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Η χρονολογική σειρά των προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων (HPC) σε επιστηµονικές εκθέσεις 
δείχνουν ότι οι πρώτες µελέτες επικαλούνται τα εµπύρηνα κύτταρα για την ποσοτικοποίηση. 

Μεταγενέστερες µελέτες που περιλαµβάνουν µονάδα σχηµατισµού αποικίας (CFU)  έχουµε 
προσπάθεια κατά προσέγγιση των πληθυσµών προγονικών κυττάρων . Των χρόνο εντατικής 
ανιχνεύσεις µε CFU ακολούθησε  η ανακάλυψη του CD34 + κυττάρου, το οποίο βρέθηκε να είναι 
παρόν στην επιφάνεια των πρώιµων αιµοποιητικών κυττάρων και αιµοποιητικών αποικιών που 
σχηµατίζουν τα κύτταρα στο µυελό των οστών και στο περιφερικό αίµα. 

Το CD34 είναι µία γλυκοπρωτεΐνη κυτταρικής επιφάνειας την οποία συναντάµε σε ορισµένα κύτταρα 
µέσα στο ανθρώπινο σώµα. Εκφράζεται όµως σε όλα σχεδόν τα αιµοποιητικά πρόδροµα κύτταρα. 
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Οι πηγές Οι πηγές Οι πηγές Οι πηγές αιµοποιητικών αιµοποιητικών αιµοποιητικών αιµοποιητικών βλαστικών κυττάρων βλαστικών κυττάρων βλαστικών κυττάρων βλαστικών κυττάρων ::::

� Μυελό των οστών

� Αίµα οµφάλιου λώρου

� Περιφερικό αίµα

Τα αιµοποιητικά βλαστικά κύτταρα είναι: CD34 + / CD45dim / SSClow / FSClow to 

intermediate.

Πηγές βλαστικών κυττάρων και οι δυνατότητές τους Πηγές βλαστικών κυττάρων και οι δυνατότητές τους Πηγές βλαστικών κυττάρων και οι δυνατότητές τους Πηγές βλαστικών κυττάρων και οι δυνατότητές τους 



Η κατανοµή Η κατανοµή Η κατανοµή Η κατανοµή τους στους τους στους τους στους τους στους ιστούςιστούςιστούςιστούς::::

Κύτταρα που εκφράζουν το CD34 συνήθως τα συναντάµε στον οµφάλιο λώρο και το µυελό των 

οστών -τα αιµοποιητικά κύτταρα, σε ένα υποσύνολο των µεσεγχυµατικών βλαστικών κυττάρων, 

στα ενδοθηλιακά προγονικά κύτταρα, στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αιµοφόρων αγγείων, όχι 

όµως στα λεµφαγγεία, & σε ένα υπό-πληθυσµό δενδριτικών κύτταρων. 

Τα ανθρώπινα αρχέγονα αιµοποιητικά κύτταρα εκφράζουν το CD34- HSC’s (Hematopoietic Stem 

Cells) , το οποίο δε εκφράζεται στα ποντίκια.



Η λειτουργία Η λειτουργία Η λειτουργία Η λειτουργία ::::

Το CD34 εκφράζεται στους πρώιµους αιµοποιητικούς και αγγειακούς ιστούς. Ωστόσο, λίγα είναι 
γνωστά για την ακριβή λειτουργία του.

Το CD34 είναι επίσης ένα σηµαντικό µόριο προσκόλλησης και είναι απαραίτητο ώστε τα Τ κύτταρα 
να εισέλθουν  στους λεµφαδένες. 

Ανεξάρτητα από τον τρόπο δράσης του, υπό όλες τις συνθήκες  το CD34 έχει δειχθεί ότι διευκολύνει 
τη “µετανάστευση” των κυττάρων.

Η διεύρυνση της χρήσης βλαστικών κυττάρων σηµαίνει ότι µια µέθοδος που µε ακρίβεια και γρήγορα 
ποσοτικοποιεί  τα CD34 + κύτταρα είναι πολύ αναγκαία. 

Μια τέτοια µέθοδος είναι η κυτταροµετρία ροής.Μια τέτοια µέθοδος είναι η κυτταροµετρία ροής.Μια τέτοια µέθοδος είναι η κυτταροµετρία ροής.Μια τέτοια µέθοδος είναι η κυτταροµετρία ροής.



