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Pregled
Review

PROTOCNA CITOMETRIJA U HEMATOLOGIJI

DRAGO BATINIC, LANA RNJAK, KLARA DUBRAVCIC*

Tehnike protocne citometrije postaju sve vaznije u suvremenoj klinickoj medicini ponajvise zahvaljujuci cinjenici da ona omo-
gucuje objektivnu, osjetljivu, brzu i tocnu analizu relativno velikog broja stanicnih svojstava. lako je svoju primjenu nasla i u dru-
gim granama medicine, kao sto su patologija, biokemija, mikrobiologija i interna medicina, ona se ipak najcesce koristi u hemato-
logiji i imunologiji. U ovom se kratkom pregledu iznose glavna podrucja primjene protocne citometrije u suvremenoj hematologiji
koja ukljucuju fenotipske i funkcijske analize krvotvornih stanica. Od fenotipskih analiza posebno se izdvajaju. imunofenotipizacija
leukocita periferne krvi u cilju ocjene imunoloskog statusa, imunofenotipizacija leukemija i limfoma i pracenje ostatnih malignih
stanica (minimalne rezidualne bolesti), mjerenje broja CD34+ krvotvornih maticnih stanica u perifernoj krvi i leukocitnom koncen-
tratu za potrebe transplantacije krvotvornih matic¢nih stanica, dijagnostika paroksizmalne no¢ne hemoglobinurije (PNH) i mjerenje
sadrzaja stanicne DNA. Funkcijski testovi leukocita najcesce se rabe za mjerenje aktivacije i proliferacije limfocita, kao i za analizu
funkcije granulocita (fagocitoze i respiracijskog praska). Klinicar bi trebao okvirno poznavati opseg i domet navedenih pretraga
kako bi ih mogao ciljano i uspjesno primijeniti u rutinskoj dijagnostici i pracenju ucinka lijecenja.

Deskriptori: PROTOCNA CITOMETRIJA, HEMATOLOGIJA, IMUNOLOGIJA, DIJAGNOSTIKA

Proto¢na citometrija je u danasnjem
obliku poznata 30-ak godina, iako su se
sli¢ni oblici mjerenja protonim susta-
vom s pomodéu rasapa svjetla pojavili
puno ranije. Proto¢ni citometar se sastoji
od 3 medusobno povezana sustava: pro-
to¢nog, optickog i elektronskog (1). Pro-
to¢ni sustav ¢ine pokretacka tekuéina,
koja je nosac stani¢ne suspenzije, stani-
¢na suspenzija i zracni potisak. Proto¢ni
sustav omogucuje da stanice iz stani¢ne
suspenzije pojedinaéno laminarnom
protokom kroz sustav uske kapilare do-
laze do snopa laserskog svjetla koje s le-
¢ama, filtrima i osjetnicima ¢ine opticki
sustav. Stanice se obasjavaju laserskim
svjetlom, a stupanj rasprsenja svjetlosti
iste valne duljine pokazatelj je fizickih
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osobina stanica - veli¢ine (svjetlost koja
se rasprsila pod malim kutom od 0,5-10°,
FSC - prema engl. forward scatter) i zr-
natosti (svjetlost rasprSena pod pravim
kutom - SSC, prema engl. side scatter).

Dodatno obiljezavanje stanica slo-
bodnim ili (ponajcesce) za monoklonska
protutijela vezanim fluorescentnim boja-
ma (fluorokromima) rabi se za dodatno
obiljezavanje specifiénih stani¢nih stru-
ktura. Fluorokromi obasjani laserskom
svjetlos¢u emitiraju svjetlost veée valne
duljine od ulazne svjetlosti, a hvataju je
specifi¢ni osjetnici (detektori) proto¢nog
citometra. Sve svjetlosne signale elek-
tronski sustav pretvara u digitalne signa-
le koji se prenose u elektronicko ra¢unalo
isluze za analizu. Za definiciju stani¢nih
populacija najcesce se koristi citogram
veli¢ine 1 zrnatosti stanica (FSCxSSC)
(Slika 1) na kojem se postavlja regija
(R) analize oko ciljnih stanica iz kojih
¢e se analizirati specifi¢ni fluorescentni
signali. Upravo je to jedna od najvecih
prednosti moderne proto¢ne citometrije,
bududi da stanice prije analize nije potre-
bno prethodno fizicki razdvojiti. Od osta-
lih prednosti valja izdvojiti veliku brzinu

mjerenja signala (>103 stanica u sekundi)
te istodobno mjerenje viSe parametara
(fizickih parametara i fluorescentnih si-
gnala), pa se na modernim citometrima
istodobno moze analizirati i do desetak
parametara (1).

