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Streszczenie

Granulocyty wielojadrzaste, neutrofile, stanowig najwazniejszy element komérkowy wrodzonej odpowiedzi immunologicz-
nej. Powstaja one w szpiku na drodze réznicowania z wielopotencjalnej komérki macierzystej. Kolejne stadia réznicowania
roznig sie pomiedzy soba morfologicznie, zdolno$cig do podziatdow, metabolicznie, a takze ekspresja antygenéw powierzch-
niowych. Niewystarczajaca liczba lub aktywno$¢ neutrofili manifestuje sie zakazeniami, czasem o dramatycznym przebiegu.

Neutropenia jest heterogenng grupa zaburzen charakteryzujgcych sie zwiekszong podatnos$cig na zakazenia bakteryjne.
Najczesciej jest wtorna do dziatania lekéw, czynnikéw $rodowiskowych lub niektérych patogenéw. Moze by¢ jednak wa-
runkowana genetycznie i spowodowana zaburzeniami granulopoezy w nastepstwie zahamowania dojrzewania, wzmozonej
apoptozy lub retencji dojrzatych granulocytow w szpiku. Wykorzystujac réznice w ekspresji antygenéw powierzchniowych
cytometria przeptywowa pozwala na ocene poszczegdlnych stadidéw rozwojowych linii mieloidalnej, umozliwiajac zaréwno
badanie defektéw rozwojowych, ocene nadmiernego niszczenia obwodowego komérek linii mieloidalnej, jak i towarzysza-
cych neutropenii zaburzen w zakresie innych komérek uktadu odpornosciowego. Technika ta pozwala takze na badanie
sprawnos$ci mechanizmow zwigzanych z aktywnoscig béjcza komdrek zernych oraz wykrywanie przeciwciat bedacych przy-
czyna neutropenii powstatej w przebiegu proceséw immunizacyjnych. Przedstawiono wybrane przyktady wykorzystania cy-
tometrii w diagnostyce neutropenii wrodzonej oraz bedacej skutkiem proceséw immunizacji.

Ztozono$¢ patomechanizméw prowadzacych do przewlektej neutropenii sprawia, ze wyniki badan cytometrycznych do-
starczajg informacji komplementarnych do klasycznych badan morfologicznych. Pozwalajg bowiem na zbadanie bardzo
duzej liczby komérek, umozliwiaja réwnoczesna ocene innych niz mieloidalna linii komoérkowych oraz aktywnos$ci enzyméw
kluczowych dla prawidtowej funkcji granulocytéw. Dzieki temu, w wielu przypadkach, mozliwe jest znaczne skrécenie czasu
potrzebnego do ustalenia prawidtowego rozpoznania i wdrozenia wtasciwego postepowania terapeutycznego.

Stowa kluczowe: neutropenia, cytometria przeptywowa, zaburzenia dojrzewania neutrofiléw

Summary

Polymorphonuclear granulocytes, neutrophils, are the most important cellular components of innate immune response.
They are produced in bone marrow during a complex differentiation process from multipotential stem cells. Individual differ-
entiation stages differ in morphology, proliferating ability and metabolic features. Inadequate number or activity of neutrophils
is manifested by infections, which may be extremely severe.

Neutropenia composes a heterogeneous group of disorders with increased susceptibility to bacterial infections. Most usu-
ally, neutropenia is drug-related or secondary to environmental factors or pathogens. It may be also congenital, associated with
defective granulopoiesis due to maturation defects, increased apoptosis or myelokathexis. Differences in expression of surface
antigens among individual myeloid maturation stages make flow cytometry a useful tool in evaluation of granulopoiesis and its
defects, as well as diagnostics of neutropenia associated with other cellular disorders. The technique allows also evaluation
of efficiency of killing mechanisms, as well as detection of anti-granulocyte antibodies causing immune neutropenia. Selected
examples of application of flow cytometry in diagnostics of congenital and immune neutropenia have been presented.

Complexity of pathomechanisms leading to chronic neutropenia makes flow cytometry a very useful tool, providing pieces
of information complementary to classical morphologic studies. It allows analysis of very large number of myeloid cells, si-
multaneous examination of other cell lines, as well as evaluation of activity of enzymes, leading to significant reduction of time
necessary to obtain correct diagnosis and implementation of adequate therapy.