Το Το Το Το πρωτόκολλο πρωτόκολλο πρωτόκολλο πρωτόκολλο ISHAGE ISHAGE ISHAGE ISHAGE (International Society for Hematotherapy and Graft Engineering) 

µετατράπηκε σε µέθοδο µίας τεχνικής ( κυτταροµετρία) δίνοντας µας τη µέγιστη διαθέσιµη 

πληροφορία από τις εξής παραµέτρους:

• Χαρακτηριστικά σκέδασης και µεγέθους (FSC, SSC)

• Έκφραση CD34 (αρχέγονα και προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα)

• Έκφραση έντασης intensity CD45 (παν-λευκοκυτταρικός δείκτης)

• Έκφραση 7- ακτινοµυκίνης D (7-AAD) (δείκτης βιωσιµότητας κυττάρων)

ISHAGE Gating Strategy – derived from ISHAGE 

Gating Protocol (Sutherland et al (1996)) 



Ο συνδυασµός των παραµέτρων µε τη στρατηγική των διαδοχικών Boolean οριοθετήσεων µας δίνει 

δυνατότητα εφαρµογής σε:

•αίµα

•προϊόντα λευκαφαίρεσης

•καθαρά εναιωρήµατα CD34+ κυττάρων

•αίµα οµφαλίου λώρου

•δείγµατα µυελού των οστών

•ταυτόχρονη χρώση µονοκλωνικών CD34 και CD45:

1. αποκλεισµό των θραυσµάτων (debris) και των δεδοµένων µε µη ειδική χρώση από την ανάλυση

2. δηµιουργία ενός αξιόπιστου παρονοµαστή (WBC) απ’ όπου είναι δυνατή η µέτρηση των CD34+

κυττάρων

3. διάκριση των µη κακοήθων αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων, (έκφραση σχετικά χαµηλών 

επιπέδων CD45 στην επιφάνειά τους), από τα λεµφοκύτταρα και τα µονοκύτταρα ,(έκφραση σε 

υψηλά επίπεδα), και ταυτοποίησή τους βάση της έκφρασης CD45/ SSC, (όπως των 

λεµφοκυττάρων, µονοκυττάρων και κοκκιοκυττάρων).



Με ένα κυτταρόµετρο ροής σχεδιασµένο για να παρέχει απόλυτο αριθµό κυττάρων, µετράµε 

άµεσα τον πραγµατικό αριθµό των κυττάρων CD34 + (x10 ^ 6 κύτταρα / µL) στο δείγµα και 

την βιωσιµότητά τους (%) ::::



Γιατί να προσδιορίσουµε τα αρχέγονα αιµοποιητικά  Γιατί να προσδιορίσουµε τα αρχέγονα αιµοποιητικά  Γιατί να προσδιορίσουµε τα αρχέγονα αιµοποιητικά  Γιατί να προσδιορίσουµε τα αρχέγονα αιµοποιητικά  κύτταρακύτταρακύτταρακύτταρα ;;;;

1. Για να προσδιορίσουµε πότε πρέπει να εκτελέσουµε µεταµόσχευση µυελού των οστών µε την 

χρήση των βλαστικών κυττάρων.

2. Για να προσδιορίσουµε αν θα συνεχιστεί η διαδικασία της αφαίρεσης.

3. Για να εκτιµήσουµε την βιωσιµότητας των κυττάρων του µυελού των οστών και του αίµατος 

οµφαλίου λώρου.

4. Γιατί ο απόλυτος αριθµός των CD34 + είναι καίρια παράµετρος για µια επιτυχή 

µεταµόσχευση.

5. Γιατί τα βλαστικά κύτταρα απαριθµούνται.5. Γιατί τα βλαστικά κύτταρα απαριθµούνται.



Οι Κλινικές Οι Κλινικές Οι Κλινικές Οι Κλινικές Εφαρµογές Εφαρµογές Εφαρµογές Εφαρµογές ::::

Κύτταρα που χαρακτηρίζονται ως CD34 + και CD38- έχουν αδιαφοροποίητη, πρωτόγονη µορφή. 

∆ηλαδή είναι πολυδύναµα αιµοποιητικά βλαστικά κύτταρα. Έτσι, λόγω της έκφρασης του 

CD34 + , τα αδιαφοροποίητα κύτταρα µπορούν να αναλυθούν.

