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S t r e s z c z e n i e

Granulocyty wielojądrzaste, neutrofile, stanowią najważniejszy element komórkowy wrodzonej odpowiedzi immunologicz-
nej. Powstają one w szpiku na drodze różnicowania z wielopotencjalnej komórki macierzystej. Kolejne stadia różnicowania 
różnią się pomiędzy sobą morfologicznie, zdolnością do podziałów, metabolicznie, a także ekspresją antygenów powierzch-
niowych. Niewystarczająca liczba lub aktywność neutrofili manifestuje się zakażeniami, czasem o dramatycznym przebiegu.

Neutropenia jest heterogenną grupą zaburzeń charakteryzujących się zwiększoną podatnością na zakażenia bakteryjne. 
Najczęściej jest wtórna do działania leków, czynników środowiskowych lub niektórych patogenów. Może być jednak wa-
runkowana genetycznie i spowodowana zaburzeniami granulopoezy w następstwie zahamowania dojrzewania, wzmożonej 
apoptozy lub retencji dojrzałych granulocytów w szpiku. Wykorzystując różnice w ekspresji antygenów powierzchniowych 
cytometria przepływowa pozwala na ocenę poszczególnych stadiów rozwojowych linii mieloidalnej, umożliwiając zarówno 
badanie defektów rozwojowych, ocenę nadmiernego niszczenia obwodowego komórek linii mieloidalnej, jak i towarzyszą-
cych neutropenii zaburzeń w zakresie innych komórek układu odpornościowego. Technika ta pozwala także na badanie 
sprawności mechanizmów związanych z aktywnością bójczą komórek żernych oraz wykrywanie przeciwciał będących przy-
czyną neutropenii powstałej w przebiegu procesów immunizacyjnych. Przedstawiono wybrane przykłady wykorzystania cy-
tometrii w diagnostyce neutropenii wrodzonej oraz będącej skutkiem procesów immunizacji.

Złożoność patomechanizmów prowadzących do przewlekłej neutropenii sprawia, że wyniki badań cytometrycznych do-
starczają informacji komplementarnych do klasycznych badań morfologicznych. Pozwalają bowiem na zbadanie bardzo 
dużej liczby komórek, umożliwiają równoczesną ocenę innych niż mieloidalna linii komórkowych oraz aktywności enzymów 
kluczowych dla prawidłowej funkcji granulocytów. Dzięki temu, w wielu przypadkach, możliwe jest znaczne skrócenie czasu 
potrzebnego do ustalenia prawidłowego rozpoznania i wdrożenia właściwego postępowania terapeutycznego.

Słowa kluczowe: neutropenia, cytometria przepływowa, zaburzenia dojrzewania neutrofilów

S u m m a r y

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.
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WSTĘP
Granulocyty wielojądrzaste, neutrofile, stanowią naj-

ważniejszy element komórkowy wrodzonej odpowiedzi 
immunologicznej. Powstają one w szpiku na drodze 
różnicowania z wielopotencjalnej komórki macierzystej. 
Kolejne stadia różnicowania, od najmłodszego mielo-
blasta poprzez promielocyt, mielocyt, metamielocyt, 
granulocyt z jądrem pałeczkowatym po neutrofil z ją-
drem segmentowanym, różnią się pomiędzy sobą mor-
fologicznie, zdolnością do podziałów, metabolicznie, 
a także ekspresją antygenów powierzchniowych  (1). 
Dojrzewanie od etapu mieloblasta do dojrzałego neu-
trofila z jądrem podzielonym trwa około 10-12 dni. 
Neutrofile są komórkami krótkożyjącymi (12-72 go-
dzin), lecz dzięki ekspresji swoistych receptorów uła-
twiających toczenie, wiązanie i przyleganie do śród-
błonka naczyniowego i produkcji licznych cytokin i 
chemokin mogą działać w pierwszej linii obrony (2, 3). 
Granulocyty wielojądrzaste odgrywają zasadniczą rolę 
w odpowiedzi zapalnej na zakażenia bakteryjne i grzy-
bicze (4, 5), gojeniu ran i sterowaniu odpowiedzią im-
munologiczną (6). Niewystarczająca liczba lub aktyw-
ność neutrofili manifestuje się zakażeniami, czasem o 
dramatycznym przebiegu.

