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Unowoczesnienie diagnostyki nocnej napadowej hemoglobinurii
— wstepne wyniki badan przy uzyciu odczynnika FLAER

Modernization of paroxysmal nocturnal haemoglobinuria diagnostics — preliminary results using

FLAER reagent

Justyna Spychalska, Barbara Zupanska, Monika Btocka, Hanna Pyl, Ewa Brojer

STRESZCZENIE

Przesiewowym testem FLAER przebadano 50 probek krwi od pacjentéw
diagnozowanych w kierunku nocnej napadowej hemoglobinurii (paro-
xysmal nocturnal haemoglobinuria; PNH). Wyniki poréwnano z wyni-
kami badan rutynowych z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych
anty-CD59 i anty-CD66b na granulocytach obojetnochtonnych oraz
anty-CD59 na erytrocytach. Czuto$¢ testu (=0,1%) i rozmiar klonu PNH
w tescie FLAER byty catkowicie zgodne z wynikami otrzymanymi za po-
moca przeciwciat anty-CD66b (R? = 0,9991) i wyzsze niz przy uzyciu
przeciwciat anty-CD59. Wstepne wyniki wskazujg, ze zastosowanie
FLAER pozwoli na szybka i tanszg od dotychczas stosowanej diagnosty-
ke PNH oraz rezygnacje z aktualnie uzywanych metod przesiewowych.
Stwierdzono jednak, ze w przypadkach nieprawidtowosci w populacji
granulocytéw nalezy wykona¢ dodatkowe badania z uzyciem wielopa-
rametrowej analizy cytometrycznej komérek krwi.

Stowa kluczowe: nocna napadowa hemoglobinuria, niedokrwistos¢ apla-
styczna, hipoplazja szpiku, pancytopenia, zespoty mielodysplastyczne, cyto-
metria przeptywowa

ABSTRACT

Blood samples of 50 patients diagnosed for paroxysmal nocturnal ha-
emoglobinuria (PNH) were examined using FLAER screening test for the
detection of PNH clone. The results were compared with routine testing
using monoclonal antibodies detecting CD59 and CD66b antigens on
neutrophils and CD59 on erythrocytes. Assay sensitivity (= 0.1%) and
PNH clone size analysed using FLAER and anti-CD66b antibodies was
fully consistent (R? = 0.9991) and higher than with anti-CD59 antibo-
dies. Preliminary results indicate that for diagnosis of PNH the FLAER
based test is quick, reliable and cost-effective. It might seem that the
conventional screening methods could therefore be abandoned. It was
found however, that in some cases of abnormal granulocyte population,
additional studies should be performed using multiparameter flow cyto-
metry blood cell analysis.

Key words: Paroxysmal nocturnal haemoglobinuria, Aplastic anaemia, Bone
marrow hypoplasia, Pancytopenia, Myelodysplastic syndromes, Flow cyto-
metry
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Wstep

Nocna napadowa hemoglobinuria jest nastepstwem
nabytego, klonalnego defektu krwiotwoérczej komor-
ki macierzystej. Przyczyna molekularna choroby jest
mutacja somatyczna w genie PIG-A, zlokalizowanym
na chromosomie X. W konsekwencji mutacji nie
dochodzi do syntezy glikozylofosfatydyloinozytolu

(glycosylphosphatidylinositol; GPI) — kotwicy lipido-
wej, za pomoca ktorej z btona komérkowa zwiazane
sa rozne bialka powierzchniowe. Brak czasteczek
GPI w btonie komérkowej prowadzi do niedoboru lub
calkowitego braku wielu bialek na krwinkach, w tym
inhibitoréw dopelniacza: CD55 i CD59 [1]. Klasyfika-
cja kliniczna choroby oraz podejScie terapeutyczne