Premda je do danas razvijen velik
broj protoc¢nocitometrijskih testova za
analizu razli¢itih stani¢nih obiljezja i/
ili funkcija, ona se jo$ uvijek ponajvise
rabi u cilju imunofenotipizacije, tj. obi-
ljezavanje specifiénih stani¢nih biljega.
Od imunofenotipskih analiza posebno
se izdvaja analiza limfocita periferne
krvi u cilju ocjene imunoloskog statusa,
imunofenotipizacija leukemija i limfo-
ma i praéenje ostatnih malignih stanica
(minimalne rezidualne bolesti), mjerenje
broja CD34+ krvotvornih mati¢nih sta-
nica u perifernoj krvi i leukocitnom kon-
centratu za potrebe transplantacije krvo-
tvornih mati¢nih stanica, dijagnostika
paroksizmalne noc¢ne hemoglobinurije
(PNH) i mjerenje sadrzaja stanicne DNA
u cilju otkrivanja aneuploidija (najcesce
u leukemijama) i proliferacijske aktivno-
sti stanica (za funkcijske testove limfo-
cita ili procjenu proliferacije tumorskih
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Slika 1.

Imunofenotipizacija limfocita T periferne krvi. A. Osnovni prikaz raspodjele subpopulacija
prema fizickim karakteristikama leukocita u suspenziji - velicine/FSC i zrnatosti/SSC; B. Primjer
citotoksicnih limfocita T karakteriziranih biljezima CD3 i CDS8

Figure 1

Immunophenotyping of peripheral blood T-lymphocytes. A. Basic dot plot showing subpopulations
according to physical characteristics of leukocytes in cell suspension - size/FSC and granularity/
SSC; B. Example of cytotoxic T-lymphocytes characterized by CD3 and CDS8 expression

stanica). Funkcijski testovi leukocita
najcesce se rabe za mjerenje aktivacije i
proliferacije limfocita, kao i za analizu
funkcije granulocita (fagocitoze i respi-
racijskog praska).

Dijagnostika imunodeficijencija

Proto¢na citometrija omogucuje uvid
u stanje imunosnog sustava, §to je posebi-
ce vazno za dijagnostiku i pra¢enje imu-
nodeficijencija (2, 3). U odnosu na uzrok,
imunodeficijencije se dijele se na primar-
ne (urodene) i sekundarne (steCene), a
obje dovode do sli¢nih klini¢kih stanja
koja se manifestiraju tvrdokornim reku-
rentnim ili kroniénim infekcijama (4, 5).
Imunodeficijencije nastaju zbog manjka

Tablica 1.

Imunofenotip osnovnih limfocitnih
subpopulacija periferne krvi

Table 1

Immunophenotype of major lymphocyte
subsets in peripheral blood

T-limfociti CD3+
Citoksi¢ni T-limfociti CD3+ CD8+
Pomagacki T-limfociti CD3+ CD4+
B-limfociti CD3- CDI19+
. CD3- CDIl6+/
NK-stanice CD56+

ili oSte¢enja mehanizama nespecificne ili
specificne imunosti, a u odnosu na izvr-
$ni krak imunosnog odgovora poremecaj
moZze nastati na razini stanicne imuno-
sti, humoralne imunosti ili zahvacéa oba
kraka imunosnog odgovora (mjesovite
imunodeficijencije). Na razini nespecifi-
¢ne imunosti oSte¢enje zahvaca fagocite,
NK-stanice ili sustav komplementa, dok
na razini specificne imunosti poremecaj
dovodi do smanjenog broja ili funkcije T
i B-limfocita, odnosno do smanjenog ili
potpunog izostanka izluc¢ivanja protuti-
jela (5-9). Jedna od posebnih indikacija
za pracenje imunoloskog statusa u djece
jest i period nakon alogenicne transplan-
tacije krvotvornih stanica, kada se serij-
skim pra¢enjem limfocita periferne krvi
ocjenjuje imunoloski oporavak i imuno-
kompetencija djeteta (10).