Key words: neutropenia, flow cytometry, neutrophil maturation disorders
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WSTEP

Granulocyty wielojadrzaste, neutrofile, stanowig naj-
wazniejszy element komoérkowy wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej. Powstajg one w szpiku na drodze
réznicowania z wielopotencjalnej komorki macierzyste;j.
Kolejne stadia réznicowania, od najmtodszego mielo-
blasta poprzez promielocyt, mielocyt, metamielocyt,
granulocyt z jadrem pateczkowatym po neutrofil z ja-
drem segmentowanym, réznig sie pomiedzy sobg mor-
fologicznie, zdolnoscig do podziatéw, metabolicznie,
a takze ekspresjg antygendéw powierzchniowych (1).
Dojrzewanie od etapu mieloblasta do dojrzatego neu-
trofila z jadrem podzielonym trwa okoto 10-12 dni.
Neutrofile sg komoérkami krétkozyjacymi (12-72 go-
dzin), lecz dzieki ekspresji swoistych receptoréow uta-
twiajacych toczenie, wigzanie i przyleganie do $rod-
btonka naczyniowego i produkcji licznych cytokin i
chemokin moga dziata¢ w pierwszej linii obrony (2, 3).
Granulocyty wielojadrzaste odgrywajg zasadniczg role
w odpowiedzi zapalnej na zakazenia bakteryjne i grzy-
bicze (4, 5), gojeniu ran i sterowaniu odpowiedzig im-
munologiczng (6). Niewystarczajgca liczba lub aktyw-
no$¢ neutrofili manifestuje sie zakazeniami, czasem o
dramatycznym przebiegu.

Neutropenia jest to obnizenie catkowitej liczby neu-
trofiléw we krwi obwodowej ponizej 1500 komorek/mm3,
najczesciej wtérnie do dziatania czynnikéw $rodo-
wiskowych, niektérych patogendéw lub lekéw. Moze
by¢ jednak spowodowana obecnoscig auto- lub allo-
przeciwciat, wzglednie powstawaé w wyniku defektow
genetycznych (4). Zmniejszenie catkowitej liczby neu-
trofili ponizej 1000 komoérek/mm?® wigze sie ze zwiek-
szonym ryzykiem zakazen, natomiast ciezkich infekcji
— po zmniejszeniu liczby neutrofili ponizej 500 komo-
rek/mm? (7). Ze wzgledu na fizjologiczne zmiany licz-
by neutrofili w ré6znych grupach wiekowych definicja
neutropenii zmieniona zostata dla dzieci pomiedzy 2. a
24. miesigcem zycia, dla ktérych za neutropenie uwaza
sie spadek liczby neutrofili ponizej 1000 komérek/mm?
(8,9).

Za neutropenie wrodzong uwaza sie wszystkie
uwarunkowane genetycznie defekty zwigzane ze
zmniejszeniem liczby neutrofili (10). Jest to hetero-
genna grupa zaburzen charakteryzujgcych sie zwiek-
szong podatnoscig na zakazenia bakteryjne, spowo-
dowang zaburzeniami granulopoezy w nastepstwie
zahamowania dojrzewania, wzmozonej apoptozy lub
retencji dojrzatych granulocytéw w szpiku. Nieprawi-
dtowym wynikom badania morfologicznego krwi ob-
wodowej i szpiku towarzyszg charakterystyczne obja-
wy kliniczne.

Cytometria przeptywowa jest technikg analityczng
pozwalajacg na szybki pomiar rozproszonego $wiatta
lub sygnatéw fluorescenciji emitowanych przez od-
powiednio naswietlone komorki. Umozliwia zaréwno
jakosciowa, jak i ilosciowg ocene witasciwosci fizycz-
nych i biologicznych komérek oraz niektérych ich skta-
dowych. Metoda ta zostata odkryta jako ulepszenie
mikroskopu fluorescencyjnego i cechuje sie wysoka
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wydajnoscig, ktéra pozwala na analizowanie réznych
parametrow w duzej liczbie komoérek, w stosunkowo
krétkim czasie. W ostatnich latach cytometria przepty-
wowa stata sie wazng technika stosowang w diagno-
styce i monitorowaniu réznych zaburzen komérko-
wych, nie tylko pierwotnych niedoboréw odpornosci
zwigzanych z defektami limfocytow, ale takze w ocenie
zaburzen réznicowania i dojrzewania pozostatych linii
hematopoetycznych (11), umozliwiajac zaréwno bada-
nie defektéw rozwojowych linii mieloidalnej, jak i oce-
ne nadmiernego niszczenia obwodowego, sprawnosci
mechanizmdw zwigzanych z aktywnosécig béjczg komo-
rek zernych oraz towarzyszacych neutropenii zaburzen
w zakresie innych komoérek uktadu odpornos$ciowego.
Uzyskane informacje pomagaja w ocenie patomecha-
nizmu choroby, moga réwniez wskaza¢ ewentualne
drogi w postepowaniu terapeutycznym, szczegdlnie w
przypadkach o niejednoznacznym obrazie klinicznym.
Ponizej zostang przedstawione wybrane przyktady wy-
korzystania cytometrii w diagnostyce neutropenii.

