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Techniczne aspekty cytometrii przeptywowej
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Streszczenie

Cytometria przeptywowa to technika umozliwiajgca analize komoérek w ptynnej probce materiatu biologicznego. Analiza cyto-
metryczna umozliwia rozréznienie populacji komérek pod wzgledem cech morfologicznych oraz badanie fenotypu przy wyko-
rzystaniu zjawiska fluorescencji. Stosowanie zaawansowanej techniki, jakg jest wieloparametryczna cytometria przeptywowa
wymaga wysokiego stopnia standaryzacji. Wielokrotne znakowanie komdrek przeciwciatami monoklonalnymi moze nastre-
czac pewnych problemoéw przy wtasciwej interpretacji uzyskanych wynikéw. Jedng z przyczyn jest naktadanie sie widm emisji
fluorochroméw, z ktérymi sprzezone sg przeciwciata monoklonalne. Zjawisko to wymaga matematycznej korekty zmierzo-
nego sygnatu w procesie zwanym kompensacjg. Wiedza na temat zjawisk, jakie zachodzg w probce podczas jej przygotowa-
nia do analizy cytometrycznej (zaréwno tych pozgdanych jak i niepozgdanych) moze by¢ wykorzystana do odpowiedniego
zaprojektowania eksperymentu. W zaleznosci od celu wymienione efekty niepozgdane mogg by¢ czesciowo wyeliminowane
lub skorygowane poprzez odpowiedni dobor przeciweciat, fluorochroméw, protokotu znakowania lub konfiguracji optycznej
cytometru. Ponadto istnieje szereg roznych rodzajow kontroli, dzieki ktérym mozna okreslic poziom fluorescencji tta i tym
samym utatwic¢ lub umozliwi¢ wtasciwg interpretacje. Do takich kontroli nalezg kontrola izotypowa, kontrola izokloniczna,
negatywna kontrola wewnetrzna oraz tzw. kontrola FMO (fluorescence-minus-one).

Summary

Flow cytometry is a technique that enables the analysis of cells in a liquid sample of biological material. The cytometric analy-
sis allows to distinguish cell populations in terms of morphological characteristics and to perform a phenotypic study based on
fluorescence phenomenon. The use of the advanced technique, such as mutiparameter flow cytometry, requires a high degree
of standardization. Multiple labeling of cells with monoclonal antibodies can pose some problems in correct interpretation of
the data. One of the reasons is the overlap between the emission spectra of fluorochromes with which monoclonal antibodies
are conjugated. This phenomenon requires a mathematical correction of the measured signal in a process called compensa-
tion. The insight into the processes occuring in the sample during the preparation for the flow cytometry analysis (both desi-
rable and undesirable) can be used to design an appropriate experiment. Depending on the purpose, some of the adverse
effects may be patrtially eliminated or corrected by a proper choice of antibodies or fluorochromes, by a cell labeling protocol, or
by an optical configuration of the flow cytometer. In addition, there are number of different types of controls enabling to deter-
mine the level of background fluorescence and thus to facilitate or make the correct interpretation possible. Such controls are
isotype control, isoclonic control, internal negative control and so-called FMO control (fluorescence-minus-one).

Stowa kluczowe: fluorescencja, cytometr przeptywowy, kompensacja, widmo emisji, kontrola izotypowa.
Keywords: fluorescence, flow cytometer, compensation, emission spectrum, isotype control.

Wstep

Wieloparametryczna cytometria przeptywowa wykorzystuje
zarowno zjawiska fizyczne jak i procesy chemiczne, dzieki
ktéorym mozliwa jest szybka ocena nawet do kilkudziesieciu
parametréw pojedynczej komorki. Analizowana jest morfolo-
gia oraz fenotyp komoérek, czyli jakosciowa i ilosciowa ocena
ekspresji antygenéw réznicowania na komoérkach w przepty-

wajgcej cieczy [1, 7, 14]. Do identyfikacji antygenéw po-
wierzchniowych (lub wewnatrzcytoplazmatycznych) charak-
terystycznych dla danego rodzaju komoérek stosowane sg
przeciwciata monoklonalne sprzezone z fluorochromem,
ktore swoiscie reagujg z okreslonymi antygenami. Kompleks
antygen—przeciwciato emituje fluorescencje, ktérej pomiar
pozwala wzglednie oceni¢ ekspresje antygendw.