Acta Haematologica Polonica tom 43, zeszyt nr 3, lipiec-wrzesien 2012



286

PRACA ORYGINALNA / ORGINAL RESEARCH ARTICLE

a) b) <)
(=3 T
o
g‘ STrm 2
o
& i %
PR =1 I a
£8] Sy 3
= g &y
2 : g®
» 3] gl o
v ©
10.11%
M2 e
=3 o -
~ g—
=) 24
T T o - 'o 104
0 200 40 500 800 1000 0 1 2 3 4 10
X 10 10 10 10
FSC:Height FLAER Alexa 488
d) e) f)
o
3 -
©1r4 I -
"
.y
8] rl Typ It el
- o «
H
|
= |
' o
0] { 2 T =
g . 1 € wy ] 1.519% 0.08%
o w
8 I | M1 S i -
8] ! a
&
110.03% | =
M2 : -
o ! °3
o4 "
x ‘
;
! o
J 2 3 T 71 52 13 4
0 1 2 3 4 10 10 10 10 10 10 10
10 10 10 10 10 CD59 FITC CD59 PE

CDe66b FITC

Ryc. 1. Analiza cytometryczna u pacjenta 26 z AA. (a) cytogram FSC/SSC przedstawiajacy 3 populacje leukocytow (gra-
nulocyty R1, monocyty R2, limfocyty R3). (b) histogram przedstawiajacy wigzanie FLAER do granulocytéw; wieloparame-
trowe badania rutynowe: cytogram przedstawiajacy analize granulocytéw obojetnochtonnych (c), histogramy z ekspresja
antygenéw CD66b (d) i CD59 (e) na granulocytach obojetnochtonnych i cytogram z analiza erytrocytéw o réznym stopniu

defektu typu PNH (f); komoérki dawcy: linia przerywana

Fig. 1. Flow cytometry analysis in patient 26 with AA: FSC/SSC cytogram of three populations of leukocytes — granulocytes R1,
monocytes R2, lymphocytes R3 (a). histogram of binding of FLAER to granulocytes (b); routine multiparameter analysis: cytogram
of neutrophiles (c), histograms of CD66b (d) and CD59 (e) on neutrophiles, cytogram with erythrocytes with different level of PNH

deffect (f); blood donor cells: broken line

uzaleznione sa miedzy innymi od rozmiaru klonu
komoérek potomnych z defektem typu PNH, tzn. od
odsetka komoérek GPI ujemnych [GPI ()] we krwi ob-
wodowej pacjenta [2].

Diagnostyka PNH poczatkowo oparta byla na oce-
nie wrazliwosci erytrocytéw na uklad dopelniacza
w tescie Hama i tescie sacharozowym. Od 1995 r.
w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii (IHiT) bada-
nia w kierunku PNH opieraja si¢ na metodzie posred-
niej, polegajacej na ocenie ekspresji biatek zwigza-
nych z GPI na komoérkach krwi za pomoca cytometrii
przeptywowej. Identyfikacja komoérek GPI(-) wymaga
uzycia przeciwcial skierowanych do co najmniej
dwoch antygenéw zwigzanych z GPI na granulocy-
tach i erytrocytach [3]. Przy takim podejSciu ocena
defektu typu PNH nie zawsze jest tatwa, ze wzgledu
na roznice w poziomie ekspresji réznych bialek,
rézny stopien dojrzalosci komoérek, a takze mozliwos¢
wystepowania wrodzonego niedoboru jednego z bia-

tek zwiazanych z GPI [4-7]. Ponadto badania te sa
czasochlonne i kosztowne, poniewaz wymagaja sto-
sowania caltego zestawu przeciwcial monoklonalnych
[8]. W latach 2002-2010 w IHiT stosowano dodatkowo
metode przesiewowq oparta na aglutynacji erytrocy-
tow z przeciwcialami monoklonalnymi anty-CD55
i anty-CD59, ktéra pozwalata na wykrycie 5-10%
erytrocytéw z defektem GPI [9].

W ostatnich latach weszla do uzycia nowa, bez-
posrednia metoda oparta na cytometrycznej ocenie
wiazania do czasteczek GPI na powierzchni leukocy-
tow inaktywowanej aerolizyny sprzezonej z barwni-
kiem fluorescencyjnym (fluorescently labeled aeroly-
sin; FLAER). Wykazano, ze ocena granulocytéw GPI(-)
za pomoca testu wigzania FLAER moze pelnié role
taniego i stosunkowo tatwego w interpretacji badania
przesiewowego [10,11].

