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Úvod
Paroxysmální noční hemoglobinu-
rie (PNH) je vzácné klonální onemoc-
nění krvetvorby, které se projevuje 
intravaskulární hemolýzou s hemoglo-
binurií (hemolytická forma), imunitně 
podmíněnou aplazií kostní dřeně (hy-
poplastická forma) a sklonem k trom-
bózám  [1,2]. Biologickou podsta-
tou onemocnění je somatická mutace 
PIG-A genu (phosphatidyl inositol gly-
can class A) na úrovni kmenové buňky, 
která blokuje syntézu GPI kotvy [3,4]. 
Důsledkem mutace je částečný nebo 
kompletní deficit GPI kotvených pro-
teinů na povrchu PNH buněk (tab. 1) 

[5,6]. GPI kotvené glykoproteiny CD55 
(DAF) a CD59 (MIRL) hrají klíčovou 
roli pro inhibici aktivity C3, C5, C5b, 
C6, C8, C9 složek komplementu, jejich 
nepřítomnost je hlavní příčinou akut-
ních a chronických atak intravaskulární 
hemolýzy [7,8]. Volný hemoglobin, ne-
dostatečné odbourávání oxidu dusna-
tého a hemoglobinurie jsou podstatou 
patogenetického mechanizmu vzniku 
klinických komplikací (tab. 2) [9]. Kli-
nické projevy závisí na velikosti patolo-
gického klonu a mohou být rozličné od 
trvalé hemolýzy různého stupně přes 
opakovaně hemolytické krize se znám-
kami akutní renální insuficience až ke 

klinicky němému průběhu, jehož první 
manifestací může být až obraz Budd-
-Chiariho syndromu se splenomegalií 
a známkami jaterního selhávání.

Klinické indikace k vyšetření PNH 
klonů (screening, diagnostika, 
monitorování)
PNH je komplexní onemocnění, v kon-
textu klinických příznaků je každý pa-
cient jedinečný. Riziko závažných kli-
nických komplikací a  moderní léčba 
hemolytické formy humanizovanou 
protilátkou proti C5 složce komple-
mentu vedlo k rozšíření klinických indi-
kací pro vyšetření tohoto onemocnění 
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Souhrn: Paroxysmální noční hemoglobinurie (PNH) je získané klonální onemocnění krvetvorby. Patří do skupiny získaných hemolytických 
anémií a projevuje se hemolýzou červených krvinek různé intenzity a nadměrnou tendencí ke vzniku trombóz. Vzniká z důvodu proliferace 
kmenové buňky, které chybí povrchové antigeny vázané na buněčné membráně pomocí glykosylfosfatidylinositolové kotvy (GPI). Průto-
ková cytometrie se používá na stanovení PNH klonů od roku 1986 a od roku 1996 se považuje za metodu volby pro diagnostiku onemoc-
nění. Vyšetření v současné době zahrnuje též monitorování velikosti PNH klonů v průběhu onemocnění – ve vztahu k progresi, regresi, 
remisi, transformaci či odpovědi na terapii – a dále je též zaměřeno na detekci nízkých počtů PNH buněk (< 1,0 %) v rámci monitorování 
pacientů s aplastickou anémií (AA) a myelodysplastickým syndromem (MDS). V praxi se používají odlišné metodické postupy. Průtoková 
cytometrie je stále nedostatečně standardizovanou metodou, závěry externích kontrol kvality navíc poukazují na různorodost jednotlivých 
výsledků. Cílem následující práce je poskytnout přehled současných možností vyšetření PNH buněk průtokovou cytometrií v souladu s naší 
dlouholetou zkušeností a v kontextu aktuálních trendů a doporučení pro diagnostiku a monitorování PNH.
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Common, standardized and recommended approaches in the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal haemoglobinuria us-
ing flow cytometry