Neutropenia jest to obniżenie całkowitej liczby neu-
trofilów we krwi obwodowej poniżej 1500 komórek/mm3, 
najczęściej wtórnie do działania czynników środo-
wiskowych, niektórych patogenów lub leków. Może 
być jednak spowodowana obecnością auto- lub allo-
przeciwciał, względnie powstawać w wyniku defektów 
genetycznych (4). Zmniejszenie całkowitej liczby neu-
trofili poniżej 1000 komórek/mm3 wiąże się ze zwięk-
szonym ryzykiem zakażeń, natomiast ciężkich infekcji 
– po zmniejszeniu liczby neutrofili poniżej 500 komó-
rek/mm3 (7). Ze względu na fizjologiczne zmiany licz-
by neutrofili w różnych grupach wiekowych definicja 
neutropenii zmieniona została dla dzieci pomiędzy 2. a 
24. miesiącem życia, dla których za neutropenię uważa 
się spadek liczby neutrofili poniżej 1000 komórek/mm3 
(8, 9).

Za neutropenię wrodzoną uważa się wszystkie 
uwarunkowane genetycznie defekty związane ze 
zmniejszeniem liczby neutrofili (10). Jest to hetero-
genna grupa zaburzeń charakteryzujących się zwięk-
szoną podatnością na zakażenia bakteryjne, spowo-
dowaną zaburzeniami granulopoezy w następstwie 
zahamowania dojrzewania, wzmożonej apoptozy lub 
retencji dojrzałych granulocytów w szpiku. Nieprawi-
dłowym wynikom badania morfologicznego krwi ob-
wodowej i szpiku towarzyszą charakterystyczne obja-
wy kliniczne.

Cytometria przepływowa jest techniką analityczną 
pozwalającą na szybki pomiar rozproszonego światła 
lub sygnałów fluorescencji emitowanych przez od-
powiednio naświetlone komórki. Umożliwia zarówno 
jakościową, jak i ilościową ocenę właściwości fizycz-
nych i biologicznych komórek oraz niektórych ich skła-
dowych. Metoda ta została odkryta jako ulepszenie 
mikroskopu fluorescencyjnego i cechuje się wysoką 

wydajnością, która pozwala na analizowanie różnych 
parametrów w dużej liczbie komórek, w stosunkowo 
krótkim czasie. W ostatnich latach cytometria przepły-
wowa stała się ważną techniką stosowaną w diagno-
styce i monitorowaniu różnych zaburzeń komórko-
wych, nie tylko pierwotnych niedoborów odporności 
związanych z defektami limfocytów, ale także w ocenie 
zaburzeń różnicowania i dojrzewania pozostałych linii 
hematopoetycznych (11), umożliwiając zarówno bada-
nie defektów rozwojowych linii mieloidalnej, jak i oce-
nę nadmiernego niszczenia obwodowego, sprawności 
mechanizmów związanych z aktywnością bójczą komó-
rek żernych oraz towarzyszących neutropenii zaburzeń 
w zakresie innych komórek układu odpornościowego. 
Uzyskane informacje pomagają w ocenie patomecha-
nizmu choroby, mogą również wskazać ewentualne 
drogi w postępowaniu terapeutycznym, szczególnie w 
przypadkach o niejednoznacznym obrazie klinicznym. 
Poniżej zostaną przedstawione wybrane przykłady wy-
korzystania cytometrii w diagnostyce neutropenii.