Celem prezentowanej pracy jest przedstawienie
wstepnych wynikéw wykrywania komérek GPI(-) oraz
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Ryc. 2. Korelacja pomiedzy rozmiarem klonu PNH ocenio-
nym przesiewowym testem FLAER w populacji granulocy-
tow oraz rutynowa wieloparametrowa analiza granulocytow
obojetnochtonnych z uzyciem przeciwciat monoklonalnych
anty-CD66b (trojkaty) oraz anty-CD59 (kétka)

Fig. 2. The correlation between the PNH clone size analyzed by
FLAER screening test on granulocytes and by multiparameter
analysis neutrophils using anti-CD66b (triangles) and anti-CD59
(circles) antibodies

oceny rozmiaru klonu PNH z uzyciem odczynnika
FLAER we krwi pacjentow, ktorzy byli réwnolegle dia-
gnozowani w kierunku PNH rutynowa wieloparame-
trowa metoda cytometryczna z zastosowaniem prze-
ciwcial monoklonalnych anty-CD59 i anty-CD66b
na granulocytach obojetnochlonnych oraz anty-CD59
na erytrocytach.

Materiat i metody

Badania wykonywano na probkach peitnej krwi po-
branej na EDTA przechowywanych przez 0-48 go-
dzin w temperaturze 2-8°C. Przebadano 50 pacjen-
tow — 6 z PNH, 8 z PNH po przeszczepieniu szpiku
kostnego oraz chorych, u ktérych postawiono na-
stepujace wstepne rozpoznanie: 12 — niedokrwistos¢
aplastyczna (aplastic anaemia; AA), 9 - zesp6l mie-
lodysplastyczny (myelodysplastic syndrome; MDS),
4 - pancytopenia, 6 — hipoplazja szpiku lub inne za-
burzenia w szpiku prowadzace do cytopenii dwoch
linii komérkowych we krwi obwodowej, 1 — osteomie-
lofibroza, 1 — przewlekla biataczka szpikowa (chronic
myelogenous leukaemia; CML), 2 - hemoglobinuria
o nieznanej przyczynie, 1 — zakrzepica zyly wrotne;j.

Przesiewowy test FLAER

Pelng krew poddano lizie erytrocytéw. Leukocyty in-
kubowano przez 20 minut z 5 pl odezynnika FLAER
(Alexa fluor 488 proaerolysin, Pinewood Scientific
Services, Canada) o stezeniu 10°¢ M, nastepnie od-
plukano i utrwalono 2% paraformaldehydem. Anali-

z¢ 50 000-100 000 granulocytéw na podstawie FSC/
SSC (wielkos¢/ziarnisto$¢) przeprowadzono w cyto-
metrze przeplywowym FACSCalibur (Becton Dickin-
son) (przykladowy cytogram przedstawia rycina 1A).
Kontrole dodatnia w tescie FLAER stanowily probki
krwi od zdrowych dorostych oséb (dawcow krwi).
Zakres normy dla testu (0,00-0,080%) okreslono na
podstawie badan u 45 dawcéw. Czulosé testu (0,1%),
potwierdzono przy uzyciu mieszanin préobki krwi pa-
cjenta z defektem typu PNH, u ktérego 63% granulo-
cytéw bylo CD66b(-), z krwia dawcy o zgodnej grupie
krwi. Kolejne rozcienczenia zawieraty: 0,00-0,50%
granulocytéw GPI(-).

Wieloparametrowa analiza granulocytéw

Krwinki biale po lizie erytrocytéw znakowano prze-
ciwcialami monoklonalnymi: anty-CD59 FITC lub
anty-CD66b FITC oraz anty-CD15 PE i anty-CD45
PerCP [3]. W cytometrze analizowano 20 000-50 000
granulocytéw obojetnochtonnych CD45(+)/CD15(+)
(przyktad cytogramu na rycinie 1C). Zakres normy
dla testu ustalony na podstawie badan u 12 dawcéw:
0,00-0,09% komorek GPI(-).