415



Techniczne aspekty cytometrii przeptywowej

Cytometria przeptywowa jest technikg obecng w reku
diagnosty od 30 lat i nalezy do technik, ktore najprezniej sie
rozwijajg. Nowe rozwigzania technologiczne pozwalajg na
zastosowanie wielu zrédet wzbudzenia barwnikéw fluo-
rescencyjnych i badanie ekspresji wielu antygenow jedno-
czesnie. Ponadto projektowane sg nowe przeciwciata
monoklonalne przeciwko nowopoznawanym antygenom
o potencjalnym znaczeniu klinicznym. Powyzsze rozwigza-
nia stawiajg cytometrie na szczycie technik o najwiekszym
znaczeniu diagnostycznym charakteryzujgcych sie wysokg
czutoscig i powtarzalnos$cig oraz krotkim czasem wymaga-
nym do postawienia wtasciwej diagnozy [3, 7].

Zasada pomiaru cytometrycznego

Ptynna prébka materiatu badanego wprowadzana jest do
aparatu, a nastepnie uktad hydrauliczny przemieszcza
zawiesine komoérek do komory przeptywowej i uktadu po-
miarowego. Przeptywajgce komérki sg otoczone przez izo-
toniczny ptyn, ktéry zapewnia przeptyw laminarny probki
i zapobiega sklejaniu sig¢ komdrek. Profil szybkosci w prze-
ptywie laminarnym jest paraboliczny, czyli komorki bedgce
w centralnej czesci strumienia ptyng szybciej niz komérki
znajdujgce sie przy scianach kanatu. Konstrukcja komory
przeptywowej powoduje, ze zawieszone w ptynie czastki
wptywajgc z bardzo duzej powierzchni w waski kanat ule-
gajg tzw. ogniskowaniu hydrodynamicznemu (rycina 1).
Predkos¢ przeptywu jest proporcjonalna do kwadratu sto-
sunku powierzchni wiekszej do powierzchni mniejszej, czyli
jest ona znaczaco wieksza w waskim kanale [2, 7, 14, 16].
W tak uformowanym strumieniu komérki przeptywajg linio-
wo przez uktad pomiarowy przecinajgc promien $wiatta
monochromatycznego emitowanego przez laser(y). W cyto-
metrii przeptywowej najczesciej stosowane sg lasery gazo-
we takie jak laser kryptonowy, argonowy, kryptonowo-argo-
nowy, helowo-neonowy lub lasery oparte na krysztatach ciat
statych. Od liczby laseréw zalezy liczba mierzonych jedno-
czesnie rodzajow fluorescencji, co przektada sie na liczbe
jednoczes$nie oznaczanych antygenodw [1, 2, 16].

Komorki przeptywajgce przez promienh lasera powodujg jego
rozproszenie (bez zmiany dtugosci fali) mierzone przez dwa
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Rycina 1. Komora przeptywowa
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Rycina 2. Diagram poziomow energetycznych czasteczki — diagram Jabton-
skiego. Na skutek absorpcji energii elektron zostaje przeniesiony na jeden
z wyzszych standw oscylacyjnych wyzszego poziomu elektronowego S1. Elek-
trony ze stanu wzbudzonego moga powraca¢ do singletowego stanu podsta-
wowego So kilkoma drogami: na drodze przemian promienistych (fluorescen-
cja, fosforescencja) lub przemian bezpromienistych (konwersja wewnetrzna —
z wyzszego stanu oscylacyjnego na podstawowy stan oscylacyjny w obrebie
tego samego wzbudzonego stanu elektronowego lub konwersja interkombina-
cyjna — z singletowego stanu wzbudzonego S1 na nizszy energetycznie tryple-
towy stan wzbudzony T+).