Summary: Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria is an acquired clonal disease characterized by proliferation of stem cells, deficient of 
proteins linked to the membrane via glycophosphatidylinositol (GPI) anchors. PNH cell characterization by flow cytometry was intro-
duced in 1986, since 1996 is considered as method of choice for PNH diagnosis. Flow cytometry PNH analysis is nowadays crucial for 
disease monitoring in terms of progression, regression, remission or response to therapy and screening for small PNH clones (< 1.0%) in 
patients with aplastic anemia or myelodysplastic syndrome. Flow cytometry is unfortunately still poorly standardized, there is a variety 
of different methodological approaches for PNH evaluation and results from external quality assurances schemes reveal heterogeneous 
results. The aim of this work is to review the applicability of flow cytometry for the diagnosis and monitoring of PNH with respect to our 
experience and in the context of the recent trends and guidelines for PNH evaluation by flow cytometry.
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(tab. 3) [10,11]. U pacientů s již stano-
venou diagnózou a  významným PNH 
granulocytárním klonem (> 90 %) cho-
robu monitorujeme každých 6 mě-
síců první 2 roky a dále 1krát ročně. 
U pacientů s AA bez přítomnosti PNH 

buněk nebo s jejich nízkým počtem je 
vhodné častější monitorování (1krát 
za 3 měsíce), obzvlášť u pacientů se za-
hájenou imunosupresivní terapií z dů-
vodu rizika vzniku nebo nárůstu již 
přítomného PNH klonu a  přechodu 

do PNH. U pacientů s PNH granulo-
cytárním klonem v  rozmezí 20–80  %  
a  zachovanou reziduální hemato-
poézou se doporučuje častější moni-
torování množství PNH buněk k po-
souzení dynamiky choroby. Vyšetření 
zastoupení PNH klonu je nutné pro-
vést vždy při známkách progrese cho-
roby na základě pravidelných kont-
rol krevního obrazu a  LDH [12,13]. 
V  současné době neexistuje kon-
senzus týkající se frekvence vyšet-
ření PNH klonů u pacientů na terapii 
eculizumabem.

Princip vyšetření průtokovou 
cytometrií
Základním principem vyšetření prů-
tokovou cytometrií je průkaz částeč-
ného nebo kompletního deficitu nej-
méně dvou GPI-kotvených proteinů 
na povrchu buněk nejméně ze dvou vý-
vojových řad (erytrocyty, monocyty, 
neutrofily) [14,15].

Tab. 1. GPI kotvené proteiny.

Název CD Význam/Funkce Výskyt
LPS Rc CD14 receptor pro lipopolysacharid monocyty, makrofágy, Langerhansovy buňky
Fcγ III Rc CD16 IgG Fc receptor neutrofily, makrofágy, NK buňky
BA-1 CD24 váže P-Selectin neutrofily,eozinofily, B-lymfocyty, tymocyty, erytrocyty
Blast-1 CD48 adhezivní molekula leukocyty
Campath-1 CD52 nejasný T-lymfocyty, monocyty, NK buňky
DAF CD55 váže C3b, regulace kaskády komplementu hematopoetické buňky, endoteliální buňky
LFA3 CD58 receptor proCD2, adhezivní molekula hematopoetické a nehematopoetické buňky
MIRL CD59 váže C8 a C9, regulace kaskády komplementu hematopoetické a nehematopoetické buňky
CGM6 CD66b adhezivní molekula, aktivace neutrofilů neutrofily
NCA CD66c adhezivní molekula neutrofily
NT5E CD73 enzym (nukleotidáza) T-, B-lymfocyty
uPA-Rc CD87 receptor pro uPA granulocyty, monocyty, NK buňky,  

aktivované T-lymfocyty, endoteliální buňky
Thy-1 CD90 diferenciační antigen progenitorové buňky
JMH Ag CD108 krevní skupinový antigen erytrocyty, aktivované lymfocyty
PAF CD109 enzym (endopeptidáza) krevní destičky, neutrofily, monocyty
BST-1 CD157 enzym (cykláza) neutrofily, monocyty
NB1 CD177 nejasný neutrofily
PrP CD230 prion erytrocyty, leukocyty
AchE enzym (acetylcholinesteráza) erytrocyty
Do krevní skupinové antigeny: Doa, Dob, Gya, Hy, Joa erytrocyty
HG Ag nejasný erytrocyty
Gp 500 nejasný krevní destičky
P50-80 nejasný neutrofily
ADP-RT enzym (ADP transferáza) neutrofily
GPI-80 adhezivní molekula neutrofily, monocyty
NA1/NA2 nejasný neutrofily

Tab. 2. Nejčastější klinické komplikace u PNH.

