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INFORMACJE O ARTYKULE ABSTRACT
Historia artykutu: Flow cytometry (FC) has been primarily applied to the diagnosis of hematological malig-
Otrzymano: 28.06.2017 nancies, and thereafter, to detection and quantification of CD34+ cells in bone marrow
Zaakceptowano: 18.07.2017 transplants, and granulocytes in neutropenias and paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
Dostepne online: 27.07.2017 (PNH). In PNH and hereditary spherocytosis, changes in some of the erythrocyte mem-
brane proteins are tested (CD59, CD55, and band 3). The purpose of this paper is to focus
Stowa kluczowe: on the use of FC in RBC testing. With anti-D, -HbF, and -CA (carbonic anhydrase), we can
e cytometria przeplywowa detect RhD+, HbF+, and CA- fetal RBCs in the maternal RhD-, HbF-, and CA+ blood
e przeciek ptodowo-matczyny sample. Obtained results allow to select the appropriate dose of anti-D Ig in the RhD
e erytrofagocytoza prophylaxis of feto-maternal incompatibility, or to detect the cause of fetal anemia.
e CD komérek krwi Expression of antigens and their weak variants, and concentration of specific antibodies,
e przechowywanie KKCz can also be assessed. It is possible to observe changes in selected CD molecules during
e mikroczastki storage of RBC units. If RBCs for transfusion are unavailable, due to patient's unusual

antibody specificity, some of the available RBCs are opsonised, and then phagocytosis
with the recipient monocytes is assessed. The microscopic time-consuming and subjec-
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tive assay is usually used. Stained CD14+ monocytes and CD235a+ erythrocytes are
visible on cytograms as well as their interaction. It makes evaluation of phagocytosis
easier and objective. Microparticles of RBCs released during storage are also detected.
They are 235a+. In differentiation of hemolysis causes, it is important to measure osmo-
tic fragility, and that can be also achieved using FC. Flow cytometry should be applied to

immunohematological testing of red blood cells more often than now.
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Cytometria przeplywowa jest czulg technikg badawczg,
w ktérej ocenia sie pojedyncze komorki, przeptywajgce
przez wigzki $wiatta laserowego. Analizuje si¢ je na cytogra-
mach jako zbiory o okreSlonych cechach wielkosci
i ziarnistoSci oraz charakterystycznych markerach zewnatrz-
lub wewnagtrzkomérkowych uwidocznionych za pomoca
swoistych przeciwcial zwigzanych z barwnikami fluorescen-
cyjnymi. Bada sie zazwyczaj 50 000-500 000 komorek.
W hematologii wykonuje sie w ten sposéb immunofenoty-
powanie komoérek biataczkowych i chtoniakowych, ktére ma
kluczowe znaczenie dla ustalenia rozpoznania, klasyfikacji
i wyboru leczenia choréb rozrostowych. Badaniu podlega
wystepowanie czgsteczek réznicowania CD (cluster of diffe-
rentiation), ktére sg swoiScie charakterystyczne dla poszcze-
gélnych stadiéw hematopoezy oraz dla réznych proceséw
nowotworowych [1]. Za pomocg FC ustala sie liczbe macie-
rzystych komérek krwiotwoérczych CD34+ w materiale do
transplantacji (szpik, komérki z krwi obwodowej). Stosuje
sie tez FC do oceny i réznicowania wrodzonych i nabytych
neutropenii [2]. W nocnej napadowej hemoglobinurii (NNH),
mimo ze gléwnym objawem choroby jest hemoliza krwinek
czerwonych, ocenia sie¢ stan granulocytéw i monocytéw, co
umozliwia postawienie rozpoznania. Chorobowo zmienione
granulocyty i monocyty cechuje brak lub obnizona ekspresja
niektérych czastek CD umiejscowionych na kotwicy gliko-
zylo-fosfatydylo-inozytolowej (GPI), ktérej synteza w NNH
jest zaburzona. Bada sie takze krwinki czerwone i ocenia te,
ktére nie posiadajg lub majg mato inhibitoréw dopelniacza
CD59 (MIRL — membrane inhibitor of reactive lysis) i CD55 (DAF
— decay accelerating factor), zaleznych od ubytku GPI [3]. We
wrodzonej sferocytozie wykonuje sie test EMA (od nazwy
barwnika 5-maleimid eozyny), ktéry stuzy do oceny biatka
prazka 3. Gdy biatko jest defektowe, to wigzanie barwnika
jest obnizone w stosunku do krwinek prawidlowych. Uzy-
skanie warto$ci <75% wigzania w stosunku do krwinek
kontrolnych jest waznym kryterium rozpoznania choroby
[4].

