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GLOSAR

A
Anticorpi monoclonali (mAbs / Mab / mAb) - anticorpi care recu-
nosc acelasi epitop, fiind generafi de o singurd linie celulard
(clond) provenitd dintr-o singurd celuld initiald (hibrid), toa-
te celulele clonei fiind identice intre ele din punct de vedere
genetic. Celula hibrid este produsul fuziunii in aitro dintre un
limfocit B din splina normalS de soarece, producdtor de anti-
corpi de specificitate cunoscutd si un plasmocit de mielom. Linia
celulard astfel creatd, numitd hibridom, este capabild sd pro-
ducd o cantitate nelimitatd de anticorpi.

In anul 1984, Georges Kohler si C6sar Milstein au primit
Premitil Nobel pentru Medicind pentru aceastd descoperire.

11,2)

c
Citometrie in flux (flowcitometrle) - tehnicd utilizatd pentru md-
surarea caracteristicilor particulelor biologice, celule sau consti-
tuenti celulari, pentru a identifica diferite populafii celulare.
Tehnica se bazeazd. pe detectarea si mdsurarea fluorescentei
emise de celulele aflate in suspensie intr-un lichid in curgere.
Suspensia celulard aflatd intr-un curent de curgere este inter-
sectatd de o raz6. laser cu lungime de undd cunoscutd, iar
lumina emisd de markerii fluorescenti ai celulelor este detectatd
de tuburi fotomultiplicatoare, putAnd astfel fi mdsurate simul-
tan mai multe variabile: volum celular, complexitate celulard
internd, numdr, viabilitate, confinut de acizi nucleici etc.
Conjugate - complexele formate din anticorpi monoclonali si
coloranti fluorescenli (fluorocromi).
CD - Clusters of dffirentiation sau ,,clasele de diferenfiere" - terme-
nul defineste molecule de pe membrana celulard. Imunofeno-
tiparea utilizeazd CD ca antigene celulare, considerAndu-le
markeri ce caracterizeazd, etapele de diferentiere si de activare
functional5 ale celulelor. Anticorpii monoclonali au specifici-
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tate pentru fiecare CD gi cu toate cd sunt imunoglobuline
anti-, i::r practica curentd sunt denumite in mod conventional
tot CD. Prezenta sau absenta markerului este notatd cu CD+
respectiv CD-. [3]

D

Dot plot - grup de puncte care definesc distribulia unei popu-
latii celulare.
Discriminarea populafiilor - se referd la separarea categoriilor de

evenimente analizate gi se realizeazd cu ajutorul unor discri-
minatori: fie un sistem de axe ortoBonale, fie o poartS/fereastrd
electronicd desenatd de operator.

F

Fenotip imun - totalitatea caracteristicilor antigenice generate

de prezenta sau absenta antigenelor specifice.

Fluorocrom sau fluorofor sau colorant fluorescent - substanld chi-
micd capabild sd absoarbd energia fotonicd a unui fascicul lu-
minos incident gi, dupd ce o transformd, sd emitd lumind flu-
orescentd. Coloranlii fluorescenli sunt folosili pentru marcarea

fluorescentd a celulelor, permifAnd obtinerea de informafii des-

pre parametrii structurali sau funclionali ai celulelor. Exemple

de fluorocromi folosili i:r flowcitometrie: FITC (izotiocianatul

de fluoresceind), PE (ficoeritrina), APC (aloficocianina), PI (pro-

pidium iodide), TAAD (7-aminoactinomicin D) ;.a.
Fluorescenld - lumind emisd de fluorocromii excitali de o razd

laser. Pentru a putea fi utilizali, fluorocromii trebuie sd emitd
lumind cu lungime de undd mai mare decdt lumina excitantd.

Analiza fluorescenlei este parametrul cel mai studiat in cito-
metria de flux.

G

Gate - poartd sau fereastrd electronicd ce separd o populafie
celulard de analizat.

H

Histogramd - exprimarea graficd a analizei celulare prin cito-
rnetria de flux care pune intr-un sistem de axe ortogonale x, y



un parametru de achizitie, si permite furnizarea unei medii
a parametrului respectiv, cunoscut ca indicator sub numele
de ,,mean". De ex.: ,,rr.ear." de fluorescenld sau MFI (Mean
Fluorescense Intensity).