Ocena granulopoezy szpikowej

Szpik stanowi złożoną tkankę, zawierającą komórki 
należące do wielu linii, znajdujące się na różnych eta-
pach rozwoju. Dojrzewaniu granulocytów, podobnie 
jak innych komórek hematopoezy szpikowej towarzy-
szy zmiana ekspresji antygenów powierzchniowych, 
odzwierciedlająca poszczególne etapy dojrzewania. 
Odpowiednie kompozycje przeciwciał monoklonalnych 
umożliwiają skuteczną ocenę granulopoezy szpikowej, 
z wykorzystaniem np. przeciwciał skierowanych prze-
ciwko molekułom powierzchniowym CD10, CD11b, 
CD13, CD16, CD24, CD33, CD34, CD35, CD45, CD49d, 
CD64, CD87, CD117 (tab. 1) (1, 11, 12).

Cytometria w diagnostyce neutropenii, 
w których głównym zaburzeniem 
jest defekt dojrzewania linii mieloidalnej

Ocena granulopoezy szpikowej przydatna jest w 
neutropeniach spowodowanych zahamowaniem doj-
rzewania linii mieloidalnej w szpiku. W niektórych przy-
padkach zaburzeniom granulopoezy towarzyszą także 
zaburzenia ilościowe lub jakościowe dotyczące innych 
linii komórkowych.

Ciężka wrodzona neutropenia (severe congeni-
tal neutropenia – SCN) stanowi heterogenną gru-
pę niedoborów charakteryzujących się istotnym 
zmniejszeniem liczby neutrofili w szpiku oraz 
krwi obwodowej, będąc przyczyną nawracających 
ciężkich zakażeń bakteryjnych, rzadziej grzybi-
czych (13). Mutacje w genie ELANE (dawniej ELA2), 
kodującym elastazę neutrofili, odpowiadają za oko-
ło 50% ciężkiej wrodzonej neutropenii, dziedziczo-
nej w sposób autosomalny dominujący, przejawia-
jącej się w postaci przewlekłej lub cyklicznej (14). 
Neutropenia spowodowana jest nasileniem apop-
tozy komórek progenitorowych linii granulocytar-
nej, co daje obraz pozornego „bloku dojrzewa-
nia” na etapie promielocyta lub mielocyta (14, 15). 
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Opisano przeszło 50 różnych mutacji, jednakże nie zna-
leziono związku pomiędzy poszczególnymi mutacjami 
a obrazem klinicznym, z wyjątkiem mutacji G185R, w 
wyniku której obserwuje się agranulocytozę, oporność 
na leczenie G-CSF oraz zwiększoną podatność na roz-
winięcie białaczki (16).

W badaniu cytometrycznym szpiku można wykazać 
„zahamowanie” dojrzewania linii mieloidalnej. We krwi ob-
wodowej zaobserwowano ponadto o połowę niższą eks-
presję wewnątrzkomórkową katelicydyny (CAMP) i lipoka-
liny (NGAL) w ziarnistościach wtórnych neutrofili (17).

Głęboki niedobór dojrzałych postaci komórek linii 
mieloidalnej, podobny jak w mutacjach ELANE, moż-
liwy do wykrycia za pomocą cytometrii przepływowej 
obserwuje się również w zespole Kostmanna warunko-
wanym mutacją w genie HAX1 (18). Mutacje w HAX1 są 
także przyczyną zaburzeń w obwodowym dojrzewaniu 
limfocytów B (19).

Zaburzenia granulopoezy szpikowej, podobne jak 
w neutropenii warunkowanej mutacjami w genach 
ELANE i HAX1, obserwowane są we wrodzonej neu-
tropenii związanej z mutacjami w genie G6PC3 kodu-
jącym podjednostkę katalityczną fosfatazy glukozo-6- 
-fosforanowej (20). Badaniem różnicującym tę postać 
ciężkiej wrodzonej neutropenii może być cytometrycz-
na ocena ekspresji receptora chemokinowego CXCR4, 
wybiórczo nasilonej na neutrofilach i komórkach NK 
chorych, co sprzyja mielokateksji (retencja dojrzałych 
granulocytów do szpiku) obserwowanej u niektórych 
pacjentów (21). Należy jednak pamiętać, że nasilenie 
ekspresji receptora CXCR4 na neutrofilach jest również 
cechą charakterystyczną zespołu WHIM (22).