Oprécz powyzszych dwoéch zastosowan FC w badaniu
krwinek czerwonych, inne wykonuje sie w Polsce rzadko.
Niektére z nizej opisanych powinny byé upowszechnione
w laboratoriach diagnostycznych i badawczych.

Badanie przecieku krwinek czerwonych plodu do
krazenia matki (FMH - feto-maternal hemorrhage)

Wiadomo, ze podczas cigzy i szczegdlnie podczas porodu
pewna ilo$¢ krwinek ptodowych moze dostac sie z krazenia
dziecka do sgsiadujacych w lozysku naczyn krwionos$nych
matki. Antygeny tych krwinek mogg uodporni¢ matke i w
kolejnej cigzy doprowadzi¢ do choroby hemolitycznej ptodu/
noworodka (ChHPN). W zalezno$ci od swoistosci przeciwciat,
ich stezenia, podklas IgG i aktywno$ci makrofagéw plodu,
hemoliza moze mie¢ rézny przebieg, ale czesto bywa nasi-
lona, a jej skutkiem jest obrzek plodu, zéttaczka gwaltownie
narastajgca w pierwszych dobach po porodzie, powiekszenie
$ledziony, watroby i serca. Bez leczenia, gtéwnie przetacza-
nia krwi w cigzy i po porodzie, moze doj$¢ do $mierci ptodu
lub noworodka. Ze wzgledu na duza immunogenno$¢ anty-
genu RhD oraz jego obecno$¢ u ponad 80% ojcéw oraz brak

u ok. 20% matek, zagrozenie ChHPN w zakresie RhD jest
najwieksze wsréd antygendéw grupowych. Na przelomie lat
60. i 70. XX wieku wprowadzono profilaktyke konfliktu RhD
polegajaca na podawaniu kobietom RhD ujemnym, po
urodzeniu dziecka RhD dodatniego, immunoglobuliny (Ig)
anty-D w celu zneutralizowania krwinek RhD dodatnich.
W réznych krajach standardowe dawki sg rézne, od 100 ng
do 300 g przeciwcial; w Polsce 150 pg. Mimo ich stosowania
od 1% do 2% kobiet wytwarza przeciwciata anty-D.
W Europie zachodniej i w Ameryce Pélnocnej bada sie
obligatoryjnie kobiety RhD ujemne na obecno$é¢ krwinek
ptodowych w ich krazeniu i sprawdza sie, czy zastosowana
dawka jest odpowiednia. Dodatkowo w tych krajach wpro-
wadzono profilaktyke $rédcigzowsq polegajacg na podawaniu
Ig anty-D w okresie od 28. do 34. tygodnia i zmniejszono
immunizacje do 0,1%. Podstawowym badaniem FMH moze
by¢ test mikroskopowy Kleihauera-Betkego (KB), w ktérym
wykrywa sie krwinki ptodu HbF+ wsréd krwinek matki
z HbA. Hemoglobina ptodowa (HbF) nie ulega elucji
w Srodowisku kwasnym, natomiast krwinki matki pozostajg
w rozmazie krwi jako ,cienie”. Wykrycie objetosci krwinek
wiekszej niz 2 ml jest wskazaniem do wykonania badania za
pomocg FC. Rozpoznaje sie krwinki czerwone plodu na
podstawie ich réznic z krwinkami matki i moze to by¢
obecnos¢ HbF, brak anhydrazy weglanowej (carbonic anhyd-
rase; CA) lub obecno$¢ jakiego$ antygenu, najczesciej RhD
[5, 6].