Τα CD34 + κύτταρα µπορούν να αποµονωθούν από δείγµατα αίµατος χρησιµοποιώντας µεθόδους 

ανοσοφθορισµού ή ανοσοµαγνητισµού.

Χρησιµοποιούνται αντισώµατα  για την ποσοτικοποίηση και τον καθαρισµό των αιµοποιητικών 

προγονικών βλαστικών κυττάρων για την έρευνα και για την κλινική µεταµόσχευση µυελού 

των οστών. των οστών. 

Εγχύσεις  µε CD34 + αιµοποιητικά βλαστικά κύτταρα έχουν εφαρµοστεί στην κλινική πράξη  για 

τη θεραπεία διαφόρων ασθενειών συµπεριλαµβανοµένων την Κάκωση Νωτιαίου Μυελού, 

Κίρρωση του ήπατος και την περιφερική αγγειακή νόσο. 

Η επιστηµονική έρευνα έχει δείξει ότι τα CD34 + κύτταρα είναι σχετικά περισσότερα στους άνδρες 

παρά στις γυναίκες που βρίσκονται στην  αναπαραγωγική τους ηλικία. Η έρευνα έγινε σε 

ασθενείς µε κακώσεις στον νωτιαίο µυελό.

(Worldwide Network for Blood and Marrow Transplantation, δηµοσιεύονται στο τεύχος της 28ης Απριλίου του Περιοδικού Journal of 

the American Medical Association). 



Οι µεταµοσχεύσεις περιφερικών προγονικών / αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων του 

περιφερικού αίµατος αποτελούν πλέον θεραπευτική επιλογή για αρκετές κακοήθειες. 

Το αιµοποιητικό σύστηµα του ασθενούς ή του δότη διεγείρεται προς παραγωγή πολυδύναµων 

αρχέγονων κυττάρων (stem cells), τα οποία εγκαταλείπουν το µυελό των οστών και 

κυκλοφορούν στο περιφερικό αίµα.

Το 2006 πραγµατοποιήθηκαν παγκοσµίως 50.417 µεταµοσχεύσεις αιµοποιητικών βλαστικών 

κυττάρων (οι ερευνητές εξαίρεσαν ασθενείς που υφίσταντο µεταµόσχευση για δεύτερη ή τρίτη 

φορά).

Οι κυριότερες ενδείξεις ήταν λεµφοϋπερπλαστικές διαταραχές, αντιπροσωπεύοντας πάνω από τις 

µισές αιµοποιητικών βλαστικών κυττάρων µεταµοσχεύσεις (54,4%), και λευχαιµίες (33,8%). 

Άλλες ενδείξεις ήταν συµπαγής όγκοι (5,8%), καλοήθεις διαταραχές (5,1%) και µη συγκεκριµένες 

ασθένειες (1%).



Ο µεγαλύτερος αριθµός των µεταµοσχεύσεων πραγµατοποιήθηκε στην Ευρώπη (24.216 

µεταµοσχεύσεις; 48% του συνόλου), όπου για τους σκοπούς της µελέτης συµπεριλαµβάνονται η 

Τουρκία και το Ισραήλ. ∆εύτερη έρχεται η Αµερική (17.875 µεταµοσχεύσεις; 36%), µετά η Ασία 

(7.096; 14%) και τέλος η Ανατολική Μεσόγειος και η Αφρική (1.230; 2%).

Βλαστικά κύτταρα λαµβάνονται από το µυελό των οστών, από περιφερικό ή οµφαλοπλακουντιακό 

αίµα, και συλλέγονται από του ίδιους τους ασθενείς (αυτόλογη) στο 57% των περιπτώσεων και συλλέγονται από του ίδιους τους ασθενείς (αυτόλογη) στο 57% των περιπτώσεων και συλλέγονται από του ίδιους τους ασθενείς (αυτόλογη) στο 57% των περιπτώσεων και συλλέγονται από του ίδιους τους ασθενείς (αυτόλογη) στο 57% των περιπτώσεων και 

από γενετικά διαφορετικά άτοµα (αλλογενής) στο 43% των περιπτώσεων.από γενετικά διαφορετικά άτοµα (αλλογενής) στο 43% των περιπτώσεων.από γενετικά διαφορετικά άτοµα (αλλογενής) στο 43% των περιπτώσεων.από γενετικά διαφορετικά άτοµα (αλλογενής) στο 43% των περιπτώσεων.