Wieloparametrowa analiza erytrocytow

Zawiesing erytrocytéw znakowano przeciwciata-
mi monoklonalnymi anty-CD59 PE i anty-CD235a
FITC. Analizowano 250 000 erytrocytéw CD235a(+)
[11]. Przykladowy cytogram prezentuje rycina 1F. Za-
kres normy dla testu ustalony na podstawie badan
u 33 dawcow: 0,00-0,03% erytrocytéw CD59(-).

Wyniki

Rozmiar klonu PNH okreslony za pomoca odczynni-
ka FLAER poréwnano z rozmiarem klonu na komor-
kach CD45(+)/CD15(+) (granulocyty obojetnochtonne)
ocenianym za pomoca przeciwcial monoklonalnych
anty-CD66b i anty-CD59. Przykladowe histogramy
z analizy cytofluorometrycznej przedstawiono na ry-
cinie 1B, D i E. Wykazano catkowita zgodnos¢ wy-
nikéw pomiedzy odsetkiem granulocytéw FLAER(-)
i CD66b(-) (R? = 0,9991). W przypadku oceny klonu
PNH za pomoca przeciwcial anty-CD59 otrzymano
u 19 pacjentow trzy subpopulacje granulocytéw obo-
jetnochtonnych: z prawidlowa ekspresja CD59 (typ I),
z czgSciowym niedoborem biatka CD59 (typ II) i z cal-
kowitym brakiem biatka CD59 (typ III). Suma ko-
morek typu II i IIl odpowiadata wielkosci klonu PNH
i byta zblizona do wynikéw uzyskanych za pomoca
odczynnika FLAER (R? = 0,7324) (Ryc. 1E, Ryc. 2).
Testem przesiewowym FLAER nie mozna bylo
oceni¢ granulocytow u pieciu chorych. U pacjenta
1. z ciezka AA ocena wigzania FLAER do granulo-
cytéow oraz badanie rutynowe tych komorek z uzy-
ciem przeciwcial nie bylo mozliwe ze wzgledu na
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agranulocytoze (calkowita liczba leukocytéw wyno-
sita 300/pl).

W przypadku pacjenta 2. z MDS na analizowanym
cytogramie nie mozna bylo odréznié¢ dysplastycznych
granulocytéw o zmniejszonej ziarnistosci od monocy-
téw, dlatego tez ocena wiazania FLAER do samych
granulocytéw byla niemozliwa. W badaniach rutyno-
wych u tego chorego wyniki byly rozbiezne: obserwo-
wano 70% granulocytéw z defektem antygenu CD59
(facznie typ II i III komorek) oraz 0,13% granulocytéw
CD66b(-). Badanie erytrocytow nie wykazato obecno-
Sci krwinek GPI(5).

W prébce krwi pacjenta 3. (z pancytopenia) znaj-
dowatly si¢ liczne uszkodzone krwinki biate o zmniej-
szonym wigzaniu FLAER, ktérych nie mozna byto
zréznicowa¢ 2z nieuszkodzonymi granulocytami
i monocytami na podstawie FSC/SSC. W badaniu
rutynowym wykryto 0,57% CD66b(-) i 0,20% CD59(-)
nieuszkodzonych granulocytéw. Podobna trudnosé
sprawiala probka krwi od pacjenta 4. z rozpozna-
niem osteomielofibrozy. Czesciowo uszkodzone gra-
nulocyty, ktére wiazaly stabiej FLAER, dawaly fal-
szywie dodatni wynik testu. W ocenie rutynowej
wynik badania byl niejednoznaczny: analizujac
nieuszkodzone granulocyty, wykryto 0,33% komo-
rek CD66b(-) i 3% CD59(-). Badanie erytrocytéw nie
wykazalo obecnosci klonu PNH.