W réznych oérodkach oceniano poszczegélne testy cyto-
metryczne, zazwyczaj poréwnujac je z testem KB lub
z drugim testem FC. Opinie nie byly jednoznaczne [7, 8].
W naszym zaktadzie przeprowadzono badania poréwnawcze
trzech testéw cytometrycznych i testu KB. Stosowano mie-
szaniny krwinek kobiet z krwinkami z pepowiny o Scisle
okreslonej procentowosci i wykonywano wszystkie testy
w tych samych prébkach. Uzyskane wyniki wskazaly, ze
testy cytometryczne mialy poréwnywalng czulo$é, swoi-
sto$¢, powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ [9]. Jednakze, badajac
kobiety po porodach oraz $ledzgc doniesienia literaturowe,
stwierdzono wystepowanie przypadkéw, w ktérych kazdy
z testow moégt mie¢ ograniczenia [10, 11].

Stosowanie przeciwciat anty-D znakowanych flurorochro-
mem umozliwia wykrycie w prébce krwi RhD ujemnej matki
krwinek RhD dodatnich plodu. Nie mozna mie¢ jednak
pewnosci, ze u wszystkich matek oznaczonych jako RhD
ujemne, ktére posiadajag staby antygen D (i zgodnie
z obowigzujgcymi przepisami sg zaliczane do RhD ujem-
nych), nie zdarzy sie wynik falszywy, poniewaz przeciwcialo
moze zareagowac¢ z takimi krwinkami. Z kolei jest bardzo
prawdopodobne, ze przeciwciala te nie wykryja nawet
duzego FMH, gdy dziecko bedzie mialo stabg odmiane RhD.

Mozna stosowal przeciwcialo anty-HbF, ktére wykrywa
krwinki ptodowe. Mimo zZe HbF zanika stopniowo po poro-
dzie, to jej niewielkie ilodci wystepuja tez u oséb dorostych.
HbF dodatnie krwinki osoby dorostej r6znig sie najczesciej
od krwinek plodu malg zawartoSciag tej hemoglobiny
i stanowig przewaznie 1-2% wszystkich erytrocytéw. Poza
tym osoba dorosta ma zazwyczaj
o Sredniej objetosci (MCV) ponad 20% mniejszej od MCV
krwinek plodu i na cytogramie znajdujg si¢ one w innym
miejscu. Zdarza sie jednak, ze krwinki ptodu nie odrézniajg

krwinki czerwone
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Ryc. 1 - Wykrywanie krwinek czerwonych plodu w prébce krwi matki z zastosowaniem przeciwciat anty-D, anty-HbF

i anty-HbF + anty-CA (P2 - krwinki plodu)

Fig. 1 - Detection of fetal RBCs in maternal blood samples using anti-D, anti-HbF, and anti-HbF+anti-CA (P2 - fetal RBCs)

sie od krwinek matki, szczegélnie gdy ma ona hemoglobino-
patie, talasemie, zespdt przetrwalej hemoglobiny plodowej
lub duza populacje krwinek HbF dodatnich o innej, niewy-
jasnionej etiologii [10]. Wéwczas mozna odréznié jej krwinki
od krwinek plodowych, stosujgc przeciwciata anty-CA,
bowiem anhydraza weglanowa jest enzymem ujawniajacym
sie w krwinkach czerwonych po urodzeniu (oddychanie
ptucami). Krwinki ptodowe sg HbF dodatnie i CA ujemne,
a matki HbF ujemne CA dodatnie, nieliczne HbF dodatnie
i CA dodatnie. Nie mozna wykluczy¢, ze w chorobach krwi
jakas populacja krwinek czerwonych matki bedzie niepra-
widlowa i dlatego CA ujemna [11]. Wniosek z badan jest
w takim razie nastepujacy: testy cytometryczne do oceny
FMH sg bardzo czule, ale czasem, cho¢ bardzo rzadko, moga
by¢é nieswoiste. Wskazana jest mozliwo$¢ wykonania
w laboratorium wiecej niz jednego testu cytometrycznego.

