na niedokrwistosci makrocyto-
we, mikrocytowe i normocytowe, sugerujgcym podjecie
odpowiedniego dziatania przez klinicyste. (Tabela 1).
Znaczenie MCH i MCHC w diagnostyce niedokrwisto$ci
jest mniejsze.®7:8)

Automatyzacja oznaczen hematologicznych przy-
czynita sie do bardzo dobrej powtarzalnosci wartosci
wskaznikéw, ktore ze wzgledu na bardzo matg zmiennos¢
biologiczng znalazty zastosowanie w procesie kontroli
jakosci analitycznej. Wieksze problemy sg ze zdefinio-
waniem ich zakresu wartosci prawidiowych. Dla MCV
rézni autorzy podajg rézne dane miedzy 80 i 98 fl.
(80-94, 82-96, 82 - 98). W klasyfikacji niedokrwistosci
za punkty odciecia przyjeto 80 (ponizej jest mikrocytoza)

i 100fl (powyzej jest makrocytoza). Jednak juz przy
wartosciach 94fl mozna spodziewac¢ sie towarzyszg-
cych niedoborow wit. B12, lub poczatku niedokrwistosci
wieloniedoborowe;.

Tabela 1.

Warto$é MCV | Stan kliniczny

niedokrwisto$é mikrocytowa:
-z niedoboru zelaza

— talasemie

— syderoblastyczne

choroby przewlekte
hemoglobinopatie

ponizej 80 fl

niedokrwisto$é normocytowa:

— hipoprolifereacyjne

— aplastyczne

— hemolityczne

— pokrwotoczne

wezesna faza niedokrwistoéci z niedoboru zelaza
niedokrwisto$é oporna na leczenie

80 - 1001l

niedokrwistoéci makrocytowe i megaloblasyczne:
-z niedoboru witaminy B12

-z niedoboru kwasu foliowego

niedokrwistodci hipoproliferacyjne

zespoty mielodysplastyczne

niedokrwisto$¢ oporna na leczenie
niedokrwisto$ci hemolityczne

choroby watroby

powyzej 100 fl

Prawie wszystkie analizatory hematologiczne wyli-
czajg wskaznik anizocytozy krwinek czerwonych
(rozktadu objetosci), okreslany jako RDW i wyrazany
najczesciej w % 4. Im wyzsze wartosci RDW tym wieksza
heterogenno$¢ populacji krwinek czerwonych (inten-
sywna odnowa czerwonokrwinkowa lub obecnos¢ co
najmniej dwoch réznych populacii krwinek czerwonych
po przetoczeniach krwi). RDW nie moze by¢ oceniany
samodzielnie tylko tgcznie z histogramem krwinek czer-
wonych. Wartosci RDW wykazujg nieznaczne wahania
zalezne do wieku, sg natomiast niezalezne od pfci.

Podstawowe wskazniki czerwonokrwinkowe wyka-
zujg w warunkach fizjologii bardzo matg zmiennosc tak
wewnatrz jak i miedzyosobniczg, co zostato wykorzy-
stane w programach ruchomej sredniej, monitorujgcych
jakosc¢ pracy wiekszosci nowoczesnych analizatorow
hematologicznych. Analizy ruchomej Sredniej w he-
matologii zostaty zapoczatkowane przez analizy X-B,
wykorzystujgce do monitorowania jakosci pracy ana-
lizatorow automatyczng srednig, znanych, stabilnych
wskaznikow czerwonokrwinkowych (MCV, MCH,
MCHC). Analizy programu X-B, gdzie XB, jest symbo-
lem dla Sredniej, uzywajg do wyliczenia ruchomej sredniej
dla wskaznikow czerwonokrwinkowych algorytmu opi-
sanego przez Bulla. Kazde odchylenie od ustalonych
w laboratorium wartosci srednich, wyliczonych w oparciu
0 zbior ynikow, uzyskanych od pacjentow moze Swiadczy¢
o nieprawidfowosciach w pracy analizatora.



W zaawansowanych technologicznie systemach
hematologicznych monitorowanie jakosci pracy
systemu odbywa sie¢ z wykorzystaniem algoryt-
mow podobnych do algorytmow analiz programu
wykorzystujgcego wskazniki czerwonokrwinkowe.
Wykorzystywane sg parametry RBC/PLT (RBC, RDW,
HGB, HCT, PLT) parametry krwinek biatych (WBC)
i retikulocytow (%R) To monitorowanie zostafo rowniez
poszerzone na niektore wartosci mierzone nazywane
populacjami statystycznymi, ktore zawierajg wartos¢
Srednig i wspotczynnik zmienno$ci dla kanatow danych
w pomiarach optycznych.