Druh komplikace Projev
žilní trombóza • plicní embolie

• trombóza hlubokých žil
• trombóza kožních žil
• trombóza jaterních žil
• portální hypertenze
• mezenteriální trombóza

arteriální trombóza • tranzitorní ischemická ataka
• centrální mozková příhoda
• akutní infarkt myokardu

plicní hypertenze • dušnost
• srdeční nedostatečnost

chronické renální postižení • anémie
• nutnost dialýzy

anémie • únavový syndrom
• hemosideróza po opakovaných transfuzích
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slouží jako negativní kontrola, značené 
non-PNH erytrocyty od pacienta (PNH 
klon < 100 %), případně od zdravého 
dárce, naopak jako pozitivní kontrola. 
Exprese CD59 na erytrocytech je sil-
nější, což umožňuje lepší rozlišování 
PNH erytrocytů typu III od PNH eryt-
rocytů typu II. Kompletní deficit CD59 
na erytrocytech (typ III) souvisí přímo 
s intravaskulární hemolýzou, je-li PNH 
klon arbitrárně větší než 20 %. Pa-
cienti s PNH erytrocyty typu II bez pří-
tomnosti PNH erytrocytů typu III mají 
oproti tomu převážně retikulocytózu, 
zvýšené LDH a  minimální hemolýzu. 
Význam stanovení exprese CD55 na 
erytrocytech není v  literatuře jedno-
značně dokumentován, jeho samo-
statné vyšetření se z  tohoto důvodu 
nedoporučuje. Identifikace erytrocytů 
na základě fyzikálních parametrů do-
přední (FSC) a boční (SSC) rozptyl je 
pro běžná vyšetření PNH erytrocytů 
dostačující, pro zlepšení citlivosti me-
todiky lze použít i další erytrocytární 
znak – CD235a [15].

Standardizované metody analýzy 
PNH erytrocytů
PNH RedquantTM (Biocytex, Francie) je 
jediná komerčně dostupná souprava, 
která umožňuje standardizované  
(CE, IVD) stanovení PNH erytrocytů. 

rocytů typu III je většinou spojena jen 
s mírnými laboratorními příznaky he-
molýzy bez klinických projevů a kom-
plikací, tento nález bývá často příto-
men u tzv. „PNH like“ MDS. Nález více 
než 30 % PNH erytrocytů typu III bývá 
velmi často spojen s  klinickými pří-
znaky a opakovaným nálezem hemo-
globinurie a  nemocní s  > 50 % PNH 
erytrocytů tohoto typu mívají opako-
vaně ataky závažné hemolýzy s  vyso-
kým rizikem zejména trombotických 
komplikací [16].

Běžné postupy vyšetření PNH 
erytrocytů
Expresi antigenů CD55 a  CD59 sta-
novujeme kvalitativně (bez kvantif i-
kace fluorescence) za použití vhodných 
kontrol: neznačené erytrocyty pacienta 

Stanovení PNH erytrocytů
Průkaz PNH erytrocytů se standardně 
provádí vyšetřením exprese povrcho-
vých GPI kotvených proteinů CD55 
a  CD59. Cílem vyšetření je deteko-
vat a odlišit erytrocyty s normální an-
tigenní expresí (typ I), s  částečnou 
antigenní expresí (typ II) a  erytro-
cyty s  kompletním antigenním def i-
citem (typ III) (obr. 1). Průkaz PNH 
erytrocytů poskytuje důležitou klinic-
kou informaci, přesto přítomnost čer-
stvě transfundovaných erytrocytů (ne-
přesný odhad velikosti PNH klonu), 
častá in vivo hemolýza PNH erytrocytů 
typu III a výskyt vzácných forem PNH 
bez přítomnosti PNH erytrocytů ome-
zují jeho diagnostický význam [9,14]. 
Nicméně z klinické praxe je známo, že 
přítomnost méně než 15 % PNH eryt-

Tab. 3. Klinické indikace k vyšetření PNH klonů.