detektory. Pierwszy z nich, FSC (Forward Scatter) odbiera
wigzke lasera, ktora przeszta przez strumien ptyngcych ko-
morek nierozproszona lub rozproszona pod niewielkim kgtem,
rzedu kilku stopni. FSC jest proporcjonalne do wielkosci
komorki. Drugi z detektorow rozproszenia — SSC (Side Scat-
ter) jest umieszczony pod kgtem prostym i odbiera informa-
cje o wewnetrznej ztozonosci komorki. Na wielkos¢é SSC majg
wplyw ziarnistosci i budowa jgdra komérkowego [1, 2, 16].
Oprocz rozproszenia mierzona jest réwniez fluorescencja
pochodzgca od wzbudzonych kompleksow antygen—-wyzna-
kowane fluorescencyjnie przeciwciato. Emitowane $wiatto
jest zbierane przez filtry, system soczewek i luster dichronicz-
nych uktadu optycznego, ktére izolujg poszczegdlne diugosci
fal $wiatta fluorescencyjnego. Sygnaty swiatta monochroma-
tycznego sg odbierane przez odpowiednie detektory. Nastep-
nie fotopowielacze wzmacniajg sygnat analogowy, ktory osta-
tecznie zostaje przetworzony na sygnat cyfrowy i w tej
postaci informacja dociera do komputera [2, 15, 16].

Co to jest fluorescencja?

Czasteczki zwigzkéw chemicznych posiadajg charaktery-
styczny dla siebie uktad elektronowych pozioméw energe-
tycznych, w obrebie, ktérych wyréznia sie stany oscylacyjne.
W stanie spoczynku elektrony zajmujg podstawowy stan
elektronowy So. Absorpcja energii powoduje przeniesienie
elektronéw do okreslonego poziomu oscylacyjnego wyso-
koenergetycznych standw elektronowych S lub Sz — mowi
sie wtedy o przejsciu w stan wzbudzony (rycina 2). Kazde
dwa elektrony zajmujgce ten sam orbital w czgsteczce
w stanie podstawowym majg przeciwne zwroty spindw
(momentu pedu), ich wypadkowa wynosi wigc zero, co
zapewnia minimum energii wewnetrznej i stabilnos¢ stanu,
ktoéry okresla sie jako podstawowy stan singletowy. Wzbu-
dzenie elektronu moze nastgpic¢ na drodze absorpcji promie-
niowania $wietlnego, energii chemicznej lub termicznej.
Absorpcja energii moze spowodowac przeniesienie elektro-
now na wyzsze stany energetyczne bez zmiany zwrotu
spinu (singletowy stan wzbudzony) lub tez zwrot spinu moze
ulec zmianie na przeciwny (trypletowy stan wzbudzony).
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Rycina 3.

A. Przesunigcie Stokesa (przesunigcie w kierunku fal diuzszych). Dtugos$¢ fali Swiatta emitowanego (linia ciggta) przez wzbudzony fluorochrom jest dtuzsza niz

diugosc fali Swiatta wzbudzajgcego (linia przerywana).

B. Widma wzbudzenia i emisji fluorochroméw wzbudzanych przez $wiatto lasera o dtugos$ci 488nm (FITC — izotiocyjanian fluoresceiny, PE- fikoerytryna, PerCP —

peridininochlorofil, PE-Cy7 — fikoerytryna-cyjanina 7).

C. Widma wzbudzenia i emisji fluorochroméw wzbudzanych przez swiatto lasera o dtugosci 635nm (APC — allofikocyjanina oraz APC-Cy7 — allofikocyjanina-cyjanina 7).
Na rycinie zaznaczone s3 filtry optyczne stuzgce do odcinania okreslonego zakresu diugosci fal $wiatta pochodzacego od danego fluorochromu. Zachodzenie
na siebie widm emisji poszczegoélnych fluorochroméw wymaga korekgji (kompensaciji). Rycina utworzona za pomocg aplikacji dostepnej na stronie:

http://www.bdbiosciences.com/external_files/media/spectrumviewer/index.jsp.

Czasteczka w stanie wzbudzonym dazy do osiggniecia
stanu rownowagi, w ktérym energia catkowita przyjmuje war-
to$¢ minimalng, a ,nadmiar” energii zostaje wypromienio-
wany. Jezeli wzbudzenie nastgpito na drodze absorpcji pro-
mieniowania $wietlnego, to powr6t do stanu podstawowego
z towarzyszacg mu emisjg Swiatta nosi nazwe fotolumines-
cencji, a w zaleznosci od tego, czy stan wzbudzony byt sin-
gletowy czy trypletowy, fotoluminescencje dzieli sie odpo-
wiednio na fluorescencje i fosforescencje. Poniewaz zgodnie
z multipletowa regutg wyboru przejscia elektronowe pomie-
dzy stanami o tej samej multipletowosci sg dozwolone, fluo-
rescencja zachodzi w bardzo krétkim czasie, rzedu 10-8s.