Zahamowanie dojrzewania linii mieloidalnej w 
szpiku, związane z neutropenią umiarkowaną lub 
ciężką, obserwuje się również w neutropenii sprzę-
żonej z chromosomem X, warunkowanej mutacjami 
aktywującymi L270P (23) i I294T (24) w genie WAS. 

Ze względu na powszechną ekspresję białka Wiskotta-
Aldricha w komórkach krwiopochodnych, nawet na eta-
pie komórek prekursorowych (25), neutropenii w wyniku 
mutacji aktywującej w WAS towarzyszy nasilona apop-
toza komórek prekursorowych linii mieloidalnej (23, 26), 
monocytopenia (16) oraz rozpoznawane za pomocą cy-
tometrii przepływowej obniżenie liczby komórek NK i lim-
focytów B. Odwrócenie stosunku limfocytów T CD4:CD8 
jest spowodowane podwyższeniem odsetka limfocytów 
T CD8+(23, 24). Wobec nie do końca znanych skutków 
mutacji dla struktury białka oraz zdolności wiązania do-
stępnych przeciwciał monoklonalnych nie jest obecnie 
jasne, czy cytometryczna ocena wewnątrzkomórkowej 
ekspresji białka WASP ma znaczenie diagnostyczne w 
neutropenii sprzężonej z chromosomem X (27).

Mutacje w genie niezależnego czynnika wzrostu 1 
(GFI1) są przyczyną rzadkiej autosomalnej dominują-
cej postaci ciężkiej przewlekłej neutropenii, manifestu-
jącej się zahamowaniem dojrzewania granulocytów w 
szpiku. W przebiegu choroby występuje również limfo-
penia T i B (28, 29).

Zaburzenia różnicowania granulocytów obserwu-
je się również m.in. w dysgenezji siateczki warunko-
wanej mutacją w genie kinazy adenylowej 2 (AK2) 
(30, 31), a także niedoborze ziarnistości swoistych 
neutrofili, zespole Hermansky’ego-Pudlaka typu 2, 
zespole Griscellego typu 2 oraz zespole Chediaka-
Higashiego (16).

Znaczenie oceny dojrzewania limfocytów 
B w szpiku w diagnostyce neutropenii

Neutropenia o różnym stopniu nasilenia towarzyszy 
stosunkowo licznej grupie pierwotnych niedoborów 
odporności, manifestujących się głębokim defektem 
humoralnym, spowodowanym nieprawidłowościami w 
zakresie liczby lub funkcji limfocytów B. W szpiku za-
chodzi istotna część procesu dojrzewania limfocytów 

Tabela 1. Ekspresja powierzchniowa markerów charakterystycznych dla poszczególnych stadiów rozwojowych linii granulo-
cytarnej obecnych w szpiku. Znaczenie symboli i skrótów: – brak ekspresji, + słaba ekspresja, ++ umiarkowana ekspresja, 
+++ silna ekspresja; blast – mieloblast, promielo – promielocyt, mielo – mielocyt, metamielo – metamielocyt, pałka – neu-
trofil z jądrem pałeczkowatym, segment – neutrofil z jądrem segmentowanym.