Indikace k vyšetření PNK klonů Indikace k monitorování PNH klonů
• hemoglobinurie a/nebo hemoglobinemie • pacienti s PNH – sledování progrese, regrese, remise, transformace
• coombs negativní hemolytická anémie 

u pacientů bez známek infekce
• pacienti na terapii eculizumabem

• hemolýza nejasné etiologie sdružená s:
• deficitem železa
• trombózou
• bolestmi břicha
• granulocytopenií a/nebo trombocytopenií

• pacienti s trombózou a/nebo hemolytickou anémií, u kterých nebyla 
jednoznačně stanovena PNH

• trombóza:
• trombóza jaterních žil, portálního  systému,  
    mozkových sinusů, kožních žil
• trombóza v kombinaci s cytopenií
• trombóza v kombinaci s hemolýzou

• pacienti s aplastickou anémií a prokázaným PNH klonem k vyloučení 
progrese do PNH

• poruchy krvetvorby:
• aplastická anémie
• refrakterní cytopenie s dysplazií v jedné řadě
• jiné cytopenie nejasné etiologie

Obr. 1. PNH erytrocyty s kompletním deficitem GPI kotveného proteinu CD59 
(typ III), PNH erytrocyty s částečným deficitem (typ II) a normální erytrocyty 
(typ I).

A B
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je 0,01 %, proto je nutná analýza 
250 000–1 000 000 erytrocytů. Identi-
fikaci erytrocytů provádíme na základě 
fyzikálních a fluorescenčních parame-
trů FSC/SSC/CD235, analýzu dat pro-
vádíme ve dvouparametrových grafech 
(obr. 1). Analyzujeme expresi CD59, pří-
padně v kombinaci s CD55. Z dostup-
ných fluorochromů pro anti-CD235a 
MP přednostně volíme fluorescein is-
othiokyanát (CD235a FITC) a pro an-
ti-CD59 MP phycoerytrin (CD59 PE). 
Neznačené erytrocyty pacienta slouží 
jako negativní kontrola, značené eryt-
rocyty zdravého jedince nebo non PNH 
erytrocyty pacienta (PNH klon < 100 %) 
naopak jako pozitivní kontrola.

Stanovení PNH leukocytů
Stanovení PNH neutrofilů a monocytů 
poskytuje přesnější informaci o  reál-
ném zastoupení PNH klonu, vyšetření 
má diagnostický význam. Analýza PNH 
lymfocytů se nedoporučuje z důvodu 
variabilní exprese GPI-kotvených pro-
teinů [14,17].

Běžné metodiky na vyšetření PNH 
granulocytů a monocytů
Pro stanovení PNH leukocytů se dlou-
hodobě provádělo a stále provádí kva-
litativní vyšetření exprese antigenů 
CD55 a CD59. Exprese CD55 na mo-
nocytech je silnější než exprese CD59, 
proto má na rozdíl od erytrocytů větší 
diagnostický význam. Analýza exprese 
CD55 a CD59 antigenů na granulocy-
tech má však omezenou schopnost pro 
identif ikaci PNH buněk, často bývá 
příčinou záchytu nižších PNH klonů, 
vyšetření se navíc vyznačuje vysokým 
variačním koeficientem. V praxi se vy-
šetřují přednostně jiné GPI kotvené 
proteiny: CD14, CD16, CD24, CD48, 
CD66b, CD157 [18].

Standardizované metody analýzy 
PNH leukocytů
PNH CellquantTM (Biocytex, Francie) je 
jediný komerčně dostupný, standardi-
zovaný (CE, IVD) kit na stanovení PNH 
granulocytů. I v tomto případě se po-
užívají fluorescenční standardy na sta-

analýza minimálně 5 000 erytrocytů. 
Identifikace erytrocytů se provádí na zá-
kladě fyzikálních parametrů FSC/SSC.  
Stanovuje se exprese antigenu CD59, 
samostatně nebo v  kombinaci s  an-
tigenem CD55. Z dostupných fluoro-
chromů na značení anti-CD59 mo-
noklonální protilátky (MP) volíme 
phycoerythrin (PE). Optimální titrace 
MP je kriticky důležitá pro analýzu 
z důvodu aglutinačního efektu na eryt-
rocytech. Účelem vyšetření je stanovení 
PNH erytrocytů typu III, přítomnost 
PNH erytrocytů typu II je nutné po-
psat. Neznačené erytrocyty pacienta 
slouží jako negativní kontrola, značené 
non PNH erytrocyty pacienta (PNH 
klon < 100 %), případně zdravého 
dárce, naopak jako pozitivní kontrola.