Dla odréznienia, fosforescencja czyli przejscie energetyczne
miedzy stanami o réznej multipletowosci jest w mys$l tej
samej reguty wzbronione — czgsteczka przebywa przez dtugi
czas w elektronowym stanie wzbudzonym zanim przejdzie
do stanu podstawowego So (czasy rzedu 100 — 103s) [12].

Oprécz opisanych powyzej przej$¢ tzw. promienistych, po
absorpcji energii mogg zachodzi¢ réwniez inne procesy —
procesy bezpromieniste, ktére obrazuje diagram Jabton-
skiego (rycina 2). W zwigzku z istnieniem alternatywnych
drog oddawania zaabsorbowanej energii, swiatto emito-
wane na drodze fluorescencji ma mniejsza energie niz
Swiatto wzbudzajgce, czego wyrazeniem jest przesuniecie
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FITC

Rycina 4. Wzory strukturalne fluorochroméw stosowanych w cytometrii
przeptywowej. FITC — izotiocyjanian fluoresceiny, PE- fikoerytryna, APC —
allofikocyjanina.

widma Swiatta emitowanego (widma emisji) w kierunku fal
dtuzszych wzgledem widma swiatta wzbudzajgcego (widma
absorpcji). Jest to tzw. reguta Stokesa (rycina 3) [12].
Substancje wykazujgce wiasciwosci fluorescencyjne nazy-
wane sg fluorochromami. Do tej grupy nalezy wiele zwia-
zkéw organicznych posiadajgcych w czgsteczce sprzezone
wigzania podwojne (elektrony zdelokalizowane),
przede wszystkim sg to wielopierscieniowe zwigzki aroma-
tyczne i heterocykliczne. Przyktadami mogg by¢ amino-
kwasy aromatyczne (np. tryptofan, tyrozyna), zasady nuklei-
nowe DNA, RNA (adenina, guanina, cytozyna, tymina,
uracyl), niektére witaminy, barwniki (karotenoidy, fluoresce-
ina, eozyna, fikoerytryna, rodamina). Niektore z nich przed-
stawiono na rycinie 4 [12].

czyli

Wiasciwosci spektralne fluorochromoéw stosowanych

w cytometrii przeptywowej

Istnieje obecnie przynajmniej kilkadziesigt barwnikow fluo-
rescencyjnych, ktére mogg mie¢ potencjalne zastosowanie
w cytometrii [8, 9]. Dzieki postepowi, jaki dokonat sie w ostat-

nledokompensowanie

" brakkompensac|l

nich latach dzisiejsze cytometry przeptywowe posiadajg
zdolno$¢ pomiaru nawet 20 widm emisji fluorescencji
w zakresie Swiatta widzialnego. Widma emisji fluorescencji
fluorochroméw w mniejszym lub wiekszym stopniu naktadajg
sie na siebie, a jednoczesna rejestracja widm pochodzgcych
od wielu fluorochroméw nieuchronnie prowadzi do zwielo-
krotnienia tego problemu. Naktadanie sie widm moze prowa-
dzi¢ do uzyskiwania wynikow zaréwno fatszywie pozytyw-
nych, jak i fatszywie negatywnych. Aby temu zapobiec
konieczne jest zastosowanie kompensacji, czyli matema-
tycznej korekty zmierzonych sygnatéw fluorescenc;ji [8, 14].
Kazdy fluorochrom ma charakterystyczne dla siebie widmo
emisji i réwniez charakterystyczny jest stopien naktadania
sie tego widma na widma emisji innych fluorochroméw. Kom-
pensacja zapewnia, ze zmierzony w danym kanale sygnat,
np. w kanale APC (allofikocyjanina) pochodzi rzeczywiscie
od APC, a nie od innych interferujgcych fluorochromow
uzytych w danym badaniu jednoczes$nie, takich jak np.
PerCP (peridinino-chlorofil) czy APC-Cy7 (allofikocyjanina-
cyjanina-7). Stopien naktadania sie¢ widm poszczegdinych
fluorochromoéw jest ustalany podczas kalibracji cytometru
polegajgcym na pomiarze fluorescencji pochodzgcej od
komérek wybarwionych kazdym fluorochomem osobno.
Dzieki temu mozliwe jest oszacowanie wielkosci kompensa-
cji i zdefiniowanie rzeczywistego sygnatu w danym kanale
fluorescenciji.