Procedura znakowania krwinek czerwonych ptodu moze
by¢ mniej lub bardziej skomplikowana. Oznaczajgc antygen
powierzchniowy, stosuje sie przeciwcialo bezposrednio
z nim reagujace. Jezeli jest to antygen D, to mozna uzy¢
gotowych sprzezonych z fluorochromem przeciwcial anty-D
(Ryc. 1). Jezeli chce sie szuka¢ réznicy w innych antygenach,
to trzeba uzy¢ przeciwciala o danej swoistoéci, a nastepnie
znakowanego przeciwciala anty-IgG. W obu przypadkach
krwinki pozostaja zywe. Do wykrywania HbF i CA trzeba
podda¢ krwinki utrwaleniu i permeabilizacji, czyli trzeba
uczynié ich blone komérkows przepuszczalng dla przeciw-
cial. Procedura testu moze by¢ opracowana w danym labo-
ratorium. Dobiera sie odpowiednie roztwory, ustala ich
stezenia do permeabilizacji i miareczkuje sie przeciwciata
dla uzyskania optymalnego rozcienczenia. Mozna tez kupic
gotowy zestaw odczynnikéw z instrukcjg krok po kroku dla
danego testu [12].

Ocena iloSciowa FMH umozliwia dobdér odpowiedniej
dawki Ig anty-D dla kobiet RhD ujemnych, rodzacych
dziecko RhD dodatnie. Dodatkowo ma ona znaczenie diag-
nostyczne przy ustaleniu przyczyny nieoczekiwanej niedo-
krwistosci ptodu, ktéra moze byé spowodowana FMH. Jesli
wynik FMH jest ujemny, to poszukuje sie innych przyczyn
np. niedokrwistosci wrodzonej lub nabytej - spowodowanej
patogenem hemolitycznym (parwowirus B19, paciorkowiec,
laseczka zgorzeli) lub nieoczekiwanymi przeciwciatami. Jeze-
li istnieje réznica antygenowa miedzy matkg a dawcg krwi-
nek uzytych do transfuzji doptodowej, to mozna ocenic
efektywnos$¢ transfuzji. Zazwyczaj dobiera sie krwinki

O RhD ujemne, gdyz przed pierwszym przetoczeniem nie
wiadomo, jaka grupe krwi ma pldéd. Jezeli matka jest RhD
dodatnia, to mozna w jej krazeniu szuka¢ krwinek dawcy
RhD ujemnych oraz HbF ujemnych i ewentualnie znalezé
przyczyne braku poprawy stanu plodu, gdy ze wzgledu na
defekt lozyska zaréwno krwinki HbF dodatnie i CA ujemne
plodowe jak i krwinki HbF ujemne i CA dodatnie dawcy
przedostaja sie do krgzenia matki. W takim przypadku,
zaleznie od okresu cigzy i stanu plodu, mozna podjaé
decyzje o cesarskim cieciu i leczeniu noworodka transfuzjg
uzupetlniajgcg [12].

W Polsce nie stosuje si¢ rutynowo badania FMH. Dla
ustalenia dawki Ig anty-D prébka krwi matki powinna by¢
pobrana po uptywie ok. 1 godziny po porodzie, podobnie jak
w przypadku poszukiwania przyczyn niedokrwisto$ci nowo-
rodka, w tym nieoczekiwanej $mierci noworodka. Badanie
powinno sie odby¢ w ciggu 2-3 godzin. Jest to szczegdlnie
wazne, gdy matka ma grupe krwi O, a dziecko A lub B, gdyz
takie krwinki sg niszczone przez przeciwciala anty-A lub
anty-B w jej krazeniu. Pobranie krwi matki dzien lub dwa po
porodzie, szczegbélnie gdy ptéd urodzit sie martwy i nie
wiadomo, jaka mial grupe krwi, a takze przechowywanie
i transport do odleglego laboratorium mogg by¢ przyczyna
wyniku falszywie ujemnego.