Wiadomo, ze zmiany wartosci wskaznikow czerwono-
krwinkowych sg odzwierciedleniemzmian zachodzgcych
w erytrocytach. Do prawidiowej budowy krwinki czerwo-
nej niezbedne sg migdzy innymi aminokwasy, witaminy
(B12, B6, C, E, kwas foliowy, ryboflawina, kwas pantote-
nowy, tiamina) jony metali (zelaza, kobaltu, magnezu),
atakze substancje regulatorowe takie jak erytropoetyna,
hormony tarczycy czy androgeny.

Produkcja erytrocytdw rozpoczyna sie juz okoto 14
dnia od zaptodnienia i trwa nieprzerwanie az do $mierci
organizmu. W okresie zycia ptodowego wyréznia sie
trzy gtéwne fazy — megaloblastyczng (do okoto 6 ty-
godnia zycia ptodowego), watrobowg (przebiegajgcg
w watrobie ptodu od okoto 6 tygodnia zycia ptodowego
do mniejwiecejkonca 2 trymestru cigzy) oraz szpikowa,
ktora rozpoczyna sie juz pomiedzy 4 i 5 miesigcem
zycia ptodowego) Okres do okoto 12 tygodnia zycia
ptodowego nazywany jest rowniez okresem erytropo-
ezy prymitywnej. Pierwsze normoblasty pojawiajg sie
w krgzeniu ptodowym okoto 10 tygodnia zycia. W or-
ganizmie osoby dorostej w ciggu jednej sekundy ze
szpiku do krwioobiegu przemieszczane jest okoto
2 milionow krwinek czerwonych.

Zmiany wskaznikow czerwonokrwinkowych sg od-
zwierciedleniem zmian przebiegajgcych w erytrocytach
i zachodza juz od pierwszych dniich produkcji. Srednia
objetosc krwinki czerwonej zmniejsza sie od wartosci
180 fl w 12 tygodniu zycia ptodowego, poprzez 135 fl
wtygodniu 20, do wartosci 118 flw 34 tygodniu . Poniewaz
wartosci hemoglobiny i erytrocytéw stopniowo wzrastajg
(od8-10g/dli1,5 min/ul w 12 tygodniu cigzy do 15 g/dl
i 4,4 min/ul w 34 tygodniu, w sposéb proporcjonalny
spadajg wartosci MCH (od 60 pg w 12 tygodniu do
38 pg w 34 tygodniu) Wartosci MCHC wykazujg naj-
mniejsze zmiany (w analogicznych okresach notowane
sg wartosci 34 i 32 g/dl).478)

Najbardziej dynamiczne zmiany w erytrocytach
zachodzg w pierwszych kilku tygodniach i miesigcach
po urodzeniu. Jest to okres intensywnych zmian
poczatkowo adaptacyjnych do nowych warunkow

zyciowych. Erytrocyty sg wieksze, charakteryzujg sie
krotszym czasem zycia, zawierajg wiecej hemoglobiny
ptodowej w poréwnaniu z erytrocytami, dzieci, czy osob
dorostych. Odzwierciedleniem tych zachodzgcych pro-
cesOw sg zmiany w wartosciach wskaznikow czerwo-
nokrwinkowych. Obserwowane jest state zmniejsza-
nie sie objetosci krwinki czerwonej. Tuz po urodzeniu,
u donoszonych noworodkéw wartosci te wahajg sie
od okoto 114 fl, poprzez 96 fl w 14 dniu zycia do okoto
77 fl po uptywie 6 miesiecy. Analogicznie zachowujg
sie pozostate wskazniki. Wartosci MCH zmieniajg sie
od 34 pg, poprzez 31,5 pg, zeby pod koniec 6 miesigca
zycia osiggng¢ wartosci 26 pg. W tym samym okre-
sie wartosci MCHC wynoszg odpowiednio 31,7 g/dl,
33 g/dl oraz 34,2 g/dl. Zaobserwowano, ze wartosci
hematokrytu, hemoglobiny i MCV sg nieznacznie
wyzsze u 0sOb rasy biatej niz u oséb rasy czarnej.
Odrebnym aspektem sg réznice wynikajgce ze sposo-
bu odzywiania si¢ kobiet w okresie cigzy i zwigzanego
z tym zapotrzebowania na substancje niezbedne do
produkcji erytrocytéw. Jest to specyficzna populacja,
dla ktérej majg zastosowanie odrebne wartosci refe-
rencyjne.34