Osnovna metoda za odredivanje
relativnog i apsolutnog broja pojedinih
razreda 1 podrazreda limfocita u peri-
fernoj krvi je imunoloska fenotipizacija
limfocita. (3, 6, 8, 9, 11). Za tu se svr-
hu rabe monoklonska protutijela koja se
vezu (tj. obiljezavaju) specifi¢ne stani¢ne
molekule (=leukocitne antigene ili tzv.
CD-biljege) izrazene na membrani ili u
citoplazmi stanica. Osnovni panel za fe-
notipizaciju limfocita ukljuCuje biljege
T-limfocita (CD3, CD4 i CDS), B-limfo-

cita (CD19) i NK-stanica (CD16, CD56).
Biljezi T-(CD3) i B-(CD19) limfocita
ne nalaze se na drugim populacijama
stanicama, pa stoga dobro karakterizi-
raju dvije glavne populacije limfocita.
Subpopulacije T-limfocita detektiramo
kao dvostruko pozitivne stanice - CD3-
+CD4+ pomagacki limfociti i CD3+C-
D8+ citoksi¢ni limfociti (Tablica 1).
Specijalni biljezi limfocita i granulocita
rabe se za dijagnostiku relativno rijetkih
primarnih imunodeficijencija, kao $to su
sindrom golih limfocita ili sindrom "lije-
nih leukocita" (3).

Pri tumacenju i prikazivanju rezul-
tata limfocitnih subpopulacija periferne
krvi treba se obvezatno sluziti referen-
tnim vrijednostima. Udio i apsolutni broj
limfocitnih subpopulacija u krvi ovisi o
dobi i spolu, pa za djecu i starije osobe
uvijek treba traziti primjerene referentne
raspone, ukljucujuéi one iz velikih seri-
ja ispitanika iz literature. Pri tome treba
imati na umu da je apsolutni broj stanica
vazniji podatak nego njihov udio u zaje-
dnickoj lozi. Praéenje limfocitnih subpo-
pulacija pokazalo se vrijednim i za dija-
gnostiku specificnih imunodeficita (npr.
parcijalnog Di Georgeovog sindroma)
i pracdenje bolesnika s imunodeficitom,
posebice u kontekstu specifi¢ne terapije
(4, 12).

Imunofenotipizacija leukemija
1 limfoma

Pored analize limfocita, imunofeno-
tipizacija leukemija i limfoma jest naj-
¢eSc¢a protocnocitometrijska pretraga u
hematologiji. U dijagnostici leukemija i
limfoma protocna citometrija se koristi
za:

e odredivanje loze;

e odredivanje diferencijacijskog stu-
pnja malignih stanica;

e odredivanje aberantnih osobina mali-
gnih populacija stanica;

e detekciju klonalnosti;

e odradivanje minimalne ostatne bole-
sti (13-17).

Za to se rabe monoklonska protuti-
jela koja se vezu (tj. obiljezavaju) spe-
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Tablica 2.
Kriteriji za klasifikaciju bifenotipskih ili mjesovitih akutnih leukemija
(panel usvojen od strane Nacionalne skupine za hematologiju Republike Hrvatske)

Table 2

Classification criteria for biphenotypic acute leukemia

Broj bodova* B-loza T-loza Mijeloidna loza
c¢CD79a cCD3
2 c/mlgM TSR-0f3 yPO.
cCD22 TSR-yd 1zozim
CD2 CD117
I gg;% CD5 ¢/mCDI13
CDI10 CD8 ¢/mCD33
CDI10 CD65
TdT CD14
0,5 2(11324 CD7 CD15
CDla CD64