Probka krwi pacjenta 5. z CML byta trudna do
analizy w tescie FLAER ze wzgledu na obecnos¢
niedojrzalych komoérek o zmniejszonej ziarnistosci
(niemozliwych do zréznicowania na populacje granu-
locytéw i monocytéw na podstawie FSC/SSC na cyto-
gramie), ktoére mialy heterogenne wiazanie FLAER.
W diagnostyce rutynowej wykazano obecnosé 0,5%
komorek CD66b(-) i 0,51% komoérek CD59(-). W popu-
lacji erytrocytéw nie wykryto komoérek GPI(-).

U pozostatych 45 pacjentéw na podstawie para-
metréw FSC/SSC nie bylo trudnosci z ocena granulo-
cytow za pomoca przesiewowego testu FLAER. W tej
grupie najmniejszy odsetek granulocytow GPI(-) iden-
tyfikowany za pomoca testu przesiewowego FLAER
(potwierdzony ocena antygenéow CD59 i CD66b)
wynosit 0,12%.

W testach rutynowych u czterech chorych otrzy-
mano wyniki niejednoznaczne - defekt dotyczyt jed-
nego biatka zwigzanego z GPI. U pacjenta 6. z MDS
wynik testu FLAER byt ujemny (0,02% granulocytéw
FLAER ujemnych), natomiast wykryto u niego 1,25%
granulocytow CD66b(-). Ekspresja antygenu CD59 na
granulocytach i erytrocytach byta prawidlowa. Bada-
nie erytrocytow nie jest tu rozstrzygajace, poniewaz
pacjent przebyt liczne transfuzje KKCz. U pacjenta 7.
z MDS wykryto 0,07% granulocytéw FLAER(-), a wiec
wynik testu byl ujemny, natomiast wykazano u niego
0,81% granulocytow CD59(-) oraz brak granulocytow
CD66b(4) i erytrocytow CD59(-).

U pacjenta 8. z hipoplazja szpiku w tescie FLAER
wykryto 0,05% granulocytéw FLAER() (wynik
ujemny), podczas gdy w diagnostyce rutynowej wyka-
zano 1,11% granulocytéw CD59(-) oraz prawidlowa
ekspresje CD66b na granulocytach i CD59 na ery-
trocytach. U pacjenta 9. z hipoplazja szpiku wynik
testu FLAER byt dodatni (0,12% granulocytow FLAER
ujemnych). W rutynowych badaniach wykryto 0,10%
granulocytéw CD66b(-) oraz prawidlowa ekspresje
CD59 na granulocytach i erytrocytach.

W pozostalych 41 przypadkach wyniki testu
przesiewowego FLAER w porownaniu z rutynowo
stosowana metoda diagnostyczna oparta na wia-
zaniu przeciwcial monoklonalnych anty-CD66b
do granulocytéw obojetnochionnych bylty catkowi-
cie zgodne. Testem przesiewowym FLAER wykryto
klon PNH (powyzej 0,1% granulocytéw z defektem)
u 23/41 chorych: 6/6 pacjentow z PNH, 1/8 z PNH
po przeszczepieniu szpiku, 10/12 z AA, 1/9 z MDS,
2/6 z hipoplazja szpiku, 2/4 z pancytopenia oraz 1/2
z hemoglobinuria. Poréwnanie wielkosci klonu u tych
os6b w tescie FLAER z wynikami badan granulocy-
tow obojetnochtonnych i erytrocytéow wykonanych
testami rutynowymi prezentuje tabela I.

Omowienie wynikow

Badanie opierajace si¢ na ocenie wigzania FLAER
do granulocytow jest badaniem swoistym — pozwolito
na potwierdzenie obecnosci klonu PNH u wszystkich
pacjentow, u ktorych klon ten wykryto za pomoca
dotychczas stosowanych metod. W niniejszej pracy
wykazaliSmy, ze czulos¢ testu przesiewowego FLAER
wynosi 0,1%. Podobne wyniki prezentuja Battiwalla
i wsp. [12]. Czulos¢ testu FLAER jest poréwnywalna
z czuloScia uzyskiwana przy uzyciu metody opartej
na analizie ekspresji antygenu CD66b na granulo-
cytach obojetnochlonnych. W badanym zakresie
(0,1-97,4%) wykazano, ze wyniki obu metod wyka-
zuja wysoki stopien korelacji (R? = 0,9991) (Ryc. 2).