Marker powierzchniowy Blast Promielo Mielo Metamielo Pałka Segment

CD10 – – – – – ++

CD11b – – +/++ ++ ++ ++

CD13 ++ ++ + + + ++

CD16 – – – + ++ +++

CD24 – ++ ++ ++ ++

CD33 +++ +++ ++ + + +

CD34 + – – – – –

CD35 – – – – ++ ++

CD49d ++ ++ ++ + – –

CD64 + ++ ++ – –

CD87 ++ ++

CD117 + – – – – –

HLA-DR + – – – – –
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B, bez których nie jest możliwa produkcja immunoglo-
bulin. Ze względu na brak charakterystycznych cech 
morfologicznych różniących poszczególne stadia roz-
wojowe limfocytów B, badanie morfologiczne (mielo-
gram) nie wnosi istotnych informacji poza ewentual-
nym stwierdzeniem zahamowania dojrzewania linii 
granulocytarnej. Natomiast cytometria pozwala na 
zróżnicowanie 9 stadiów rozwojowych limfocytów B, 
o charakterystycznej ekspresji markerów powierzch-
niowych i wewnątrzkomórkowych, obecnych w nor-
malnych warunkach w szpiku, w proporcjach cha-
rakterystycznych dla różnych grup rozwojowych tych 
komórek (tab. 2) (32).

Defekt w zakresie dojrzewania prekursorów limfo-
cytów B z jednoczesnym zahamowaniem granulopo-
ezy szpikowej odnotowano u około 25% pacjentów z 
agammaglobulinemią sprzężoną z chromosomem X, 
warunkowaną mutacjami w genie kinazy tyrozynowej 
Brutona (BTK) (32-35). W obrazie cytometrycznym 
krwi obwodowej obserwuje się głęboki niedobór lim-
focytów B, zaburzenie ekspresji wewnątrzkomórkowej 
kinazy tyrozynowej Brutona w nielicznych obecnych 
limfocytach B oraz monocytach, a także zahamowa-
nie dojrzewania prekursorów limfocytów B na etapie 
pre-BI/pre-BII (32, 36). Zahamowanie granulopoezy 
szpikowej, którym towarzyszy limfopenia, zaburzenia 
dojrzewania limfocytów B w obwodowych tkankach 
limfatycznych oraz charakterystyczne nasilenie eks-
presji receptora chemokinowego CXCR4 na neutro-
filach występują w zespole WHIM (Warts, Hypogam-
maglobulinemia, Infections, Myelokathexis – WHIM) 
(9, 22, 37).

Jakkolwiek neutropenia w pospolitym zmiennym 
niedoborze odporności nie jest warunkowana defek-
tem genetycznym, lecz powstaje w mechanizmie auto-
immunizacji, to w obrazie choroby u części pacjentów 
obserwuje się wczesny blok dojrzewania prekursorów 
linii B w szpiku (38).

Neutropenia w przebiegu defektów 
dotyczących w przeważającej części linii 
komórkowych innych niż komórki mieloidalne

Przewlekła neutropenia, od umiarkowanej po 
ciężką, występuje stale lub okresowo u ponad poło-
wy pacjentów z zespołem hiper-IgM warunkowanym 
mutacjami w genie ligandu dla CD40 (CD40LG) (39). 
Mutacje te są przyczyną zaburzeń w przełączaniu 
klas immunoglobulin, wskutek czego w surowicy 
chorych występuje głównie immunoglobulina M 
(często w podwyższonych stężeniach, stąd nazwa 
zespołu). Stężenia pozostałych izotypów immuno-
globulin są znacznie obniżone w wyniku zaburzeń 
dojrzewania limfocytów B w obwodowych tkankach 
limfatycznych (40). W szpiku występuje wysoki blok 
dojrzewania linii mieloidalnej, powstały w mechani-
zmie zaburzeń oddziaływania pomiędzy CD40 na 
limfocytach B a ligandem dla CD40 (CD40L) obec-
nym na komórkach podścieliska szpiku. Interakcja 
ta w prawidłowych warunkach indukuje uwalnianie 
z podłoża szpiku cytokin (w tym G-CSF) wspierają-
cych granulopoezę, a w stanach zapalnych prowadzi 
do wzmożonej apoptozy zależnej od Fas (41). Cyto-
metria przepływowa umożliwia stwierdzenie bloku 
dojrzewania linii mieloidalnej w szpiku, zahamowa-
nia procesu dojrzewania limfocytów B w obwodo-
wych tkankach limfatycznych, a przede wszystkim 
wykazanie zaburzeń ekspresji ligandu dla CD40 na 
aktywowanych limfocytach T pomocniczych (42).