*zbroj bodova unutar loze mora biti >2, odnosno ukupno >4 da bi se dijagnosticirala mjeSovita AL

cificne stanicne molekule (=leukocitne
antigene ili tzv. CD-biljege) izrazene na
membrani ili u citoplazmi stanica. Pri-
padnost malignih stanica lozi najcesce
se moze precizno odrediti detekcijom
citoplazmatskih biljega, kao $to su mi-
jeloperoksidaza (MPO) u mijeloidnoj
lozi, CD79 1 CD22 u B-stanicama i CD3
u T-stanicama. Membranski biljezi, kao
S§to su CDI13 i CD33 u mijeloidnoj lozi,
CDI19 u B-lozi i CD7 u T-lozi, takoder
su korisni u odredivanju pripadnosti
stanica odredenoj lozi, iako nisu preci-

Tablica 3.
Imunoloska klasifikacija ALL

Table 3

zni u mjeri u kojoj su to citoplazmatski
biljezi. Detekcija mijeloperoksidaze s
CD13/CD33 (mijeloidne stanice), CD79
s CD19 (B-stanice) i CD3 s CD7 (T-sta-
nice) danas otkriva pripadnost leukemija
mijeloidnoj, T ili B-lozi u vise od 96%
slué¢ajeva, dok se preostale razvrstavaju
u mjeSovite akutne leukemije (oko 3%),
odnosno nediferencirane leukemije (1,5-
2%) (Tablica 2) (17, 18). Osobina leuke-
mijskih stanica da odrazavaju redoslijed
i uzorak izrazaja biljega viden u normal-
noj hematopoetskoj diferencijaciji omo-

Immunologic classification of ALL (acute lymphatic leukemia)

ALL B-loze (ekspresija CD79a i/ili CD22 i/ili CD19)

BI pro-B (nulla) ALL

BII common ALL

BIII pre-B ALL

* tranzicijska pre-B ALL
B1V zrela B ALL

c¢CD79ai/ili cCD22 i/ili CD19

gornji biljezi + CD10

gornji biljezi + cit.p

gornji biljezi + cit.u i parcijalni memb. p

gornji biljezi + mIgM

ALL T-loze (ekspresija citoplazmatskog ili membranskog CD3)

TI pro-T ALL

TII pre-T ALL

T IIT kortikalna T ALL
TIV zrela T ALL

cCD3 + CD7+

gornji biljezi + CD2 i/ili CD5 i/ili CD8
gornji biljezi + CDla

gornji biljezi (izuzev CDI)

CD4+ ili CD8+
mCD3+

c citoplazmatski; m membranski; p teski lanac IgM
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guéava razvrstavanje leukemijskih obli-
ka unutar loze (Tablica 3) (13, 19).

Leukemijske stanice takoder izraza-
vaju leukemiji pridruzen fenotip (engl.
leukemia associated phenotype - LAP)
koji moze ukljucivati:

e istodobni izrazaj (koekspresiju) bilje-
ga dviju loza - stanice limfati¢ne leu-
kemije izrazavaju mijeloidni biljeg ili
obrnuto;

e asinkronu ekspresiju biljega - isto-
vremena ekspresija biljega rane i ka-
sne diferencijacije;

e prekomjerni izrazaj biljega - biljeg je
izrazen u tom stadiju diferencijacije
normalnih stanica, ali u manjem obi-
mu;

e neizrazaj biljega koji bi se normalno
nalazio na tom stupnju diferencijacije
stanica;

e cktopi¢ni izrazaj biljega - na primjer,
imunofenotip timocita u kostanoj srzi
(15, 16, 20).

Sve ove aberacije izrazaja leukoci-
tnih biljega omogucuju otkrivanje leuke-
mijske populacije, kao i pra¢enje uc¢inka
terapije, odnosno pracenje minimalne
ostatne bolesti (Slike 2 i 3) (14, 15).

Mjerenje CD34+ krvotvornih
mati¢nih stanica

Biljeg CD34 izrazen je na 2-4%
mononuklearnih stanica koStane srzi i
te stanice pokazuju sposobnost obnove
vise krvnih loza in vitro i in vivo (10).
Takoder je dokazano da se unutar odjelj-
ka CD34+ stanica u ljudi nalaze primiti-
vne krvotvorne mati¢ne stanice. CD34+
stanice se mogu iz koStane srzi "mobili-
zirati" u perifernu krv primjenom kemo-
terapije ili rekombinantnih ¢imbenika
rasta (npr. G-CSF), pa su stoga maticne
stanice periferne krvi danas najcesc¢i
izvor krvotvornih mati¢nih stanica za
transplantaciju (21).