I

lmunofenotipare - tehnicd folositd in studiul proteinelor expri-
mate de celule. Este frecvent utilizatd in cercetarea fundamen-
tald gi in aplicafiile clinico-medicale din domeniul medicinei
de laborator (de ex., in detectarea biomarkerilor). Are labazd
metoda citometriei in flux (flowcitometrie) si cunoasterea an-
tigenelor celulare denumite CD.

L

Liglt scattering (dispersia luminii) - rezultatul reflexiei si refrac-

fiei luminii laserului de cdtre celule. Dispersia luminii de cdtre

celule de-a lungul razei laser sub un unghi <12" este cunoscutd
sub numele de ,,forward scatter" (FS), iar dispersia luminii
razei laserului in unghi de 90' este cunoscutd sub numele de

,,side scatter" (SS). FS este proportionald cu dimensiunea ce-

lularS, iar SS este datd de structurile celulare interne, fiind
corelatd cu granularitatea celulard. Diferenfele de volum celu-
lar gi de granularitate au permis ca prin FS gi SS sd poatd fi
separate trombocitele, eritrocitele si debriurile de leucocite, iar
leucocitele sd fie clasificate in trei subcategorii majore: limfo-
cite, monocite, granulocite.

P

Panel de anticorpi - combinalie de markeri conjugali cu fluoro-
cromi; panelurile moderne sunt elabora te pe baza consensurilor
de opinie a numerosi experfi din intreaga lume in acord cu
criteriile de clasificare a hemopatiilor maligne.
Policlonal - produs de mai multe clone de limfocite B.
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CUM CITIM O HISTOGRAMA DOT.PLOT

Pe o histogramd dot-plot se vizualizeazd doi parametri.
in figura 1 sunt exemplificati 2 fluorocromi, unul rogu si altul
verde. Pe axa x se va citi pozitiv in dreapta si negativ in stAnga.

Pe axa y se va citi pozitiv sus si negativ jos.

Fig. 1. Citirea corectd a expresiei a 2 markeri conjugali cu 2 fluorocromi diferili.

Fluorocromul roIU este pozitiv in cadranele inferior dreapta ;i superior dreapta 5i ne-

gativ in cadranul inferior stanga $i superior stdnga. Fluorocromul verde este pozitiv

in cadranele superior stAnga 5i superior dreapta gi este negativ in cadranele inferior

stAnga qi inferior dreapta.

fffiERiffiM-ffiI I

granul0cnE

monEcitE

limfocita
aritrocita

Fig. 2. Exprimarea markerului pan-leucocitar CD45 pe celulele singelui periferic

normal. CD45 conjugat cu PerCP cy5.5 pe axa x;i granularitatea SSC-A pe axa y.



Fig.3. Expresia markerului pan-leucocitar CD45, conjugat cu APC pe axa x 5i SSC

pe axa y, pe celulele sangvine din aspiratul medular normal.
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CUM CITIM O HISTOGRAMA DOT.PLOT

DEFTNTTTE $l SCURT ISTORIC AL
ctroMETRrEr iru rlux

Citometria este definitd drept mdsurare a celulelor (kytos -
cito = celuld, metro = mdsurare). Este dificil de trasat ince-

putul tehnicii in forma cunoscutd, astdzi, deoarece tehnica

propriu-zisd este rezultatul contribufiei specialigtilor din nu-
meroase domenii: fizicd, chimie organice, biologie, medicind,

biotehnologie, matematicd, informaticd, electrotehnicd.

Citometria cantitativd igi are originea in 1930 cAnd

Casperson a mdsurat acizii nucleici din celule, iar in 1950 a

demonstrat mdrirea cantitdlii de ADN si ARN in celulele aflate

in stadiul de crestere activd. [4]. Acele studii au fost realizate

folosind Cadmiul ca sursd pentru lumina UV gi niste circuite

electronice primitive pentru detectarea semnalelor luminoase.

in anul 1934, A. Moldavan [5] a realizat prima numerare
de hematii prin trecerea acestora printr-un capilar plasat sub

obiectivul unui microscop optic, dar metoda era limitatd de

tipsa de focalizare a celulelor in fluxul de lichid si de infunda-
rea frecventd a capilarului. [6]

Alte doud descoperiri au marcat istoria citometriei: in
'l 940, Coons si colaboratorii au dezvoltat tehnica marcdrii
fluorescente a anticorpilor, pentru ca in 1950 sd realizeze con-
jr-rgarea fluoresceinei cu izocianatul gi obtinerea celui mai im-

1'rortant fluorocrom, izotiocianatul de fluoresceind, folosit gi in
prezent. [7]

A doua mare descoperire, in 1953: P. ]. Crosland pi Tay-

Ior au pus la punct principiul hidrodinamic al lichidului de

lcacd (sheath-flow) pentru a obtine curgerea rapidd a lantului
tlc celule si mdsurarea concomitentd a mai multor parametri
t't:lulari.