Jezeli dana populacja komorek jest prawdziwie pozytywna
w jednym kanale fluorescenc;ji (np. PerCP, peridinino-chloro-
fil) i jednocze$nie na skutek naktadania sie widm fatszywie
pozytywna w innym kanale (np. PE-Cy7, fikoerytryna-cyja-
nina-7), kompensacja doprowadzi do eliminacji fatszywie
pozytywnego sygnatu z kanatu PE-Cy7 (rycina 5). Polega to
w tym przypadku na zréwnaniu mediany w kanale PE-Cy7
populacji komérek pozytywnych w kanale PerCP z mediang
populacji komérek negatywnych w kanale PE-Cy7. Kompen-
sacja polega na zréwnaniu mediany dla populacji cato$ciowo,
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Rycina 5. Kompensacja pomiedzy fluorochromami PerCP i PE-Cy7. Populacja 1 jest prawdziwie pozytywna zaréwno w kanale PerCP, jak i PE-Cy7 (A-D). Popu-
lacja 2 (populacja odniesienia, wewnetrzna kontrola negatywna) jest negatywna zaréwno w kanale PerCP, jak i PE-Cy7 (A-D). Populacja 3 jest prawdziwie pozy-
tywna w kanale PerCP oraz na skutek naktadania widm fatszywie pozytywna w kanale PE-Cy7 (A — brak kompensacji i B — niedokompensowanie) — mediana
fluorescencji populacji 3 w kanale PE-Cy7 jest znacznie wyzsza niz mediana populacji 2 w kanale PE-Cy7. Po wtasciwej kompensacji (C) mediana fluorescencji
populacji 3 jest prawie rowna medianie fluorescencji populacji 2 w kanale PE-Cy7. Na skutek efektu rozproszenia danych (data spread) cze$¢ populacji 3 jest
wcigz pozornie pozytywna w kanale PE-Cy7. Przekompensowanie (D) powoduje niewfasciwe obnizenie mediany fluorescencji populacji 3 w kanale PE-Cy7.
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Rycina 6. Kompensacja pomigdzy dwoma fluorochromami. Kompensacja nie zalezy od intensywnosci fluorescencji. Jednak im wigksza intensywnos$¢ fluores-
cencji danej populacji komoérek (A<B<C) tym wigksze znaczenie ma poprawne ustalenie kompensacji, ze wzglgdu na fakt, ze efekt rozproszenia danych (data

spread) jest wigkszy dla populacji o wyzszej intensywnosci fluorescencji.

jednak pojedyncze komorki bedg umiejscowione ponizej lub
powyzej mediany, doprowadzajgc do tzw. rozproszenia
danych (data spread), ktory jest efektem ubocznym kompen-
sacji [4, 5, 9, 10, 11]. Rozproszenie danych jest tym wigeksze
im bardziej widma kompensowanych fluorochroméw nakfa-
dajg sie [5, 8, 9]. Kompensacja nie usuwa fizycznie efektu
naktadania sie widm, stad tez pomimo witasciwej korekc;ji
mediany, pozostaje rozproszenie danych (data spread,
wariancja) wynikajgce z rozktadu statystycznego zarejestro-
wanych fotoelektrondéw odzwierciedlajgcych populacje ko-
morek [8, 10]. Na koniec warto nadmieni¢, ze w wyniku kom-
pensacji, mozna otrzymaé pozornie ujemne wartosci
fluorescencji. Jak wiadomo zmierzony sygnat fluorescencji
bedzie miat zawsze wartos¢ dodatnig, ale kompensacja to
dziatanie matematyczne (postanalityczne) dodatkowo obar-
czone rozproszeniem danych, zaréwno w strone wartosci
dodatnich jak i ujemnych. Trudnosci techniczne napotykane
przy okreslaniu kompensacji zostaty zobrazowane na ryci-
nach 5i 6.