Wykrywanie oraz ocena przeciwcial i antygenow

W badaniach immunohematologicznych krwinek czerwo-
nych rutynowo stosuje sie¢ aglutynacyjne techniki serolo-
giczne do wykrywania przeciwciat i antygenéw. Cytometrie
przepltywows, jako technike bardzo czulg wprowadza sie
w celu wykrycia bardzo stabych reakcji. Stuzy ona tez do
iloSciowej oceny przeciwcial i obserwacji zmian w ich liczbie
na powierzchni krwinki lub stezenia w surowicy. Intensyw-
nosé fluorescencji moze byé miarg liczby przeciwciat zwig-
zanych z krwinka czerwong np. w niedokrwistosci autoim-
munohemolitycznej (NAIH) [13], a stworzenie krzywej wzor-
cowej dla surowicy o znanym stezeniu Ig pozwala na ocene
stezenia w innych surowicach, np. u kobiety w cigzy lub dla
celéw produkcyjnych w surowicy immunizowanych daw-
céw, np. Ig anty-D [14].

FC jest jedng z nowoczesnych metod wykorzystywanych
w badaniach nad nowymi ukladami grupowymi oraz sta-
bymi odmianami antygenéw. Stosuje sie jg do poszukiwania
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nowych antygendéw oraz oceny liczby determinant antyge-
nowych [15, 16].

Ocena erytrofagocytozy

Gdy nie mozna znalezé zgodnego antygenowo dawcy dla
biorcy z przeciwcialami skierowanymi do antygenu
powszechnego, wykonuje sie test mikroskopowy MMA
(monocyte monolayer assay). Uzyte sg monocyty z krwi biorcy,
ktére kontaktuje sie z erytrocytami kolejnych dawcéw
optaszczonymi przeciwciatami biorcy. Reakcja zachodzi na
specjalnych szkietkach i ocenia sie ja mikroskopowo. Liczy
sie, ile erytrocytéw zostalo pochlonietych i zaadherowanych
przez monocyty. Wybiera sie tego dawce, ktérego krwinki
najstabiej reagowaly z monocytami biorcy. Ograniczeniem
metody jest subiektywnos$¢ odczytu i niemoznos$é odréznie-
nia na szkietku, czy krwinki czerwone przylegajace do
monocytéw weszly w reakcje z nimi, czy przypadkowo
dotykaja do nich. FC daje w tym zakresie lepsze mozliwosci.
Dla potrzeb odczytu znakuje sie monocyty swoistymi dla
nich przeciwcialami anty-CD14 i erytrocyty swoistymi prze-
ciwcialami anty-CD235a. Na cytogramie widoczne sg od-
dzielnie monocyty, erytrocyty oraz monocyty z erytrocytami.
Odczyt jest obiektywny, bez reakcji falszywie dodatnich
[17, 18] (Ryc. 2).

Badania immunohematologiczne krwinek
czerwonych przechowywanych jako jednostki
koncentratéw przeznaczonych do transfuzji

Od kilku lat rozwaza sie problem jakosci koncentratéw
krwinek czerwonych (KKCz) w kofcowym okresie ich prze-
chowywania (obecnie 42 dni) z leukocytami lub filtrowa-
nych. Prowadzi sie badania kliniczne i laboratoryjne. Ocena
erytrofagocytozy okazala sie przydatna. W koncowym okre-

CD235a-APC

CD14-PE

Ryc. 2 - Cytogram z badania erytrofagocytozy (P2 -
monocyty, P3 - erytrocyty, P4 - monocyty z erytrocytami)
Fig. 2 - Cytogram of erythrophagocytosis test (P2 — monocytes,
P3 - erythrocytes, and P4 — monocytes with erythrocytes)

sie przechowywania wiecej krwinek bylo fagocytowanych
niz wkrétce po pobraniu oraz oddzialywania erytrocyt -
monocyt dotyczyly wiekszej liczby komérek, gdy opta-
szczono ,stare” erytrocyty przeciwcialami, niz gdy badano
tak samo optaszczone krwinki swieze.