Neutropenia przewlekła lub okresowa, z zachowa-
nym prawidłowym torem dojrzewania linii mieloidalnej 
w szpiku, hipergammaglobulinemią pomimo głębo-
kiej limfopenii B, znacznym obniżeniem limfocytów T 
CD4+ i podwyższeniem odsetka limfocytów T CD8+, 
obniżeniem odsetka limfocytów T pamięci, znacznym 
nasileniem apoptozy limfocytów T i granulocytów ob-
wodowych obserwowana jest w przebiegu defektu 
warunkowanego mutacją w genie kinazy 4 serynowo-

Tabela 2. Ekspresja markerów powierzchniowych i wewnątrzkomórkowych w poszczególnych stadiach dojrzewania limfo-
cytów B.

Marker
Pro-B Pre-BI Pre-BII Niedojrzałe Dojrzałe

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9

CD10 – – – ++ + + + + +

CD19 – – – + + + + + +

CD20 – – – – – – + + +

CD22 + + + + + + + + +

CD34 + + + + + – – – –

CD79a – + + + + + + + +

TdT – – + + + – – – –

cIgM – – – – – + + + +

sIgM – – – – – – – + +

sIgD – – – – – – – +
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treoninowej (STK-4, dawniej MST1), białka o funkcjach 
zarówno pro-, jak i antyapoptotycznych. W obwo-
dowym dojrzewaniu limfocytów B obserwuje się na-
gromadzenie komórek na przejściowym etapie doj-
rzewania (43).

Neutropenia z zaburzeniami 
czynnościowymi neutrofili

Neutrofile wchodzą w skład układu nieswoistej od-
powiedzi immunologicznej stanowiącej pierwszą li-
nię obrony przed patogenami. Wewnątrzkomórkowe 
niszczenie patogenów odbywa się głównie w wyniku 
pobudzanych przez fagocytozę tlenowych mechani-
zmów zabijania. Najważniejszym etapem tego proce-
su jest utworzenie aktywnego kompleksu oksydazy 
NADPH, składającego się z składników konstytutywnie 
wbudowanych w błonę komórkową gp22phox i gp91phox 
tworzących cytochrom b558 oraz obecnych w cyto-
zolu składowych gp40phox, gp67phox, gp47phox, a także 
GTP-azy Rac1 lub Rac2 (44). Brak zdolności utworze-
nia aktywnego kompleksu oksydazy NADPH, w wyniku 
genetycznie uwarunkowanego braku któregokolwiek z 
jej składników, jest przyczyną powstania przewlekłej 
choroby ziarniniakowej (45).

Neutropenia w przebiegu glikogenozy typu Ib jest 
spowodowana defektem białka transportującego 
glikozylo-6-fosforan. Translokaza ta kodowana jest 
przez gen SLC37A4 (46). Zaburzenia metabolizmu 
glukozy odbijają się na zdolności do generowania 
reaktywnych metabolitów tlenu, co powoduje upo-
śledzenie wybuchu tlenowego oraz nasiloną apop-
tozę neutrofili (47). Stopień upośledzenia wybuchu 
tlenowego może być różny, większy u dzieci poni-
żej 7. roku życia, lecz zazwyczaj ulega korekcji pod 
wpływem leczenia rekombinowanym czynnikiem 
wzrostu kolonii granulocytarnych (rHuG-CSF) (9). 
Upośledzenie aktywności enzymatycznej komórek 
w zakresie wybuchu tlenowego i chemotaksji, towa-
rzyszące zaburzeniom dojrzewania, obserwuje się 
również w niedoborze glukozo-6-fosfatazy, warun-
kowanej mutacją w genie G6PC3, kodującym katali-
tyczną podjednostkę 3 glukozo-6-fosfatazy (16, 20). 
Cytometryczna ocena sprawności kompleksu oksy-
dazy NADPH opiera się na ocenie zdolności utle-
niania przez nadtlenek wodoru, produkowany w 
komórkach pod wpływem stymulacji estrem forbo-
lu, nieposiadającej właściwości fluorescencyjnych 
dihydrorodaminy 123 do posiadającej je rodaminy 
123 (48). Możliwe jest dokonanie oceny sprawności 
całkowitej enzymu, jak również wskazanie częścio-
wego jej upośledzenia (49, 50).