Techniky s vysokou citlivostí na 
analýzu PNH erytrocytů 
Účelem vyšetření metodikou s  vyso-
kou citlivostí je detekce nízkých počtů 
PNH erytrocytů u pacientů s AA a re-
frakterní cytopenií s dysplazií v  jedné 
řadě (RCUD). Imunosupresivní tera-
pie může vést ke vzniku nebo nárůstu 
stávajícího PNH klonu, dokonce až ke 
vzniku PNH. Cílová citlivost vyšetření  

Za použití fluorescenčních standardů 
se def inuje f luorescenční práh (cut- 
-off), podle kterého odlišujeme nor-
mální erytrocyty (oblast nad pra-
hem) od PNH erytrocytů (oblast pod 
prahem) (obr. 2). Vzhledem k  citli-
vosti (3 % PNH buněk) metodika není 
vhodná pro detekci nízkých počtů PNH 
klonů u pacientů s AA a myelodysplas-
tickým syndromem (MDS). Relativním 
nedostatkem kromě vysoké ceny je ča-
sová náročnost vyšetření.

Doporučené postupy pro analýzu 
PNH erytrocytů
Mezinárodní společnost pro klinickou 
průtokovou cytometrii (ICCS) vydala 
v roce 2010 vůbec první dokument tý-
kající se doporučených postupů pro 
diagnostiku a monitorování PNH prů-
tokovou cytometrií. Dokument roz-
lišuje rutinní/diagnostické vyšetření 
PNH a vyšetření metodikou s vysokou 
citlivostí na průkaz nízkých počtů PNH 
buněk [15].

Rutinní vyšetření PNH erytrocytů
Účel rutinního vyšetření PNH erytro-
cytů je diagnostický. Požadovaná citli-
vost je 1 % PNH buněk, proto je nutná 

Obr. 2. Fluorescenční standardy slouží k nastavení cut-off, podle kterého od-
lišujeme normální erytrocyty (oblast nad prahem) od PNH erytrocytů (oblast 
pod prahem).
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třídy IgG. Vyskytuje se na povrchu 
NK  buněk, makrofágů a  neutrofilů. 
Eozinofily neexprimují CD16 a  jejich 
přítomnost v periferní krvi může být 
příčinou falešného PNH klonu. Pou-
žití CD16 jako samostatného markeru 
se nedoporučuje, lze ho však použít 
v  kombinaci s  jiným PNH markerem 
(CD24, CD55, CD58, CD59). Dalším 
potenciálním problémem je částečný 
nebo kompletní def icit CD16  anti-
genu na granulocytech u  pacientů 
s MDS (obr. 4) [18]. CD24 je malý, 
povrchový sialoglykoprotein, který je 
exprimován na povrchu zralých lymfo-
cytů a přetrvává až do plazmocytární 
diferenciace. CD24 je vhodný marker 
na průkaz PNH granulocytů a mono-
cytů rutinními nebo vysoce citlivými 
technikami, nejlépe v kombinaci s dal-
ším PNH markerem. CD66b je trans-
membránový glykoprotein z  rodiny 
imunoglobulinů, který je převážně ex-
primován na povrchu granulocytů. 
Na průkaz PNH neutrof ilů se pou-
žívá vždy v kombinaci s dalším PNH 
markerem.

Stanovení PNH leukocytů metodou 
FLAER
Aeromonas hydrophila syntetizuje bak-
teriální enzym proaerolyzin (52 kD),  
jehož aktivní forma aerolyzin rozpo-
znává GPI kotvu a následně lyzuje non 
PNH buňky. FLAER představuje inak-
tivovanou formu aerolyzinu značenou 
fluorochromem Alexa 488. V posled-
ních letech se používá v  diagnostice 
PNH s  narůstající oblibou, obzvlášť 
v  detekci nízkých počtů PNH buněk 
vysoce citlivými technikami. FLAER 
lze použít samostatně, většinou však 
v  kombinaci s  dalšími PNH markery 
a markery na specifickou identifikaci 
cílových populací [19,20].