OCENA GRANULOPOEZY SZPIKOWEJ

Szpik stanowi ztozong tkanke, zawierajacg komorki
nalezace do wielu linii, znajdujgce sie na réznych eta-
pach rozwoju. Dojrzewaniu granulocytéw, podobnie
jak innych komoérek hematopoezy szpikowej towarzy-
szy zmiana ekspresji antygendéw powierzchniowych,
odzwierciedlajgca poszczegdlne etapy dojrzewania.
Odpowiednie kompozycje przeciwciat monoklonalnych
umozliwiajg skuteczng ocene granulopoezy szpikowej,
z wykorzystaniem np. przeciwciat skierowanych prze-
ciwko molekutom powierzchniowym CD10, CD11b,
CD13,CD16,CD24, CD33, CD34, CD35, CD45, CD49d,
CDe64, CD87, CD117 (tab. 1) (1, 11, 12).

CYTOMETRIA W DIAGNOSTYCE NEUTROPENII,
W KTORYCH GtOWNYM ZABURZENIEM
JEST DEFEKT DOJRZEWANIA LINII MIELOIDALNEJ

Ocena granulopoezy szpikowej przydatna jest w
neutropeniach spowodowanych zahamowaniem doj-
rzewania linii mieloidalnej w szpiku. W niektérych przy-
padkach zaburzeniom granulopoezy towarzyszg takze
zaburzenia ilo$ciowe lub jako$ciowe dotyczace innych
linii komdrkowych.

Ciezka wrodzona neutropenia (severe congeni-
tal neutropenia — SCN) stanowi heterogenna gru-
pe niedoboréw charakteryzujacych sie istotnym
zmniejszeniem liczby neutrofili w szpiku oraz
krwi obwodowej, bedac przyczyna nawracajacych
ciezkich zakazen bakteryjnych, rzadziej grzybi-
czych (13). Mutacje w genie ELANE (dawniej ELA2),
kodujacym elastaze neutrofili, odpowiadajg za oko-
to 50% ciezkiej wrodzonej neutropenii, dziedziczo-
nej w sposéb autosomalny dominujacy, przejawia-
jacej sie w postaci przewlektej lub cyklicznej (14).
Neutropenia spowodowana jest nasileniem apop-
tozy komérek progenitorowych linii granulocytar-
nej, co daje obraz pozornego ,bloku dojrzewa-
nia” na etapie promielocyta lub mielocyta (14, 15).
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Tabela 1. Ekspresja powierzchniowa markeréw charakterystycznych dla poszczegélnych stadidéw rozwojowych linii granulo-
cytarnej obecnych w szpiku. Znaczenie symboli i skrotow: — brak ekspresiji, + staba ekspresja, ++ umiarkowana ekspresja,
+++ silna ekspresja; blast — mieloblast, promielo — promielocyt, mielo — mielocyt, metamielo — metamielocyt, patka — neu-
trofil z jadrem pateczkowatym, segment — neutrofil z jgdrem segmentowanym.

Marker powierzchniowy Blast Promielo Mielo Metamielo Patka Segment
CD10 - - - - - ++
CD11b - - +/++ ++ ++ ++
CD13 ++ ++ + + ++
CD16 - - - + ++ +++
CD24 - ++ ++ ++ ++
CD33 +++ +++ ++ + + +
CD34 + - - - - -
CD35 - - - - ++ ++
CD49d ++ ++ ++ + - -
CDé4 + ++ ++ - -
CD87 ++ ++
CD117 + - - - - -
HLA-DR + - - - - -

Opisano przeszto 50 roznych mutaciji, jednakze nie zna-
leziono zwigzku pomiedzy poszczegdlnymi mutacjami
a obrazem klinicznym, z wyjatkiem mutacji G185R, w
wyniku ktdrej obserwuje sie agranulocytoze, opornosé
na leczenie G-CSF oraz zwiekszong podatno$c¢ na roz-
winiecie biataczki (16).