Mutacja w genie MAPBPIP kodującym endoso-
malne białko adaptorowe p14 wiąże się z neutrope-
nią obwodową, przy zachowanym prawidłowym doj-
rzewaniu szpikowym. Defekt wiąże się z obniżeniem 
odsetka komórek B pamięci, zaburzeniami czynno-
ści limfocytów B, cytotoksycznych limfocytów T i 
neutrofili (51).

Zastosowanie cytometrii przepływowej 
do wykrywania przeciwciał 
przeciwgranulocytarnych

Neutropenia może być skutkiem procesów za-
równo auto-, jak i alloimmunnizacyjnych. Niezależ-
nie od tego, czy źródłem immunizacji są antygeny 
własne (autoprzeciwciała), czy też antygeny obce 
(alloprzeciwciała), kluczową wartość diagnostycz-
ną ma wykrycie obecności przeciwciał związanych 
z granulocytami lub obecnych w surowicy pacjenta. 
Jakkolwiek zniszczenie segmentów i pałek, a nawet 
metamielocytów, w mechanizmie autoimmunizacji 
może imitować zahamowanie dojrzewania mielo-
poezy na poziomie mielocyta/metamielocyta (52), 
to jednak najistotniejsze w diagnostyce jest wykry-
cie w surowicy badanego pacjenta obecności prze-
ciwciał. Pomimo dostępności niezwykle nowocze-
snych technik diagnostycznych brak jest obecnie 
standaryzacji, a znane dotychczas metodyki cha-
rakteryzują się dużym poziomem komplikacji tech-
nicznej, pracochłonności i stosunkowo wysokim 
kosztem (52).

W ostatnich latach podjęto badania nad wy-
korzystaniem cytometrii przepływowej do ba-
dań zarówno przesiewowych, jak i określających 
swoistość przeciwciał (52, 53). Najbardziej obie-
cującą techniką wydaje się badanie obecności 
przeciwciał związanych z neutrofilami, bez rozróż-
niania ich swoistości antygenowej, a tylko izoty-
pu immunoglobuliny. Brak konieczności izolowa-
nia granulocytów pozwala uniknąć ich uszkodzenia, 
agregacji i autolizy. Wyznakowanie granulocytów w 
jednostopniowym badaniu za pomocą przeciwciała 
anty-CD10, skierowanego przeciwko dojrzałym neu-
trofilom, oraz wykorzystanie odpowiednich, znakowa-
nych fluorescencyjnie przeciwciał antyglobulinowych 
skierowanych przeciwko fragmentowi Fc przeciwciał 
związanych z neutrofilami badanego pacjenta, umoż-
liwia szybkie i stosunkowo tanie wykonanie badania 
przesiewowego, którego wynik koreluje z nasileniem 
neutropenii, umożliwiając ograniczenie dalszej kosz-
townej diagnostyki (53).

Podsumowanie

Niezwykła złożoność patomechanizmów prowa-
dzących do przewlekłej neutropenii sprawia, że wy-
niki badań cytometrycznych dostarczają informacji 
komplementarnych do klasycznych badań morfolo-
gicznych. Pozwalają bowiem na zbadanie znacznie 
większej liczby komórek, umożliwiają równoczesną 
ocenę innych niż mieloidalna linii komórkowych 
(np. limfocyty T i B) oraz aktywności enzymów klu-
czowych dla prawidłowej funkcji granulocytów. Dzię-
ki temu, w wielu przypadkach, możliwe jest znaczne 
skrócenie czasu potrzebnego do ustalenia prawidło-
wego rozpoznania i wdrożenia właściwego postępo-
wania terapeutycznego.
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