Test FLAER jest natomiast dokladniejszy w oce-
nie rozmiaru klonu granulocytéw niz test z uzyciem
przeciwcial monoklonalnych anty-CD59 (Ryc. 2).
Podobne obserwacje mieli inni autorzy [13,14]. Przy-
puszcza sig¢, ze na zanizanie wartosci odsetkowej
komoérek z defektem typu PNH ocenionym na pod-
stawie ekspresji antygenu CD59 moga mieé¢ wplyw
transfuzje krwi i pasaz mikroczastek zawierajacych
CD59 z erytrocytow dawcy na erytrocyty i granulo-
cyty pacjenta [14].

We wszystkich przypadkach z wykrytym klonem
PNH odsetek granulocytow FLAER(-) byt wiekszy niz
odsetek erytrocytéw z defektem CD59 (Tab. I). Wyniki
wskazuja, ze ocena populacji granulocytéow w bada-
niu cytometrycznym w kierunku PNH jest metoda
czulsza i doktadniejsza niz ocena erytrocytéw. Sg one
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Tabela I. Wyniki oceny klonu PNH u 23 chorych dokonanej przy uzyciu testu przesiewowego FLAER w populacji granulocytéow oraz
za pomocg wieloparametrowej analizy z réznymi przeciwcialami monoklonalnymi w populacji granulocytéw obojetnochfonnych i

erytrocytow

Table 1. The results of PNH clone size in 23 patients examined by FLAER screening test on granulocytes and by multiparameter tests with various antibodies

on neutrophiles and erythrocytes

. wstepne
pacjent rozpoznanie granulocyty

FLAER-
10 PNH 40,34
11 PNH 46,16
12 PNH 94,31
13 PNH 97,26
14 PNH 22,99
15 PNH 75,52
16 PNH/ przeszczepienie szpiku 3,03
17 AA 1,45
18  AA 17,15
19 AA 2,22
20 AA 38,47
21 AA 1,42
22 AA 0,16
23 AA 44,55
24 AA 87,69
25 AA 62,40
26 AA 10,11
27 MDS 32,96
28 hipoplazja szpiku 91,83
29 hipoplazja szpiku 0,52
30 pancytopenia 0,40
31 pancytopenia 95,43
32 hemoglobinuria 76,44

% komorek z defektem typu PNH

CD45+/CD15* CD45+/CD15* CD235a*
CD66b- CD59 11+l CD59 1+l
39,69 41,35 21,50
48,77 48,58 18,42
95,02 84,82 59,59
97,41 96,00 10,33
21,67 14,81 16,73
75,25 71,94 43,01
2,91 1,64 1,30
1,29 0,17 0,31
17,71 10,99 nb.
2,43 2,64 0,12
35,16 35,99 25,58
1,54 0,44 0,20
0,15 0,04 0,15
40,78 37,55 12,90
87,11 85,22 nb.
63,03 52,08 13,82
10,03 4,80 1,59
32,81 21,16 2,65
92,83 92,70 33,92
0,57 0,52 0,70
0,41 0,10 0,06
95,98 97,26 58,29
78,43 10,01 33,80

n.b. — nie badano, PNH — nocna napadowa hemoglobinuria, AA — niedokrwistos¢ aplastyczna, MDS — zespot mielodysplastyczny, FLAER — znakowana fluorescencyjnie

aerolizyna

n.b. — not tested, PNH — paroxysmal nocturnal haemoglobinuria, AA — aplastic anaemia, MDS — myelodysplastic syndrome, FLAER — fluorescently labeled aerolysin

zgodne z wczesniejszymi doswiadczeniami wiasnymi
[3] oraz wynikami innych osrodkéw [9,11]. Przyczyna
falszywie zaniZzonego odsetka erytrocytéw z defektem
typu PNH moga byé transfuzje krwi poprzedzajace
badanie i przyspieszona hemoliza krwinek GPI(-).
Dlatego tez oceng erytrocytéw nalezy traktowac jako
badanie uzupelniajace, a nie, jak dotychczas, jako
badanie podstawowe w kierunku PNH [8].