W badaniu cytometrycznym szpiku mozna wykazac
»Zzahamowanie” dojrzewania linii mieloidalnej. We krwi ob-
wodowej zaobserwowano ponadto o potowe nizsza eks-
presje wewnatrzkomérkowa katelicydyny (CAMP) i lipoka-
liny (NGAL) w ziarnistosciach wtérnych neutrofili (17).

Gteboki niedobér dojrzatych postaci komorek linii
mieloidalnej, podobny jak w mutacjach ELANE, moz-
liwy do wykrycia za pomoca cytometrii przeptywowej
obserwuije sie réwniez w zespole Kostmanna warunko-
wanym mutacjg w genie HAX7 (18). Mutacje w HAX7 sg
takze przyczyng zaburzehn w obwodowym dojrzewaniu
limfocytow B (19).

Zaburzenia granulopoezy szpikowej, podobne jak
w neutropenii warunkowanej mutacjami w genach
ELANE i HAX1, obserwowane sga we wrodzonej neu-
tropenii zwigzanej z mutacjami w genie G6PC3 kodu-
jacym podjednostke katalityczng fosfatazy glukozo-6-
-fosforanowej (20). Badaniem rdznicujacym te postaé
ciezkiej wrodzonej neutropenii moze by¢ cytometrycz-
na ocena ekspresji receptora chemokinowego CXCR4,
wybiérczo nasilonej na neutrofilach i komérkach NK
chorych, co sprzyja mielokateksiji (retencja dojrzatych
granulocytéw do szpiku) obserwowanej u niektorych
pacjentéw (21). Nalezy jednak pamieta¢, ze nasilenie
ekspresji receptora CXCR4 na neutrofilach jest rowniez
cechg charakterystyczng zespotu WHIM (22).

Zahamowanie dojrzewania linii mieloidalnej w
szpiku, zwigzane z neutropenia umiarkowana lub
ciezka, obserwuje sie rowniez w neutropenii sprze-
zonej z chromosomem X, warunkowanej mutacjami
aktywujacymi L270P (23) i 1294T (24) w genie WAS.

Ze wzgledu na powszechng ekspresje biatka Wiskotta-
Aldricha w komorkach krwiopochodnych, nawet na eta-
pie komdrek prekursorowych (25), neutropenii w wyniku
mutacji aktywujacej w WAS towarzyszy nasilona apop-
toza komérek prekursorowych linii mieloidalnej (23, 26),
monocytopenia (16) oraz rozpoznawane za pomoca cy-
tometrii przeptywowej obnizenie liczby komorek NKi lim-
focytéw B. Odwrécenie stosunku limfocytow T CD4:CD8
jest spowodowane podwyzszeniem odsetka limfocytow
T CD8+(23, 24). Wobec nie do kohca znanych skutkéw
mutacji dla struktury biatka oraz zdolnosci wigzania do-
stepnych przeciwciat monoklonalnych nie jest obecnie
jasne, czy cytometryczna ocena wewnatrzkomoérkowe;j
ekspresji biatka WASP ma znaczenie diagnostyczne w
neutropenii sprzezonej z chromosomem X (27).

Mutacje w genie niezaleznego czynnika wzrostu 1
(GFI1) sg przyczyna rzadkiej autosomalnej dominuja-
cej postaci ciezkiej przewlektej neutropenii, manifestu-
jacej sie zahamowaniem dojrzewania granulocytéw w
szpiku. W przebiegu choroby wystepuje rowniez limfo-
penia TiB (28, 29).

Zaburzenia réznicowania granulocytow obserwu-
je sie réwniez m.in. w dysgenezji siateczki warunko-
wanej mutacja w genie kinazy adenylowej 2 (AK2)
(30, 31), a takze niedoborze ziarnistosci swoistych
neutrofili, zespole Hermansky’ego-Pudlaka typu 2,
zespole Griscellego typu 2 oraz zespole Chediaka-
Higashiego (16).