W ocenie jakosci $wiezych i przechowywanych KKCz, FC
ujawnila rézna ekspresje nastepujacych wybranych czaste-
czek CD odpowiedzialnych za funkcje zyciowe, starzenie
i usuwanie krwinek czerwonych z krgzenia: CD44, CD47,
CD55, CD58, CD59, CG235a (GPA - glikoforyna A). Okazato
sie, ze ekspresja CD zwigzanych z adhezjg, wymiang
gazowg, ochrong przed hemoliza, mierzona nasileniem
fluorescencji z odpowiednimi znakowanymi przeciwciatami,
istotnie statystycznie zmieniala sie w koncowym okresie
przechowywania, szczegélnie, gdy byly to KKCz niefiltro-
wane, czyli przechowywane w obecnosci leukocytow [19].

W badaniach nad jakoscig KKCz zainteresowanie skupia
sie takze na uwalnianych w trakcie przechowywania mikro-
czgstkach - mikropecherzykach. Cytometria przeplywowa
jest bardzo dobrym narzedziem do ich wykrywania i analizy
ilosciowej [20]. W nadsgczu, uzyskanym po wirowaniu krwi
ocenia sie mikroczgstki, znakujgc je swoistym dla krwinek
czerwonych przeciwciatem anty-CD325a i dla krwinek piyt-
kowych anty-CD41. Poszukuje sie mikroczgstek wsrdd struk-
tur o okreslonej wielkosci, poréwnujac je do standardowych
kulek o réznych S$rednicach, przeznaczonych do badan
metodg FC.

Opornos¢ osmotyczna krwinek czerwonych

Badania immunohematologiczne krwinek czerwonych maja
na celu poszukiwanie przyczyn hemolizy lub sposobu jej
unikniecia. W hematologii do réznicowania przyczyn skro-
conego czasu przezycia erytrocytéw bada sie ich opornosé
osmotyczng. Tradycyjnie mierzy sie ja, dodajac dejonizo-
wang wode do prébki zawiesiny krwinek i obserwuje sie
tempo zwiekszania stezenia uwalnianej hemoglobiny. FC
umozliwia ocene oporno$ci osmotycznej przez pomiar ilosci
pozostatych erytrocytéw po hemolizie w okreslonym czasie
np. co 30 sekund przez 200 lub 300 sekund. Uzyskuje sie
cytogramy dokumentujgce przebieg hemolizy krwinek pa-
cjenta w odniesieniu do krwinek prawidlowych [21] (Ryc. 3).

Problemy techniczne

Krwinki czerwone sg specyficznymi komérkami, sa mate
w stosunku do innych komérek krwi, nie majg jadra
komérkowego, majg malo organelli komérkowych i cyto-
plazmy (wypelnia je hemoglobina), majg szczegblny ksztalt
i duzg elastyczno$¢ oraz blone komoérkows bogatg w kwas
sjalowy nadajacy im ujemny tadunek, dzieki ktéremu odpy-
chajg sie. Pod wplywem zmian w Srodowisku reakcji,
utrwalaniu, wirowaniu, stosowaniu réznych temperatur
mozna spowodowal agregacje erytrocytdw, uzywajac nie-
wlasciwych przeciwciatl aglutynacje. W odczycie w FC nalezy
stosowaé skale logarytmiczng zamiast liniowej, uzywanej
dla krwinek bialych. Przeprowadzona w 2010 roku
analiza artykuléw opublikowanych przez 88 zespoléw
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Ryc. 3 - Gytogram z badania opornosci osmotycznej
Fig. 3 - Cytogram of osmotic fragility test

badawczych wykazala, ze 75% z nich stosowalo procedury
znakowania takie jak dla krwinek biatych, nie uwzgledniajgc

mozliwosci aglutynacji i agregacji, a tym samym uzyskania [4]
falszywych wynikéw [22]. Wdrozenie badan krwinek czerwo-
nych z uzyciem FC jest wyzwaniem dla pracownikéw [5]
laboratoriéw medycznych, jednak po ich rozwigzaniu uzys-
kuje sie nowe bardzo wazne narzedzie do badania krwinek
czerwonych w réznych sytuacjach klinicznych. (6]
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