Badanie granulocytéw z uzyciem FLAER sprawito
trudnosci techniczne w przypadkach wystepowania
u chorego zaburzen w szpiku kostnym zwiazanych
z cechami odmlodzenia linii mieloidalnej, dysplazji,
agranulocytozy oraz w przypadkach, gdy krwinki
biate we krwi dostarczonej do laboratorium byty
uszkodzone. Wg Sutherland i wsp., niedojrzate prawi-
dlowe leukocyty oraz komorki blastyczne w biatacz-
kach wykazuja wicksze wiazanie FLAER niz komorki

GPI(-) w PNH, ale zawsze nizsze niz prawidlowe gra-
nulocyty, monocyty i limfocyty [15]. Wstepne wyniki
wskazuja, ze w powyzszych sytuacjach niezbedne jest
zastosowanie dodatkowych przeciwcial monoklonal-
nych skierowanych do antygenéw powierzchniowych
bedacych markerami linii komoérkowej granulocytow
(CD45, CD15) oraz przeciwcial skierowanych do bia-
ek zwiazanych z kotwicami GPI, takich jak: CD66b,
CD24, CD16, CD157. Mozna réwniez podja¢ probe
dodatkowej oceny monocytow przy uzyciu przeciw-
cial monoklonalnych do antygenéw CD33 i CD14 lub
CD157 [15-17].

Wedlug ustalonych miedzynarodowych wytycz-
nych, obecnos¢ komoérek typu PNH musi by¢ potwier-
dzona catkowitym brakiem lub niedoborem co najmniej
dwdch bialek zwiazanych z GPI na dwéch liniach komé-
rek krwi [8]. W naszych rutynowych badaniach mieli-
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Smy trudnosci z interpretacja wynikéw defektu typu
PNH przy analizie CD66b i CD59 na granulocytach
obojetnochlonnych u 4 osob. Wigzac to mozna miedzy
innymi z hypogranulacja niektérych granulocytéw
i z nieprawidlowoscia ekspresji r6znych antygenéw na
granulocytach. Zaburzenia takie moga wystepowac
w mielodysplazjach, ktére zwiazane sa z zaburzeniami
dojrzewania komorek [18,19]. W powyzszych przypad-
kach ocena wigzania FLAER do granulocytéw pozwo-
lita na ustosunkowanie si¢ do rozbieznych wynikow,
w ktoérych defekt dotyczyt tylko jednego z biatek zwia-
zanych z kotwicami GPI.

Whnioski

Wstepne wyniki przeprowadzonych badan wskazuja,
ze zastosowanie testu FLAER pozwoli na szybka i tan-
sza diagnostyke w kierunku PNH oraz na rezygnacje
z mniej miarodajnych metod przesiewowych opartych
na analizie erytrocytow (testy: Hama, sacharozowy,
aglutynacyjny DiaMed, cytometryczna ocena ekspre-
sji CD59 i CD55), a takze w wiekszosci przypadkow
z analizy ekspresji antygenow CD59 i CD66b w popu-
lacji granulocytéw obojetnochlonnych. Stwierdzono
jednak, ze w przypadku nieprawidlowosci w morfolo-
gii granulocytow, ich znacznego odmlodzenia, uszko-
dzenia lub ich niewielkiej liczby nie mozna opierac sie
na tescie FLAER. W takich sytuacjach diagnostyke
PNH nalezy uzupelni¢ ocena ekspresji biatek zwia-
zanych z GPI na dobrze zdefiniowanych populacjach
komorek (granulocyty obojetnochionne i/lub mono-
cyty) za pomoca rutynowej wieloparametrowej anali-
zy cytometrycznej.
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