ZNACZENIE OCENY DOJRZEWANIA LIMFOCYTOW
B W SZPIKU W DIAGNOSTYCE NEUTROPENII

Neutropenia o réznym stopniu nasilenia towarzyszy
stosunkowo licznej grupie pierwotnych niedoborow
odpornoséci, manifestujgcych sie gtebokim defektem
humoralnym, spowodowanym nieprawidtowosciami w
zakresie liczby lub funkcji limfocytow B. W szpiku za-
chodzi istotna cze$¢ procesu dojrzewania limfocytow
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B, bez ktérych nie jest mozliwa produkcja immunoglo-
bulin. Ze wzgledu na brak charakterystycznych cech
morfologicznych réznigcych poszczegdlne stadia roz-
wojowe limfocytéw B, badanie morfologiczne (mielo-
gram) nie wnosi istotnych informacji poza ewentual-
nym stwierdzeniem zahamowania dojrzewania linii
granulocytarnej. Natomiast cytometria pozwala na
zréznicowanie 9 stadidw rozwojowych limfocytéow B,
o charakterystycznej ekspresji markeréw powierzch-
niowych i wewngtrzkomérkowych, obecnych w nor-
malnych warunkach w szpiku, w proporcjach cha-
rakterystycznych dla ré6znych grup rozwojowych tych
komorek (tab. 2) (32).

Defekt w zakresie dojrzewania prekursoréw limfo-
cytéw B z jednoczesnym zahamowaniem granulopo-
ezy szpikowej odnotowano u okoto 25% pacjentéw z
agammaglobulinemig sprzezong z chromosomem X,
warunkowana mutacjami w genie kinazy tyrozynowej
Brutona (BTK) (32-35). W obrazie cytometrycznym
krwi obwodowe]j obserwuije sie gteboki niedobdr lim-
focytéw B, zaburzenie ekspresji wewnatrzkomorkowej
kinazy tyrozynowej Brutona w nielicznych obecnych
limfocytach B oraz monocytach, a takze zahamowa-
nie dojrzewania prekursoréw limfocytow B na etapie
pre-Bl/pre-Bll (32, 36). Zahamowanie granulopoezy
szpikowej, ktérym towarzyszy limfopenia, zaburzenia
dojrzewania limfocytéw B w obwodowych tkankach
limfatycznych oraz charakterystyczne nasilenie eks-
presji receptora chemokinowego CXCR4 na neutro-
filach wystepuja w zespole WHIM (Warts, Hypogam-
maglobulinemia, Infections, Myelokathexis — WHIM)
(9, 22, 37).

Jakkolwiek neutropenia w pospolitym zmiennym
niedoborze odpornoéci nie jest warunkowana defek-
tem genetycznym, lecz powstaje w mechanizmie auto-
immunizacii, to w obrazie choroby u czesci pacjentow
obserwuije sie wczesny blok dojrzewania prekursoréow
linii B w szpiku (38).

NEUTROPENIA W PRZEBIEGU DEFEKTOW
DOTYCZACYCH W PRZEWAZAJACEJ CZESCI LINII
KOMORKOWYCH INNYCH NIZ KOMORKI MIELOIDALNE

Przewlekta neutropenia, od umiarkowanej po
ciezka, wystepuje stale lub okresowo u ponad poto-
wy pacjentéw z zespotem hiper-lgM warunkowanym
mutacjami w genie ligandu dla CD40 (CD40LG) (39).
Mutacje te sa przyczyng zaburzen w przetaczaniu
klas immunoglobulin, wskutek czego w surowicy
chorych wystepuje gtéwnie immunoglobulina M
(czesto w podwyzszonych stezeniach, stad nazwa
zespotu). Stezenia pozostatych izotypdéw immuno-
globulin sg znacznie obnizone w wyniku zaburzen
dojrzewania limfocytéw B w obwodowych tkankach
limfatycznych (40). W szpiku wystepuje wysoki blok
dojrzewania linii mieloidalnej, powstaty w mechani-
zmie zaburzen oddziatywania pomiedzy CD40 na
limfocytach B a ligandem dla CD40 (CD40L) obec-
nym na komorkach podscieliska szpiku. Interakcja
ta w prawidtowych warunkach indukuje uwalnianie
z podtoza szpiku cytokin (w tym G-CSF) wspieraja-
cych granulopoeze, a w stanach zapalnych prowadzi
do wzmozonej apoptozy zaleznej od Fas (41). Cyto-
metria przeptywowa umozliwia stwierdzenie bloku
dojrzewania linii mieloidalnej w szpiku, zahamowa-
nia procesu dojrzewania limfocytow B w obwodo-
wych tkankach limfatycznych, a przede wszystkim
wykazanie zaburzen ekspresji ligandu dla CD40 na
aktywowanych limfocytach T pomocniczych (42).