Jak wspomniano wczes$niej wartosci kompensacji sg wyzna-
czane w czasie okresowej kalibracji cytometru przeptywo-
wego z uzyciem komoérek (lub mikrosfer) pojedynczo wybar-
wionych fluorescencyjnie. Poprawna kompensacja jest
obliczana przez oprogramowanie obstugujgce cytometr.
Wyznaczona kompensacja jest wiasciwa dla konkretnych
napie¢ ustawionych na fotopowielaczach sygnatu dla
poszczegolnych detektoréw fluorescenciji, przy zatozeniu, ze
state napiecie wyzwala odtwarzalng intensywnosc¢ fluores-
cencji wzbudzanego fluorochromu. Dlatego tez konieczne
jest monitorowanie pracy cytometru poprzez codzienne kon-
trole, przy uzyciu zestawu mikrosfer wybarwionych fluores-
cencyjnie. Nowsze cytometry sg wyposazone w oprogramo-
wanie, ktére moze automatycznie dostosowywaé napiecia
na fotopowielaczach zapewniajgc w ten sposéb poprawnosé
kompensacji [4, 5, 8, 10, 11, 13]. Witasciwa kompensacja
zapewnia poprawng analize danych i zaréwno niedokom-
pensowanie jak i przekompensowanie mogg byc¢ istotnymi
zroédtami btedow (rycina 5i 6).

Sposoby okreslenia pozytywnosci i tta:

kontrola izotypowa, kontrola izokloniczna,

kontrola wewnetrzna i FMO

Jednym z najwazniejszych aspektéw cytometrii przeptywo-
wej jest wiarygodne rozréznienie komoérek pozytywnych
i negatywnych na dany antygen. Aby dokonac¢ wiarygodnej
oceny nalezy stosowac probki kontrolne, ktére umozliwig
ocene tta. Pomijajgc tto pochodzgce od samego analizatora,
przyczyny fluorescencji tta mozna podzieli¢ na spowodo-
wane: autofluorescencjg, zachodzeniem widm emisji fluo-
rescencji (opisane powyzej) oraz niespecyficznym wigza-
niem sie przeciwciat. Eliminacja zaktécen analizy jest
mozliwa dzieki stosowaniu réznego typu kontroli. Najpo-
wszechniej stosowane rodzaje kontroli to: kontrola izoty-
powa, kontrola izokloniczna, kontrola wewnetrzna i kontrola
FMO (full- lub fluorescence-minus-one) [5, 11].