Οι περισσότερες από τις αυτόλογες µεταµοσχεύσεις πραγµατοποιήθηκαν σε Αµερική και Ευρώπη, 

ενώ οι αλλογενείς είναι πιο συνηθισµένες σε Ασία, Ανατολική Μεσόγειο και Αφρική. ενώ οι αλλογενείς είναι πιο συνηθισµένες σε Ασία, Ανατολική Μεσόγειο και Αφρική. 



Επίδραση Επίδραση Επίδραση Επίδραση κατά την φύλαξη του κατά την φύλαξη του κατά την φύλαξη του κατά την φύλαξη του δείγµατοςδείγµατοςδείγµατοςδείγµατος::::

Ο αριθµός των CD34+ κυττάρων επηρεάζεται από ποικιλία παραγόντων όπως:

•άµεση επεξεργασία του δείγµατος

•απαραίτητη χρήση του 7-AAD για τον αποκλεισµό των νεκρών κυττάρων από την µέτρηση των 

CD34+ κυττάρων (συνδυασµός της µε τις φθορίζουσες ουσίες FITC και PE) - κυρίως σε περιπτώσεις:

1. δειγµάτων µυελού των οστών

2. αίµα οµφαλίου λώρου

3. προϊόντων λευκαφαίρεσης άνω των 4 ωρών

4. δειγµάτων που έχουν υποστεί επεξεργασία

•Για µια έγκυρη απάντηση απαιτείται µέτρηση 75,000 κυττάρων ή 100 αρχέγονων/προγονικών 

αιµοποιητικών κυττάρων (stem cells)



Εάν το λογισµικό δεν υπολογίζει τον απόλυτο αριθµό των CD34+ κυττάρων, τότε χρησιµοποιούµαι 

την ακόλουθη σχέση:

CD34+ κύτταρα/µL =         αριθµός CD34+ κυττάρων (περιοχή D) x B x DF

------------------------------------------------

αριθµός beads (περιοχή G)

DF : ο παράγοντας αραίωσης του δείγµατος και 

B : η συγκέντρωση σφαιριδίων / * Τελικό αποτέλεσµα: ο µέσος όρος των δύο σωληνάριων

Απαιτείτε ιδιαίτερη προσοχή σε δείγµατα µε απόλυτο αριθµό CD34+ στην περιοχή D < 100, καθώς 

παρατηρείται µείωση στην επαναληψιµότητα της µεθόδου εξαιτίας του χαµηλού µετρούµενου 

αριθµού κυττάρων.



Figure 1:  Gating strategy in cord 

blood samples. Data collected in a 

CYTOMICS FC 500 (Beckman                                                          

Coulter)   analyzer.   

Histogram 1: displays viable events 

from region J (7-AAD negative).  

Positioned region A to include all 

CD45+ events (leukocytes) while 

excluding CD45- events. Positioned 

region E to include only lymphocytes.  

Histogram 2: displays events from 

region A and J.  Adjusted region   B 

to surround CD34+ HPC events.  

Histogram 3: displays events from A 

and B and J.  Adjusted region C to 

include cells forming a cluster with 

characteristic CD34+ HPC. 

Histogram 4:  displays events from   

A and B and C and J.  Lymph/Blast A and B and C and J.  Lymph/Blast 

region D identifies a cluster of 

events meeting all the fluorescence 

and light scatter criteria of 

ISHAGE Guidelines for CD34+ 

HPC.  

Histogram 5: displays all events. 

This histogram is useful to visualize 

the lower limit of CD45 expression 

within the CD34+ events. 

Histogram 6:  displays events from E 

and J regions.  

Histogram 7: displays events from 

region H. Region J encloses the Stem-

Count Fluorospheres singlet 

population. 

Histogram 8: displays events from 

region A. Viable events are included 

within region J.



� Κατά την χρήση σωληνάριων απόλυτου αριθµού και όχι µικροσφαιριδίων, ο υπολογισµός του 

απόλυτου αριθµού των κυττάρων  θα πρέπει να γίνεται σύµφωνα µε τις οδηγίες του 

κατασκευαστή.

� Όταν τα µετρούµενα σφαιρίδια είναι πολύ µικρά η δηµιουργία threshold πρέπει να γίνεται σε µία 

παράµετρο φθορισµού και όχι στο FSC.