Neutropenia przewlekta lub okresowa, z zachowa-
nym prawidtowym torem dojrzewania linii mieloidalnej
w szpiku, hipergammaglobulinemig pomimo gtebo-
kiej limfopenii B, znacznym obnizeniem limfocytéw T
CD4+ i podwyzszeniem odsetka limfocytow T CD8+,
obnizeniem odsetka limfocytéw T pamieci, znacznym
nasileniem apoptozy limfocytow T i granulocytéw ob-
wodowych obserwowana jest w przebiegu defektu
warunkowanego mutacjg w genie kinazy 4 serynowo-

Tabela 2. Ekspresja markeréw powierzchniowych i wewnatrzkomoérkowych w poszczegdélnych stadiach dojrzewania limfo-

cytéw B.
Pro-B Pre-Bl Pre-Bll Niedojrzate Dojrzate
Marker

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
CD10 - - - ++ + + + + +
CD19 - - - + + + + + +
CD20 - - - - - - + + +
CD22 + + + + + + + + +
CD34 + + + + + - - - -
CD79a - + + + + + + + +
TdT - - + + + - - - -
clgM - - - - - + + + +
slgM - - - - - - - + +
slgD - - - - - - - +
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treoninowej (STK-4, dawniej MST1), biatka o funkcjach
zarbwno pro-, jak i antyapoptotycznych. W obwo-
dowym dojrzewaniu limfocytéw B obserwuje sie na-
gromadzenie komorek na przejSciowym etapie doj-
rzewania (43).

NEUTROPENIA Z ZABURZENIAMI
CZYNNOSCIOWYMI NEUTROFILI

Neutrofile wchodzg w sktad uktadu nieswoistej od-
powiedzi immunologicznej stanowigcej pierwszg li-
nie obrony przed patogenami. Wewnatrzkomoérkowe
niszczenie patogenéw odbywa sie gtéwnie w wyniku
pobudzanych przez fagocytoze tlenowych mechani-
zmow zabijania. Najwazniejszym etapem tego proce-
su jest utworzenie aktywnego kompleksu oksydazy
NADPH, sktadajacego sie z sktadnikow konstytutywnie
wbudowanych w btone komdrkowg gp22°rhex i gp91phox
tworzacych cytochrom b558 oraz obecnych w cyto-
zolu sktadowych gp40rhox, gp67°Phex, gpd7P"ox a takze
GTP-azy Rac1 lub Rac2 (44). Brak zdolnosci utworze-
nia aktywnego kompleksu oksydazy NADPH, w wyniku
genetycznie uwarunkowanego braku ktéregokolwiek z
jej sktadnikéw, jest przyczyng powstania przewlekiej
choroby ziarniniakowej (45).

Neutropenia w przebiegu glikogenozy typu Ib jest
spowodowana defektem biatka transportujgcego
glikozylo-6-fosforan. Translokaza ta kodowana jest
przez gen SLC37A4 (46). Zaburzenia metabolizmu
glukozy odbijajg sie na zdolnosci do generowania
reaktywnych metabolitéw tlenu, co powoduje upo-
$ledzenie wybuchu tlenowego oraz nasilong apop-
toze neutrofili (47). Stopien uposledzenia wybuchu
tlenowego moze by¢ rézny, wiekszy u dzieci poni-
zej 7. roku zycia, lecz zazwyczaj ulega korekcji pod
wptywem leczenia rekombinowanym czynnikiem
wzrostu kolonii granulocytarnych (rHuG-CSF) (9).
Uposledzenie aktywnos$ci enzymatycznej komérek
w zakresie wybuchu tlenowego i chemotaksji, towa-
rzyszgce zaburzeniom dojrzewania, obserwuje sie
réwniez w niedoborze glukozo-6-fosfatazy, warun-
kowanej mutacja w genie G6PC3, kodujacym katali-
tycznag podjednostke 3 glukozo-6-fosfatazy (16, 20).
Cytometryczna ocena sprawnosci kompleksu oksy-
dazy NADPH opiera sie na ocenie zdolnosci utle-
niania przez nadtlenek wodoru, produkowany w
komoérkach pod wptywem stymulacji estrem forbo-
lu, nieposiadajgcej wtasciwosci fluorescencyjnych
dihydrorodaminy 123 do posiadajacej je rodaminy
123 (48). Mozliwe jest dokonanie oceny sprawnosci
catkowitej enzymu, jak rowniez wskazanie czescio-
wego jej uposledzenia (49, 50).