Doporučené postupy pro analýzu 
PNH leukocytů dle ICCS
Rutinní vyšetření leukocytů za 
účelem stanovení diagnózy
Požadovaná citlivost vyšetření je 1 %, 
proto je nutná analýza 5 000–10 000 
neutrofilů.

vrchu monocytů a makrofágů. Exprese 
na povrchu mladých monocytů je slabá, 
přesto je marker vhodný pro diagnos-
tické účely (≥ 1 % PNH monocytů), sa-
mostatně nebo v  kombinaci s  jinými 
PNH markery (CD24). Přítomnost den-
dritických buněk v periferní krvi, které 
neexprimují antigen CD14, může být 
příčinou falešného PNH klonu, z toho 
důvodu není vyšetření vhodné pro sta-
novení nízkých počtů (< 0,1 %) PNH mo-
nocytů vysoce citlivými technikami [18].

CD16 z  rodiny imunoglobulinů je 
Fc receptorem pro imunoglobuliny 

novení fluorescenčního prahu, podle 
kterého definujeme normální (oblast 
nad prahem) a PNH granulocyty (ob-
last pod prahem) (obr. 3). Citlivost 
metodiky (3 % PNH buněk) určuje její 
význam pouze pro diagnostiku. Jistá 
nevýhoda je časová náročnost vyšet-
ření a  nutnost zpracování materiálu 
nejpozději do 8 hod po odběru.

Kvalitativní vyšetření exprese 
dalších GPI kotvených proteinů
CD14 je transmembránový glykopro-
tein, který je silně exprimován na po-

Obr. 3. Fluorescenční standardy slouží k určení cut-off, podle kterého odlišu-
jeme normální granulocyty (oblast nad prahem) od PNH granulocytů (oblast 
pod prahem).
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Obr. 4. Granulocyty definujeme na základě vysokého SSC a silné exprese 
znaku CD15 (A). PNH granulocyty jsou CD16neg/CD24neg. Non-PNH granulo-
cyty (CD24pos) u pacienta s MDS vykazují patologickou nepřítomnost znaku 
CD16 (B).
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Hlášení výsledku a externí 
hodnocení kvality vyšetření (EHK)
Při záchytu PNH populace je nutné po-
psat vývojovou řadu (erytrocyty, mo-
nocyty, granulocyty), procentuální za-
stoupení klonu a  charakter defektu 
(kompletní – typ III, částečný – typ II). 
Při menších počtech PNH buněk je 
vhodné doplnit, že výsledek nesvědčí 
pro hemolytickou formu PNH, při ne-
gativních nálezech u  pacientů s  AA 
nebo MDS je naopak vhodné doporu-
čit další vyšetření s časovým odstupem. 
Při opakovaném vyšetření popisujeme 
vývoj nálezu.

Nutná součást správné laboratorní 
praxe (SLO) je účast v  cyklech exter-
ního hodnocení kvality nebo mezila-
boratorního porovnání. Externí hod-
nocení kvality vyšetření v rámci Evropy 
zajišťuje zatím pouze UK NEQAS [21].

Závěr
Průtoková cytometrie se používá pro 
fenotypizaci PNH buněk od roku 1986, 
od roku 1996 se stává metodou volby 
pro diagnostiku a monitorování one-
mocnění. Velikost a  charakter PNH 
klonu při diagnóze bezprostředně sou-
visí s  klinickým průběhem – vstupní 
záchyt více než 90 % PNH granulo-
cytů vylučuje možnost remise onemoc-
nění, monitorování u pacientů s nižším 
PNH granulocytárním klonem je důle-
žité k posouzení progrese, regrese, re-
mise či odpovědi na terapii. Dostup-
nost metodiky s  vysokou citlivostí 
(< 0,1 %) umožňuje sledování pacientů 
s AA a včasné zjišťování změn v klinic-
kém průběhu ve smyslu hemolýzy a ri-
zika trombózy. Velikost PNH erytro-
cytárního klonu má rovněž význam 
pro posouzení stupně závažnosti cho-
roby a  rizika zejména trombotických 
komplikací.