� Τα πλεονεκτήµατα από τη χρήση σωληνάριων απόλυτου αριθµού είναι η µείωση στην απαίτηση 

προσεκτικής εναιώρησης και κατά του πιπεταρίσµατος των µετρούµενων σφαιριδίων. 

Απαραίτητο το σωστό πιπετάρισµα στις ακόλουθες περιπτώσεις:

� προαραίωσης του δείγµατος

� µεταφοράς δείγµατος στο σωληνάριο

� κατά την προετοιµασία ορισµένων τύπων δειγµάτων (π.χ. λύση/no wash), όπως το αίµα του 

οµφαλίου λώρου, παρατηρείται κάποιες φορές ένα πολύ µεγάλο ποσοστό θραυσµάτων . Η λύση 

είναι η δηµιουργία οριοθέτησης µε αποκλεισµό των CD34-CD45- στο 8ο ιστόγραµµα πριν την 

απόκτηση των δεδοµένων  µε αποτέλεσµα τον αποκλεισµό ενός µεγάλου ποσοστού θραυσµάτων 

από το list mode αρχείο.



Η Η Η Η Αναφορά Αναφορά Αναφορά Αναφορά ∆εδοµένων∆εδοµένων∆εδοµένων∆εδοµένων::::

•Η Αναφορά των δεδοµένων δίνεται ως απόλυτος αριθµός live CD34+ κυττάρων:

•Η αναφορά της βιωσιµότητας του δείγµατος παίζει σηµαντικό ρόλο στο αποτέλεσµα.  Θεωρείται 

απαραίτητη για την γενική εκτίµηση της ποιότητας ενός δείγµατος, ιδιαίτερα σε περιπτώσεις 

δειγµάτων αίµατος οµφαλίου λώρου αλλά και σε δείγµατα που έχουν αποθηκευτεί / κρυοσυντηρηθεί 

πάνω από 4 ώρες.

• Στα προϊόντα λευκαφαίρεσης που έχουν αποθηκευτεί κατά τη διάρκεια της νύκτας πρέπει να 

γίνεται πάντα επανέλεγχος, ώστε να εκτιµήσουµε την βιωσιµότητα τους πριν την κρυοκατάψυξη.

•Στην περίπτωση προϊόντων λευκαφαίρεσης και δειγµάτων αίµατος οµφαλίου λώρου, ο υπολογισµός •Στην περίπτωση προϊόντων λευκαφαίρεσης και δειγµάτων αίµατος οµφαλίου λώρου, ο υπολογισµός 

απόλυτου αριθµού CD34+ κυττάρων γίνεται ανά κιλό βάρους του ασθενή και η εκτίµηση, (απόλυτου 

αριθµού), για την χρήση τους σε µεταµόσχευση γίνεται από τον θεράπων ιατρό.

Συµπερασµατικά:Συµπερασµατικά:Συµπερασµατικά:Συµπερασµατικά:

� ο απόλυτος αριθµός των CD34+ κυττάρων στο δείγµα

�ο όγκος του ασκού των προϊόντων της λευκαφαίρεσης ή του δείγµατος αίµατος οµφαλίου λώρου

� το βάρος του ασθενούς



Τα Όρια Τα Όρια Τα Όρια Τα Όρια Αναφοράς Αναφοράς Αναφοράς Αναφοράς ::::

� Σε πολλά εργαστήρια εύρος  < 5-10 CD34+ κύτταρα/µL (threshold) είναι απαγορευτικό για την 

υποβολή του ασθενούς σε διαδικασία λευκαφαίρεσης.

� Η συγκέντρωση WBC < 0.7 x 109 κύτταρα/µL µας προειδοποιεί ότι ίσως να είναι ακατάλληλη η 

διαδικασίας λευκαφαίρεσης, µιας και σε τόσο χαµηλά επίπεδα αίµατος ο ακριβής καθορισµός της 

στοιβάδας των µονοπύρηνων θα αποτελέσει πρόβληµα κατά τη διάρκεια της διαδικασίας της 

λευκαφαίρεσης.

� Ο απόλυτος αριθµός των CD34+ κυττάρων ανά κιλό βάρους του ασθενή είναι συνήθως 

2-3 x 106 κύτταρα/kg ,για µία και µόνο διαδικασία µεταµόσχευσης.



Σας ευχαριστώΣας ευχαριστώ