Constructia primelor citometre este legatd de Wallace H'
(ioulter, principiul Coulter al numdrdrii in flux fiind cunoscut

rlin anul 1949 qi patentat in 1953: cregterea conductivitdfii elec-
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trice a celulelor in mediul salin - principiul impedantei - per-
mitea numdrarea celulelor si mdsurarea concomitentd a taliei
lor. Primul echipament de numdrare (Coulter) a fost fabricat
in 1956. [8]

Primul dispozitiv de citometrie in flux pe bazd. de fluo-
rescentd (ICP 11) a fost dezvoltat i:r 1968 de Wolfgang Cohde
de la Universitatea din Mtinster - Germania si comercializat
in 1968-1969 de cdtre dezvoltatorul german si producdtorul
Partec prin Phywe AG din Gottingen. La acel moment, meto-
dele de absorblie au fost folosite pe scard largd si de aIli
oameni de gtiinld, favorizate fiind de dezvoltarea metodelor
de fluorescentd. Numele original al tehnologiei citometriei de

curgere a fost ,,cytophotometry puls" (in germand: Impulszyto-
photometrie). Doar 10 ani rr.ai tdrziu, in 1978, la Conferinta
Fundatiei Americane de Inginerie din Pensacola - Florida,
numele a fost schimbat: citometrie in flux, un termen care

a devenit repede popular. La scurt timp dupd aceea, au fost
dezvoltate instrumentele pentru citometrie in flux, inclusiv
Cytofluorograph - dezvoltat de compania Bio-Physics Systems

Inc. (mai tdrziu: Ortho Diagnostics) in anul 1971, PAS 8000

de la Partec (in 1973), primul instrument FACS de la Becton
Dickinson (h 1974), ICP 22 de la Partec-Ph),we (in 1975) si

EPIX-urile de Ia Coulter (in 1977-7978). Citometrele timpurii
au fost, in general, dispozitive experimentale, dar progresele
tehnologice recente au creat o piafd considerabild atAt pentru
instrumentele si reactivii utilizati in analizd, cdt si pentru anti-
corpii marcati fluorescent si software-ul de analizd. Instrumen-
tele moderne au de obicei mai multe lasere si detectoare de

fluorescenld.
Prima descriere a anticorpilor monoclonali (mAbs) de

cdtre Kohler si Milstein, in 1975, a revolutionat imunologia.
Odatd cu aparitia tehnologiei hibridoma, imunologii au ince-
put sd producd un numdr crescut de anticorpi monoclonali
anti-molecule de pe suprafata leucocitelor. Inevitabil, labora-

toare independente, avAnd in vedere aceeasi moleculd, au pro-
dus diferifi mAbs, recunosculi sub diferite denumiri.
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Primul Atelier International de lucru pentru Diferentierea
Antigenelor Leucocitare lJmane (HLDA) a fost organizat la in-
ceputul anilor 1980, cu intenfia de a identifica grupurile de

mAc umane comune ce se regdsesc sub nomenclatura de anti-
gen de suprafafd celulard, gi sd fie de acord cu o unificare a

denumirilor, pentru o mai bund usurintd in comunicare.
Doud rezultate ale atelierelor stiintifice s-au concretizat in:
- abrevierea ,,CD" per:rtru ,,cluster-ul de diferentiere" fdrd.

numdr descriptiv;

- numdrul CD-ului este atribuit unei molecule sau unui
grup de molecule Mab, care recunosc aceeasi moleculd, expri-
matd pe suprafata leucocitelor umane, sau de pe suprafata
altor celule ale sistemului imunitar si sunt caracteristice sis-

temului.
Nomenclatura a fost adoptatd in mod universal de cdtre

comunitatea stiintificd, aprobatd oficial de cdtre Uniunea Inter-
nationali a SocietSlilor Imunologice gi sustinutd de cdtre OMS.
Utilizarea sa a evoluat si este acum frecvent folositd pentru a

denumi moleculele ingegi.