Narůstající význam vyšetření PNH 
průtokovou cytometrií v  posledních 
letech výrazně kontrastoval s absencí 
konsenzuálního dokumentu týkajícího 
se doporučených laboratorních po-
stupů. Tento paradox byl vyřešen na 
konci roku 2010, kdy ICCS vydala gui-
delines pro diagnostiku a  monitoro-

5barevný (FLAER/CD24/CD14/CD15/ 
/CD45, FLAER/CD24/CD14/CD33/ 
/CD45, FLAER/CD24/CD14/CD15/ 
/CD33) nebo 6barevný (FLAER/CD24/ 
/CD14/CD15/CD33/CD45) proto-
kol. Součástí jednotlivých protokolů 
jsou jak markery na identifikaci cílo-
vých populací, tak i nejméně 2 mar-
kery pro každou řadu na průkaz GPI 
defektu.

Preanalytické požadavky 
k vyšetření PNH erytrocytů 
a leukocytů dle ICCS
Pro  vyšetření PNH je nutné dodat 
1–3  ml periferní krve (v  souvislosti 
s WBC) odebrané do zkumavek s anti
koagulačním činidlem. Lze použít ky-
selinu ethylendiamintetraoctovou 
(EDTA), heparin nebo citrát sodný 
(ACD). Stabilita vzorku při pokojové 
teplotě je 24 hod, následně je nutné 
materiál uchovat při 4 °C. Analýzu 
leukocytů provádíme do 48 hod po od-
běru, analýzu erytrocytů můžeme pro-
vést do 7 dní. Pro lyzaci erytrocytů lze 
použít ammonium chloratum (NH4Cl) 
komerční nebo vlastní výroby.

Identif ikaci monocytů a  granulo-
cytů provádíme na základě fyzikálních 
a  f luorescenčních parametrů FSC/ 
/SSC/CD45. Pro vyšší citlivost použí-
váme markery specifické pro vývojovou 
řadu: CD15 pro granulocyty a CD33 
pro monocyty. Na cílových popula-
cích analyzujeme expresi FLAER v kom-
binaci s CD24 (granulocyty) a CD14 
(monocyty) (obr. 5).

Vyšetření leukocytů za účelem 
monitorování PNH klonů u AA/MDS
Požadovaná citlivost vyšetření je 
0,01  %, proto je nutná analýza nej-
méně 250 000 neutrofilů. Identifikaci 
leukocytů provádíme na základě fy-
zikálních a  f luorescenčních parame-
trů: SSC/CD45/CD15silně+/CD33slabě+ 
(granulocyty), SSC/CD45/CD15slabě+/
/CD33silně+ (monocyty). Na cílových 
populacích vyšetřujeme expresi FLAER 
v  kombinaci s  CD24 (neutrof ily) 
a CD14 (monocyty).

V souvislosti s  laserovým vybavením 
průtokového cytometru lze pro ana-
lýzu neutrofilů a monocytů volit 4ba-
revný (FLAER/CD24/CD14/CD33), 

Obr. 5. Leukocyty (lymfocyty, monocyty a granulocyty) definujeme na základě 
parametrů CD45/SSC (A). Granulocyty jsou CD15silně+/CD33slabě+, 
monocyty CD15slabě+/CD33silně+ (B). PNH granulocyty jsou FLAERneg/
/CD24neg (C), PNH monocyty jsou FLAERneg/CD14neg (D).
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vání PNH průtokovou cytometrií. Do-
kument obsahuje podrobnou analýzu 
doposud běžně používaných metod, 
popisuje nová reagencia a laboratorní 
protokoly v souladu s pokrokem prů-
tokové cytometrie, nabízí standardi-
zované postupy pro analýzu a posky-
tuje nezbytné podklady pro zavedení 
a validaci vlastních postupů pro ade-
kvátní vyšetření PNH, které však musí 
být ověřené v externích cyklech kont-
roly kvality.
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