Kontrola izotypowa jest jedng z najstarszych stosowanych
typdw kontroli w dziejach cytometrii do oceny niespecyficznej
fluorescencji tta. Kontrole izotypowa wykonuje sie wybar-
wiajgc dodatkowg prébke badanych komoérek mysimi immu-
noglobulinami tej samej klasy, podklasy i sprzezonymi z tym
samym fluorochromem co przeciwciata diagnostyczne. Kon-
trolne mysie immunoglobuliny muszg by¢ tak zaprojekto-
wane, aby nie reagowaly specyficznie z zadnym badanym
antygenem. Poziom ich niespecyficznego wigzania moze byc¢
pomocny w okresleniu fluorescencji tta [4, 5, 10]. Nalezy
zwroci¢ uwage na istnienie pewnych ograniczen, co do sto-
sowania tego rodzaju kontroli. O ile immunoglobuliny kontro-
Ine nie réznig sie od immunoglobulin diagnostycznych izoty-
pem, podklasg, fluorochromem, stosunkiem liczby jego
czgsteczek przypadajgcych na jedng immunoglobuling, o tyle
réznig sie budowg domen zmiennych tancucha lekkiego (VL)
i ciezkiego (Vh), ktore uczestniczg w swoistym wigzaniu sie
przeciwciata z danym epitopem, i ktére sg specyficzne dla
kazdego przeciwciata [15]. Przeciwciata réznigce sie budowg
czesci zmiennych mogg wigc wykazywac roznice w awid-
nosci i poziomie niespecyficznego oddziatywania. Kontrola
izotypowa moze by¢ przeznaczona do jakosciowej orientacji
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w poziomie niespecyficznego oddziatywania oraz moze by¢
stosowana w barwieniu komérek z hodowli [4, 5, 6, 11].
Kontrola izokloniczna sktada sie z mieszaniny przeciwciat
sprzezonych z fluorochromem oraz wiekszej ilosci tych
samych przeciwciat, ale niesprzezonych. Ten typ kontroli jest
uzyteczny przy okreslaniu niespecyficznych wigzan, w ktorych
bierze udziat czasteczka fluorochromu. W tej kontroli wyko-
rzystuje sie fakt, ze nadmiar niesprzgezonego z fluorochromem
przeciwciata wysyca wszystkie epitopy blokujgc je dla prze-
ciwciat sprzezonych z fluorochromem. W ten sposaéb jakikol-
wiek wzrost fluorescencji tta jest wynikiem niespecyficznego
wigzania sie czgsteczek fluorochromu do réznych antygenow
[5]. Ten rodzaj kontroli nie jest powszechnie stosowany, brak
jest réwniez opublikowanych danych na temat istotnosci tego
typu oddziatywan [5]. Zastosowanie tego typu kontroli moze
wplyngé na decyzje o zmianie stosowanych kombinacji prze-
ciwciato-fluorochrom w przypadku podejrzenia niespecyficz-
nego wigzania sie przeciwciata poprzez fluorochrom [5].
Negatywng kontrole wewnetrzng stanowi populacja komorek,
ktéra nie wykazuje ekspresji interesujgcego nas antygenu
i pozostaje niewybarwiona w prébce, ktéra zawiera populacje
komoérek wykazujgcych ekspresje poszukiwanego antygenu.
Gtéwna zaletg wewnetrznej kontroli negatywnej jest to, ze
wszystkie populacje komérek sg narazone na identyczne
czynniki i poddawane sg tej samej procedurze analitycznej
jak populacja komoérek oznaczanych. Teoretycznie intensyw-
nos¢ fluorescencji kontroli wewnetrznej powinna odpowiadaé
autofluorescencji komorek niezwigzanych z przeciwciatem [4,
5, 10, 11]. Niestety w rzeczywistosci nie zawsze tak jest
z powodu niespecyficznego wigzania sie hadmiaru przeciw-
ciat. Istniejg sposoby minimalizacji ilosci wigzan niespecyficz-
nych poprzez zmiane stezenia oraz ilosci dodawanego do
oznaczenia przeciwciata. O ile to mozliwe, najwlasciwsza
wydaje sie ocena pozytywnej populacji komoérek w stosunku
do negatywnej populacji tego samego typu komoérek, ze
wzgledu na podobny poziom autofluorescenc;ji i niespecyficz-
nego wigzania przeciwciat [5, 10]. Np. przy oznaczaniu anty-
genow limfocytow T, kontrolg negatywng powinny by¢ pozos-
tate limfocyty obecne w tej samej probce.

Kontrola FMO (fluorescence- lub full-minus-one) to dodat-
kowe probki znakowane wszystkimi przeciwciatami obecnymi
w panelu oprdécz jednego. Tak wiec, np. dla jednego badania
o$miokolorowego (z uzyciem 8 przeciwciat sprzezonych z 8
roznymi fluorochromami) mozna wykonac 8 kontroli FMO —
w kazdej z nich bedzie brakowac jednego przeciwciata (jeden
kanat fluorescencji bedzie pusty). Pusty kanat jest kanatem,
ktory bedzie stanowit kontrole bramkowania dla tej samej
probki znakowanej wszystkimi przeciwciatami, sprzezonymi
ze wszystkimi fluorochromami [4, 5, 11]. Ten typ kontroli
umozliwia ocene niespecyficznego wigzania okreslonego
przeciwciata (sprzezonego z okreslonym fluorochromem).
Przede wszystkim jednak kontrole FMO pozwalajg ocenié¢
efekt skompensowania naktadajgcych sie widm emisji fluo-
rescencji poszczegolnych fluorochromoéw, czyli oceni¢ wiel-
kos¢ efektu rozproszenia danych (data spread) i wyznaczyé
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granice pomiedzy komdrkami pozytywnymi i negatywnymi na
dany antygen. Kontrole typu FMO s3g wiec najuzyteczniejsze
w eksperymentach wielokolorowych, w ktérych gtéwnym
zrodtem szumow uniemozliwiajgcych jednoznaczne okresle-
nie granicy pomigedzy komérkami (populacjami) negatywnymi
i pozytywnymi na dany antygen jest zjawisko naktadania sie
widm [5, 10].
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