Cu toate acestea, prin addugarea denumirii ,,mAb", sau

,,moleculd", sau ,,proteind" se precizeazd. markerul celular
CDxx sau moleculele de CDxx mAb.

Zece Workshop-uri HLDA au fost organizate pAnd in pre-
zent. Cel mai recent a avut loc in 2014, in colaborare cu Socie-

tatea Australiand de Imunologie din Wollongong, Australia.



GENERALITATI $l CONSIDERATII
TEHNICE DESPRE CITOMETRIA iru TIUX

Imunofenotiparea prin citometrie in flux evalueazd tndi-

vidual celule in suspensie pentru a decela prezenla 9i absenla

unor antigene specifice (fenotip). in afecliunile hematologice

maligne evaluarea imunofenotipicd parcurge mai multe etape

pentru obtinerea de informalii pi pentru interpretarea acestora:

1) identificarea liniei celulare cdreia ii aparfin celulele anali-

zate qi determinarea maturitdtii sau imaturitdfii lor;
2) detectarea celulelor anormale prin identificarea expresiei

antigenice care diferd in mod semnificativ de normal;

3) o documentare detaliatd a fenotipului populaliilor de celule

anormale (de exemplu, prezenta sau absenla unor antigeni) 9i,

in comparatie cu omologul lor de pe celule normale, docu-

mentarea cregterii sau scdderii intensitdlii fluorescenlei a fluo-

rocromului folosit pentru marcarei

4) estimarea rtalorii diagnostice a informaliilor disponibile si,

in cazul in care nu pot fi asociate unei entitdti distincte de

boald, dezvoltarea unei liste de posibile boli, cu sugerarea unor

studii suplimentare care ar putea avea valoare de diagnos-

tic - cum ar fi imunohistochimie, citogeneticd conventionald,

fluorescenfd in hibridizare in situ (FISH) -, precum si studii de

diagnostic molecular;
5) furnizarea de informafii imunofenotipice suplimentare, cate

ar putea avea o valoare de prognostic, inclusiv identificarea

tintelor potenfiale de terapie direcfionat5'

Prezentdm in continuare lista principalilor anticorpi mono-

clonali folosili in diagnosticul hemopatiilor maligne.
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Lista principalilor anticorpi monoclonali
folosili in diagnosticul hemopatiilor
maligne ror

CDla - exprimat pe celulele dendritice, pe celulele Langerhans

si pe precursorii acestora, pe timocitele corticale, pe unele
subseturi de celule B; anticorp folosit in definirea stadiu-
lui timic al celulelor T

CDz - prezent pe limfocitele T periferice normale si in procent
mare pe celulele NK; exprimat, de asemenea, pe toate
timocitele

CD3 - receptor pentru celulele T; este exprimat pe limfocitele T
mature si pe timocite

CD4 - este exprimat in mare parte de timocite in Iaza de dublu
pozitiv, coexprimat cu CD8; este receptor pentru proteina
gp120 din anvelopa virusului imonodeficientei umane

tip 1 (HIV-1)

CDs - este exprimat pe limfocitele T mature si mare parte
din timocite

CD6 - exprimat pe mare parte din limfocite T mature, pe une-

le limfocite B si pe timocitele medulare; este exprimat si

pe celulele NK
CD7 - marker pan-T; este exprimat pe timocite, pe majoritatea

limfocitelor T de repaus, pe celulele NK, pe limfocitele
B din mdduva fetald, pe celula stem hematopoieticd; mo-
leculele CD7 sunt interesate in activarea limfocitelor T

CD8 - sunt exprimate pe limfocitele T supresoare (citotoxice),

de asemenea pe celulele NK gi pe celulele T y6*

CD9 - exprimat pe limfocitele pre-B, pe plachete, pe monocite,
pe eozinofile, pe bazofile, pe celulele T activate

CD10 - antigen CALLA (Common Acute Lymphoblastic
Leukemia Antigen); este exprimat pe celulele B, trtr-un
stadiu activ al ontogeniei, ca celule care exprimd imuno-
globuline pe suprafatd; este exprimat de limfocitele B