Mutacja w genie MAPBPIP kodujgcym endoso-
malne biatko adaptorowe p14 wigze sie z neutrope-
nig obwodowa, przy zachowanym prawidtowym doj-
rzewaniu szpikowym. Defekt wigze sie z obnizeniem
odsetka komérek B pamieci, zaburzeniami czynno-
$ci limfocytéw B, cytotoksycznych limfocytow T i
neutrofili (51).

ZASTOSOWANIE CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ
DO WYKRYWANIA PRZECIWCIAL
PRZECIWGRANULOCYTARNYCH

Neutropenia moze by¢ skutkiem procesow za-
réwno auto-, jak i alloimmunnizacyjnych. Niezalez-
nie od tego, czy Zzrodtem immunizacji sg antygeny
wtasne (autoprzeciwciata), czy tez antygeny obce
(alloprzeciwciata), kluczowa warto$¢ diagnostycz-
ng ma wykrycie obecnosci przeciwciat zwigzanych
z granulocytami lub obecnych w surowicy pacjenta.
Jakkolwiek zniszczenie segmentdw i patek, a nawet
metamielocytow, w mechanizmie autoimmunizacji
moze imitowa¢ zahamowanie dojrzewania mielo-
poezy na poziomie mielocyta/metamielocyta (52),
to jednak najistotniejsze w diagnostyce jest wykry-
cie w surowicy badanego pacjenta obecnosci prze-
ciwciat. Pomimo dostepnosci niezwykle nowocze-
snych technik diagnostycznych brak jest obecnie
standaryzacji, a znane dotychczas metodyki cha-
rakteryzujg sie duzym poziomem komplikacji tech-
nicznej, pracochtonnosci i stosunkowo wysokim
kosztem (52).

W ostatnich latach podjeto badania nad wy-
korzystaniem cytometrii przeptywowej do ba-
dan zaréwno przesiewowych, jak i okreslajacych
swoisto$¢ przeciwciat (52, 53). Najbardziej obie-
cujaca technika wydaje sie badanie obecnosci
przeciwciat zwigzanych z neutrofilami, bez rozr6z-
niania ich swoistosci antygenowej, a tylko izoty-
pu immunoglobuliny. Brak koniecznosci izolowa-
nia granulocytéw pozwala uniknaé ich uszkodzenia,
agregacji i autolizy. Wyznakowanie granulocytow w
jednostopniowym badaniu za pomocg przeciwciata
anty-CD10, skierowanego przeciwko dojrzatym neu-
trofilom, oraz wykorzystanie odpowiednich, znakowa-
nych fluorescencyjnie przeciwciat antyglobulinowych
skierowanych przeciwko fragmentowi Fc przeciwciat
zwigzanych z neutrofilami badanego pacjenta, umoz-
liwia szybkie i stosunkowo tanie wykonanie badania
przesiewowego, ktérego wynik koreluje z nasileniem
neutropenii, umozliwiajac ograniczenie dalszej kosz-
townej diagnostyki (53).

PODSUMOWANIE

Niezwykta ztozono$¢ patomechanizméw prowa-
dzgcych do przewlektej neutropenii sprawia, ze wy-
niki badan cytometrycznych dostarczajg informacji
komplementarnych do klasycznych badan morfolo-
gicznych. Pozwalajg bowiem na zbadanie znacznie
wiekszej liczby komérek, umozliwiaja réwnoczesng
ocene innych niz mieloidalna linii komdrkowych
(np. limfocyty T i B) oraz aktywnosci enzymow klu-
czowych dla prawidtowej funkcji granulocytéw. Dzie-
ki temu, w wielu przypadkach, mozliwe jest znaczne
skrécenie czasu potrzebnego do ustalenia prawidto-
wego rozpoznania i wdrozenia wtasciwego postepo-
wania terapeutycznego.
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