U zdrowych oso6b dorostych wartosci hemoglobi-
ny, krwinek czerwonych, hematokrytu oraz srednia
objetos$¢ krwinki czerwonej zmieniajg sie nieznacz-
nie w czasie. Poczawszy od okresu dziecinstwa az
do osiggniecia petnej dojrzatosci obserwowany jest
staty wzrost tych parametréw. Zaobserwowano, ze
wzrost ten jest nieznacznie wiekszy u mezczyzn niz
u kobiet. Jest to najprawdopodobniej zwigzane z wza-
jemnym oddziatywaniem szeregu hormonow, w tym
gtéwnie testosteronu i insulino-podobnego czynnika
wzrostu (IGF1), ktérych stezenie wzrasta wraz z wie-
kiem. Wzrost stezenia hemoglobiny oraz wskaznikow
czerwonokrwinkowych zaobserwowano u chtopcow
w okresie dojrzewania, bezposrednio po wzroscie
w surowicy poziomu testosteronu lub IGF-1. Sugeruje
sie, ze wskazniki czerwonokrwinkowe kontrolowane
sg w okresie dojrzewania przez charakterystyczny
uktad genodw, wystepujgcych zaréwno u pici zenskiej
jak i meskiej. Inny uktad gendéw kontroluje wskazniki
przed 12 rokiem zycia a inny powyzej niego.®

Wartosci wskaznikdw czerwonokrwinkowych zalezne
sg nie tylko od wieku i ptci, ale réwniez obserwowane sg
znaczgce rdznice pomigdzy grupami etnicznymi. Jest to
szczegolnie zauwazane w okresie dojrzewania. Afro-Ame-
rykanie i Afrykanie wykazujg generalnie nizsze wartosci
wszystkich parametrow hematologicznych w poréwnaniu
zrasg Kaukaskg. Na stan taki wptyw ma wiele czynnikow.
Najwazniejszymi z nich sg czynniki Srodowiskowe oraz
wysoko$é nad poziomem morza.(7)
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kowe informacje dostepne przy zastosowaniu najnow-
szych technik pomiarowych po ich klinicznej weryfikacji
mogg okazac sie bardzo przydatne.

Pomimo, ze od pierwszego opisu erytrocytow, do-
konanego przez Jana Swammedrama w 1658 roku,
minetfo prawie trzysta pigecdziesiat lat, nasza wiedza

na ich temat nadal nie jest kompletna, i dlatego dodat-
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Fax (+49) 6122 581244

Greece
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Tel. (+30) 2 10 99 85 171
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Abbott Kft.
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Abbott Diagnostics
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Fax (+353) 1 469 1565
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Abbott S.p.A.
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Tel. (+371) 7 31 48 23
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Tel. (+31) 23 55 44 500
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Abbott Norge AS
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Fax (+47) 66 98 39 09

Poland

Abbott Laboratories
Poland Sp. z 0.0.

Tel. (+48) 22 606 10 50
Fax (+48) 22 606 10 80

Portugal

Abbott Laboratorios Lda.
Diagnosticos

Tel. (+351) 21 472 72 00
Fax (+351) 21 472 72 00

Romania

Abbott Laboratories
Representative Office Romania
Tel. (+4021) 3 36 86 00

Fax (+4021) 3 36 86 42

Russian Federation
Abbott Laboratories S.A.
Tel. (+7) 0952 5842 70
Fax (+7) 0952 5842 71

Saudi Arabia
Mediserv

Tel. (+966) 14 6122 26
Fax (+966) 14 6133 39

Slovak Republic
Abbott Laboratories
Slovakia s r.o.

Tel. (+421) 244 454 188
Fax (+421) 244 454 420

South Africa

Abbott Laboratories (Pty) Ltd.
Tel. (+27) 11 858 2000

Fax (+27) 11 858 2130

Spain
AbbottCientifica S.A.
Tel. (+34) 91 337 3400
Fax (+34) 91 734 9664

Sweden

Abbott Scandinavia AB
Tel. (+46) 8 5465 6700
Fax (+46) 8 5465 6800

Switzerland

Abbott AG
Diagnostics

Tel. (+41) 41 768 44 44
Fax (+41) 41 768 44 50

Turkey

Abbott Laboratuarlari
Tel. (+90) 216 5 38 74 00
Fax (+90) 216 4 25 09 78

United Arab Emirates
Abbott Laboratories S.A.
Tel. (+971) 43 327 862
Fax (+971) 43 327 904

United Kingdom
Abbott Laboratories Ltd.
Diagnostics

Tel. (+44) 16 28 7840 41
Fax (+44) 16 28 6442 05

Abbott

A Promise for Life