Prednosti odredivanja broja CD3-
4+ stanica u krvi proto¢nom citometri-
jom su brzina (mjerenje se moze izvrsiti
unutar 1 sata), osjetljivost (analiza do
500000 stanica u nekoliko minuta) i re-
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Slika 2.

Protocnocitometrijska analiza neseparirane koStane srzi djeteta s novootkrivenom leukemijom A.
Prikaz subpopulacija prema fizickim karakteristikama (velicine/FSC i zrnatosti/SSC) leukemijskih
stanica B. Prikaz pozitivnog nalaza biljega CD34 i CD19 na populaciji leukemijskih stanica

Figure 2

Flow cytometric analysis of unseparated bone marrow in a child with de novo leukemia. A.
Subpopulations of leukemic cells according to physical characteristics (size/FSC and granularity/
SSC), B. Positive finding of CD34 and CD19 on leukemic cell population

producibilnost. Rezultat se izrazava kao
postotak CD34+ stanica u odredenim
leukocitnim odjeljcima periferne krvi ili
koncentrata leukocita (produkta leukefe-
reze), no najvazniji podatak jest udio tih
stanica na ukupan broj leukocita (Slika
4). U perifernoj krvi taj se podatak izra-
zava brojem CD34+ stanica u mikrolitru

krvi (kada se odlucuje da li treba zapoce-
ti postupak njihovog prikupljanja leuka-
ferezom!), odnosno broj CD34+ stanica
u prikupljenom koncentratu leukocita.
Danas se za takve izraGune primjenjuju
dvije metode: jedna se oslanja na udio
CD34+ stanica medu leukocitima i po-
datke o broju leukocita s hematoloskog

CD19

Slika 3.

Prikaz protocnocitometrijske analize neseparirane kosStane srzi u djeteta s leukemijom, u remisiji
3 godine od dijagnoze A. Prikaz subpopulacija prema fizickim karakteristikama (veli¢ine/FSC i
zrnatosti/SSC) B. Prikaz pozitivnih biljega CD34 i CD19 regeneracijskih B-limfocita unutar ograde

limfocita

Figure 3

Flow cytometric analysis of unseparated bone marrow in a child with leukemia in remission, 3 years
after diagnosis. A. Subpopulations of leukemic cells according to physical characteristics (size/FSC
and granularity/SSC), B. Positive finding of CD34 and CD19 on regenerative B-cell subpopulation
inside lymphocyte gate

brojaca (double-platform), dok najnovija
metodologija zahtijeva izraun svih vri-
jednosti na samom proto¢nom citome-
tru, za $to se koriste posebne bazdarne
kuglice (single-platform). Opéenito, pri-
kupljanje mati¢nih stanica periferne krvi
zapoc¢inje kada broj CD34+ stanica u mi-
krolitru krvi iznosi 10-20, a sve u cilju
da bi se povecala vjerojatnost prikuplja-
nja dovoljnog broja CD34+ stanica Cak
i samo jednim postupkom leukafereze,
tj. da se dobije Zeljeni broj od 2-4x106
CD34+ stanica po kilogramu tjelesne te-
zine primatelja (22).

Test na paroksizmalnu no¢nu
hemoglobinuriju (PNH)

Paroksizmalna no¢na hemoglobinu-
rija (PNH) je ste¢ena hemoliticka anemija
obiljezena osjetljivoscu eritrocita na lizu
(razaranje) posredovanu komplemen-
tom. Ta se osjetljivost eritrocita pripisuje
nedostatku membranskih proteina CD55
(engl. decay accelerating factor, DAF) i
CD59 (engl. membrane inhibitor of rea-
ctive lysis, MIRL) koji spadaju u skupinu
proteina koji se za membranu sidre svo-
jim glikozilfosfatidil-inozitolskim (GPI)
dijelom. Ti membranski proteini imaju
funkciju regulacije aktivacije sustava
komplementa, pa njihov manjak i sma-
njenja funkcija dovode do prekomjerne
i nefizioloske aktivacije komplementa na
stanicama. Osim na eritrocitima, nedo-
statak i1 drugih GPI-usidrenih proteina
naden je i na limfocitima, monocitima,
granulocitima i trombocitima bolesnika
s PNH, $to samo potvrduje da se radi o
klonskoj bolesti (23).

