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Immunofenotyp 

Charakterystyczny zbi·r antygen·w stanowiŃcych 

elementy r·Ũnych struktur kom·rki, zwiŃzany z jej 

r·Ũnicowaniem, dojrzewaniem i funkcjŃ. 

Zestaw antygen·w powierzchniowych i 

cytoplazmatycznych charakterystycznych dla danej 

subpopulacji leukocyt·w. 

Definicja I 

Definicja II 

wg CheğmoŒska-Soyta A i Dğubek D 



Cytometria przepğywowa 

technika sğuŨŃca liczeniu, badaniu oraz 

sortowaniu mikroskopijnych czŃstek 

rozproszonych w strumieniu pğynu. 



Cytometria w badaniach immunologicznych 

Â immunofenotypowanie  

Âtesty funkcjonalne kom·rek immunologicznych 

Âocena przebiegu cyklu kom·rkowego 

Âocena apoptozy 



Ocena immunofenotypu ï aspekt techniczny 

Åcytofluorymetr przepğywowy 

Ånieutrwalone kom·rki 

Åantygeny r·Ũnicowania 

Åprzeciwciağa 



Cytometr przepğywowy 

ukğad mierzŃcy i analizujŃcy sygnağy powstajŃce  
podczas indywidualnego przepğywu kom·rek lub 
innych czŃstek przez wiŃzkň promieni Ŝwietlnych.  



Parametry kom·rki mierzone przez cytometr 

przepğywowy: 

1. wzglňdna wielkoŜĺ kom·rki (Forward Scatter Chanel ï FSC)  

¶ Ŝwiatğo rozproszone 

¶ powierzchnia kom·rki 

¶ wykrywany wzdğuŨ osi padania Ŝwiatğa ï detektor przedni 

2. wzglňdna ziarnistoŜĺ kom·rki (Side Scatter Chanel ï SSC) 

¶ Ŝwiatğo odbite i zağamane 

¶ ziarnistoŜĺ i stopieŒ zğoŨonoŜci kom·rki oraz struktura jŃdra 

¶ wykrywany prostopadle do osi padania Ŝwiatğa (90)̄ ï detektor 
boczny 

3. Ŝrednia intensywnoŜĺ fluorescencji (kanağy fluorescencji FL) 

    (Mean Fluorescence Intensity ï MFI) 



Parametry FSC, SSC oraz MFI 

ťr·dğo 
Ŝwiatğa 

FSC 

SSC 

limfocyty 

monocyty 

granulocyty 

intensywnoŜĺ fluorescencji 

i
l
o
Ŝ
ĺ
 
k
o
m
·
r
e
k

 

limfocyty 



Materiağ do badaŒ immunofenotypowych 

świeŨe, nieutrwalone kom·rki, zabezpieczone przed skrzepniňciem 

Å krew obwodowa (3-4 ml EDTA, heparyna) 

Å szpik kostny (1-2 ml, antykoagulant) 

Åpğyn m·zgowo-rdzeniowy (3-4 ml, stan podwyŨszonej cytozy) 

Åwysiňki z jam ciağa (opğucnowe, otrzewnowe) 

Åpopğuczyny pňcherzykowo-oskrzelikowe (BAL) 

Åkom·rki izolowane z wňzğ·w chğonnych (3-4 mm3 s·l fizjologiczna, 
PBS, media hodowlane) 

Åmateriağ biopsyjny z gastroskopii i innych biopsji narzŃdowych 



Antygeny r·Ũnicowania 

(markery CD, ang. cluster of differentiation)  

struktury molekularne w obrňbie kom·rek, rozpoznawane 

przez przeciwciağa monoklonalne; charakteryzujŃ rodzaj, 

stopieŒ dojrzağoŜci oraz aktywnoŜĺ biologicznŃ kom·rek. 

WystňpujŃ gğ·wnie na powierzchni leukocyt·w. 

CzŃsteczce nadawany jest kolejny numer CD jeŨeli jest rozpoznawana 

przez konkretne przeciwciağo monoklonalne oraz zostağa 

scharakteryzowana przy uŨyciu techniki biologii molekularnej                            

(np. klonowanie) 

od 1982 roku 



Podstawowe markery fenotypowe linii kom·rkowych 

ÅCD45 ï wszystkie leukocyty, receptor typu C biağkowej fosfatazy tyrozynowej;  

ÅCD14 ï dojrzağe monocyty, makrofagi,  

ÅCD19, CD20 ï limfocyty B 

ÅCD3 ï limfocyty T, kompleks biağek stabilizujŃcy na powierzchni limfocytu T jego receptor 

antygenowy i biorŃcy udziağ w przekazywaniu sygnağu z tego receptora 

ÅCD4 ï limfocyty T pomocnicze, receptor dla niepolimorficznej czňŜci czŃsteczki MHC 

klasy II 

ÅCD8 ï limfocyty T cytotoksyczne, receptor dla niepolimorficznej czňŜci czŃsteczki MHC 

klasy I 

ÅCD16 - receptor dla fragmentu Fc IgG, obecny na kom·rkach NK, granulocytach i 

makrofagach 

ÅCD56 kom·rki NK 

ÅHLA-DR, CD25, CD69, CD71 ï markery aktywacji limfocyt·w 

ÅCD13, CD15, CD33 ï markery r·Ũnicowania mieloidalnego 

ÅCD34 ï marker kom·rek macierzystych 

ÅTDT ï marker limfoblast·w 



Techniki barwienia kom·rek 

Âpowierzchniowe i cytoplazmatyczne 

Âimmunofluorescencja bezpoŜrednia i poŜrednia 



Analiza cytometryczna obejmuje: 

Áopis populacji kom·rkowych wystňpujŃcych w badanej 

zawiesinie 

ÁokreŜlenie proporcji pomiňdzy badanymi populacjami 

kom·rek z podaniem odsetka subpopulacji, 

Áocenň bezwzglňdnej liczby kom·rek wybranych 

subpopulacji, 

ÁokreŜlenie odsetka kom·rek wykazujŃcych ekspresjň 

powierzchniowŃ lub cytoplazmatycznŃ badanej 

determinanty lub kombinacji determinant, 

ÁokreŜlenie intensywnoŜci fluorescencji ï ekspresja 

antygenu 



Badania immunofenotypowe w diagnostyce 

immunologicznej 

OkreŜlenie zespoğu charakterystycznych cech 

antygenowych kom·rki, kt·re pozwalajŃ 

zidentyfikowaĺ populacje kom·rek o istotnym 

znaczeniu diagnostycznym 