Osim §to proto¢nom citometrijom
mjerimo udio stanica kojima nedostaju
biljezi CD55 1 CD59, tom se metodom
mogu i razvrstati subpopulacije PNH
stanica u odnosu na izrazaj tih biljega
(Slika 5). Stanice PNH I izrazavaju CD55
i CD59 sli¢no kao i normalne stanice, na
stanicama PNH III antigeni su potpuno
odsutni, dok stanice PNH II pokazuju
djelomican izrazaj ovih biljega. Razliciti
PNH klonovi ¢esto koegzistiraju u istog
bolesnika. Dijagnostika i pracenje veli-
¢ine PNH klona provodi se obiljezava-
njem najmanje dviju populacija stanica
iz periferne krvi (eritrocita i granulocita)
monoklonskim protutijelima konjugira-
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Slika 4.

Odredivanje CD34+ krvotvornih matic¢nih stanica periferne krvi. A. U prvom koraku se razdvoje
CD45+ stanice (leukociti) od debrisa i rezidualnih eritrocita. B. Udio CD34+ stanica potom se mjeri

iz ograde cistih CD45+ leukocita
Figure 4

Determination of CD34+ hematopoietic stem cells in peripheral blood. A. First, CD45+ cells
(leukocytes) are separated from debris and residual erythrocytes. B. Second, proportion of CD34+

cells is measured in pure CD45+ leukocyte gate

nim s fluorokromom na CDS55 i CD59 te
detekcijom PNH I, 11 i III stanica na pro-
to¢nom citometru (24).

Analiza sadrZaja stani¢cne DNA

Proto¢nom citometrijom moze se
izravno mjeriti sadrzaj jezgrine DNA, a
to se postize primjenom specificnih flu-
orescentnih boja koje se izravno i u ste-
hiometrijskom odnosu vezu za DNA. Ta
nam metoda pruza dvije bioloski vazne
informaciju o stanicama - sadrzaju DNA
(tj. ploidiji) 1 proliferacijskoj aktivnosti
stanica (22-26). Ploidija je vazna u pro-
gnostickoj stratifikaciji nekih vrsta leu-
kemija (posebice djec¢jih akutnih limfa-
tinih leukemija), dok se proliferacijski
status rabi za procjenu malignosti tumo-
ra, za ispitivanje proliferacijske sposo-
bnosti normalnih stanica (npr. limfocita
pri sumnji na imunodeficit), procjenu
stupnja apoptoze stanica i sl.

Protoénocitometrijska analiza DNA-
ploidije manje je osjetljiva od citogenet-
skih metoda. Razlog tomu je ¢injenica
da proto¢na citometrija, ¢ak ni pod savr-
Senim tehnickim uvjetima, nije u mogu-
¢nosti otkriti kompenzirane kariotipske
promjene kao $to su monosomije i tri-
somije niti kvalitativne promjene poput
adicija, delecija i recipro¢nih translo-
kacija. Medutim, velika prednost cito-
metrije u mjerenju DNA-ploidije lezi u
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¢injenici da se analiza moze izvoditi na
interfaznim jezgrama bez potrebe da se
stanice potaknu na diobu. Rezultat se
izrazava u obliku DNA-indeksa (DI),
koji predstavlja omjer izmedu fluore-
scencije vrska kontrolnih (standardnih)
stanica u mirovanju (G0/Gl-fazi) i ispi-
tivanih stanica. Normalan raspon za DI
iznosi 0,9-1,1 (dakle, idealno bi trebao
iznositi 1,0), dok se aneuploidija definira
nalazom DI izvan raspona od 0,9-1,1.(-
Slika 6). DNA aneuploidija je rijetka u

nekim oblicima hematoloskih zlo¢udno-
sti (npr. u kroni¢noj limfocitnoj leukemi-
ji 1 Hodgkinovoj bolesti), a relativno Cest
nalaz u multiplom mijelomu (40-80%).
U de novo akutnim leukemijama, ucesta-
lost aneuploidije se kre¢e od 5%-20% u
AML125%-35% u ALL. U aneuploidnih
slu¢ajeva hiperploidija je puno ¢eséa od
hipoploidije, a u djece s ALL ona cak
predstavlja dobar nezavisni prognosticki
pokazatelj (27).

Proliferacijska  aktivnost stanica
odreduje se analizom stanica koje se na-
laze u odredenoj fazi stanicnog ciklusa,
posebice S-fazi (25). Kinetika stani¢nog
ciklusa vazna je u prognostickom stu-
pnjevanju nekih hematoloskih bolesti
(25). Uocena je i povezanost odredenih
citomorfoloskih oblika leukemija i udje-
la stanica u proliferaciji: ALL-L2 pove-
zana je s viSim postotkom stanica u pro-
liferaciji u usporedbi s ALL-L1. Visok
broj stanica u S-fazi pokazuju i monoci-
tni oblici AML, dok refrakterna anemija
(RA) i RA sa prstenastim sideroblastima
pokazuju vrlo nisku proliferacijsku akti-
vnost. Visoka proliferacijska aktivnost
povezuje se s manjom stopom prezivlje-
nja, posebice u sluc¢aju ne-Hodgkinovog
limfoma B-stanica (B-NHL), multiplog
mijeloma (MM) i mijelodisplasti¢ne sin-
drome (MDS) (25, 27).
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Slika 5.

Prikaz protocnocitometrijske analize eritrocita testom za PNH. A. u zdravog covjeka sve stanice
izrazavaju biljeg CD59; B. U bolesnika s PNH nalaze se tri subpopulacije stanica, tipa PNH I
(normalan izrazaj CD59), tipa PNH II (djelomic¢an izrazaj CD59) i tipa PNH 11l (manjak CD59 na

stanicama)

Figure 5

Flow cytometric analysis of erythrocytes with PNH (paroxysmal nocturnal hemoglobinuria) test A.
In healthy donor all cells express CD59 marker; B. In patient with PNH three cell subpopulations
are present, PNH I type (normal CD59 expression), PNH II type (partial CD59 expression) and

PNH 111 type (loss of CD59 expression)
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Slika 6.

Prikaz protocnocitometrijske analize
stanicne DNA. A. Histogram fluorescencije
normalne distribucije sadrzaja DNA ovisno
o fazama stanicnog ciklusa. B. Histogram
fluorescencije stanicne DNA u bolesnika s
akutnom leukemijom s nalazom tetraploidnih
stanica

Figure 6

Flow cytometric analysis of cellular DNA
content. A. Fluorescence histogram showing
normal distribution of DNA content in cell
cycle phases. B. Fluorescence histogram of
DNA content in patient with acute leukemia
- finding of tetraploidic cells

Funkcijski testovi leukocita

Postoje brojni testovi leukocitnih
funkcija koji su se u zadnjih nekoliko
godina prilagodili uvjetima proto¢noci-
tometrijske analize. Medu njima se istice
proliferacija limfocita, odredivanje unu-
tar stani¢nih citokina podrazenih lim-
focita, mjerenje aktivnosti NK-stanica,
kao i brojni testovi funkcije fagocita (2,
3). Na ovom ¢e se mjestu ukratko opisati
testovi fagocitne funkcije. Antimikrobna
aktivnost fagocita moze se podijeliti u
¢etiri medusobno povezana mehanizma:

e migraciju stanica u smjeru kemijsko-
bioloskog podrazaja (kemotaksija);

e adherenciju;
e fagocitozu;

e unutarstani¢nu razgradnju mikroor-
ganizama (6, 11, 28).

Danas se fagocitoza najcesce ispitu-
je proto¢nocitometrijskom analizom flu-
orescentnih signala neutrofila i monocita
nakon njihove inkubacije s fluorescentno
obiljezenim i opsoniziranim bakterijama
(obi¢no E. coli). I sposobnost oksidati-
vnog metabolizma (tzv. respiracijskog
praska, prema engl. respiratory burst)
granulocita mjeri se proto¢nocitometrij-
ski, a temelji se na pretvorbi nefluore-
scentnog spoja u intenzivno fluorescen-
tni spoj unutar neutrofila nakon njihove
aktivacije (obi¢no jonomicinom i forbol-
esterom). Nesposobnost razvoja respira-
cijskog praska u granulocitima karakte-
risti¢an je nalaz u bolesnika s kroni¢nom
granulomatoznom bolesti. Prema inten-
zitetu fluorescencije granulocita ne otkri-
vaju se samo bolesne osobe, ve¢ i preno-
siteljice ove X-vezane bolesti, kao i dvije
inaCice (genotipa) ove bolesti - spolno
(X)-vezane i autosomno-recesivne.

Ostale proto¢nocitometrijske analize
u hematologiji

Protoc¢na citometrija se vise se rabi i
u drugim podrucjima hematologije i on-
kologije, posebice za analizu trombocita,
retikulocita i pracenje kemorezistenci-
je malignih stanica, a otvora se i posve
novo podru¢je klinicke hematologiji
onkologije - specifi¢na stani¢na terapija
(26). Glede trombocita, treba ista¢i da
Sira klinicka primjena analize funkcije
trombocita jo$ nije zazivjela, posebice
zbog poteskoca u standardizaciji metode
i bioloske varijabilnosti prilikom uspore-
dbe normalnih i abnormalnih trombocita
(26). Drugo podrucje klinicke primjene
citometrije jest analiza retikulocita, po-
sebice zahvaljujuéi otkric¢u velikog broja
RNA-specificnih boja koje se vezu za
RNA u retikulocitima. Metoda se moze
rabiti 1 na hematoloS§kim analizatorima
opskrbljenim specificnim optickim su-
stavom. Kao i u slucaju trombocita, kli-
nicka primjena ove metode jos uvijek je u
razvoju, ali sve je viSe podataka da bi ona
mogla biti korisna za to¢niju klasifikaci-
ju anemija, pracenje bolesnika lijeCenih
pripravcima eritropoetina te bolesnika
koji se oporavljaju nakon kemoterapije ili
transplantacije krvotvornih stanica (26).

Protoc¢na citometrija se sve vise rabi
i u analizi proteina i njihove aktivnosti

odgovornih za otpornost lijekova na ke-
moterapiju. Medu njima se isti¢e p-gli-
koprotein (P-gp/MDR1), koji se pojaca-
no izrazava u leukemijskim stanicama i
ima funkciju crpke za citostatike. Pored
izrazaja P-gp, u klinici se sve vise rabi
i funkcijski test za procjenu aktivnosti
mehanizma kemorezistencije koji se te-
melji se na izbacivanju (engl. efflux) fluo-
rescentnih boja iz stanice posredovanom
¢imbenicima kemorezistencije, primarno
P-gp (26). To ujedno omogucuje dodatnu
prognosticku stratifikaciju bolesnika s
leukemijom pri dijagnozi, kao i poten-
cijalnu primjenu inhibitora ¢imbenika
kemorezistencije.
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The techniques of flow cytometry are becoming more important in modern clinical medicine due to the fact that this technology
enables objective, sensitive, rapid and accurate analysis of relatively large number of cell characteristics. Although flow cytometry
found it's role in other areas of medicine, including pathology, biochemistry, microbiology and internal medicine, still it most often
used in hematology and immunology. This brief review reports on the main areas of flow cytometry application in modern hemato-
logy which include phenotypic and functional analysis of hematopoietic cells. Among phenotypic analyses, the most important are:
immunophenotyping of peripheral blood leukocytes as a method of immune status determination, immunophenotyping of leukemia/
lymphoma as well as minimal residual disease follow-up, enumeration of CD34+ hematopoietic stem cells in peripheral blood and
leukocyte concentrate for the purpose of hematopoietic stem cell transplantation, diagnosis of paroxysmal nocturnal hemoglobi-
nuria (PNH) and cellular DNA content measurement. Functional leukocyte tests are most often used for the analysis of lymphocyte
activation and proliferation as well as the analysis of granulocyte function (phagocytosis and respiratory burst). Clinician should
be aware of the extent and scope of flowcytometric tests in order to apply them in routine diagnostics and disease monitoring.
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