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Souhrn: Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH) je ziskané klonalni onemocnéni krvetvorby. Patfi do skupiny ziskanych hemolytickych
anémif a projevuje se hemolyzou cervenych krvinek riizné intenzity a nadmérnou tendenci ke vzniku trombéz. Vznika z ddvodu proliferace
kmenové buriky, které chybi povrchové antigeny vazané na bunécné membrané pomoci glykosylfosfatidylinositolové kotvy (GPI). Priito-
kové cytometrie se pouZziva na stanoveni PNH klond od roku 1986 a od roku 1996 se povaZzuje za metodu volby pro diagnostiku onemoc-
néni. Vysetfeni v soucasné dobé zahrnuje téZ monitorovani velikosti PNH klon( v priibéhu onemocnénfi - ve vztahu k progresi, regresi,
remisi, transformaci ¢i odpovédi na terapii - a ddle je téZ zaméFeno na detekci nizkych poctd PNH bunék (< 1,0 %) v ramci monitorovani
pacient( s aplastickou anémif (AA) a myelodysplastickym syndromem (MDS). V praxi se pouzivaji odlidné metodické postupy. Pritokova
cytometrie je stdle nedostatecné standardizovanou metodou, zavéry externich kontrol kvality navic poukazuji na riiznorodost jednotlivych
vysledkd. Cilem nasledujici prace je poskytnout prehled souc¢asnych moznosti vysetfeni PNH bunék pritokovou cytometrii v souladu s nasi
dlouholetou zkugenosti a v kontextu aktudlnich trendl a doporuceni pro diagnostiku a monitorovani 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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Uvod

Paroxysmalni noéni hemoglobinu-
rie (PNH) je vzacné klondlni onemoc-
néni krvetvorby, které se projevuje
intravaskularni hemolyzou s hemoglo-
binurii (hemolytickd forma), imunitné
podminénou aplazii kostni dfené (hy-
poplastickd forma) a sklonem k trom-
bézdm [1,2]. Biologickou podsta-
tou onemocnénf{ je somatickd mutace
PIG-A genu (phosphatidyl inositol gly-
can class A) na drovni kmenové buriky,
kterd blokuje syntézu GPI kotvy [3,4].
Dulsledkem mutace je ¢dstecny nebo
kompletni deficit GPI kotvenych pro-
tein na povrchu PNH bunék (tab. 1)

Vnit¥ Lék 2012; 58(1): 31-37

[5,6]. GPI kotvené glykoproteiny CD55
(DAF) a CD59 (MIRL) hraji klicovou
roli pro inhibici aktivity C3, C5, C5b,
C6, C8, C9 slozek komplementu, jejich
nepfitomnost je hlavni p¥icinou akut-
nich a chronickych atak intravaskuldrn{
hemolyzy [7,8]. Volny hemoglobin, ne-
dostate¢né odbouravani oxidu dusna-
tého a hemoglobinurie jsou podstatou
patogenetického mechanizmu vzniku
klinickych komplikacf (tab. 2) [9]. Kli-
nické projevy zdvisi na velikosti patolo-
gického klonu a mohou byt rozli¢né od
trvalé hemolyzy rtzného stupné pfes
opakované hemolytické krize se zndm-
kami akutnf rendlni insuficience az ke

klinicky némému pribéhu, jehoz prvnf
manifestaci miZe byt az obraz Budd-
-Chiariho syndromu se splenomegalif
a zndmkami jaterniho selhavani.

Klinické indikace k vySetfeni PNH
klont (screening, diagnostika,
monitorovani)

PNH je komplexni onemocnént, v kon-
textu klinickych pfiznakd je kazdy pa-
cient jedine¢ny. Riziko zdvaznych kli-
nickych komplikaci a moderni lé¢ba
hemolytické formy humanizovanou
protildtkou proti C5 slozce komple-
mentu vedlo k rozsitent klinickych indi-
kaci pro vySetfeni tohoto onemocnéni
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monocyty, makrofagy, Langerhansovy buriky
neutrofily, makrofagy, NK buriky
neutrofily,eozinofily, B-lymfocyty, tymocyty, erytrocyty

T-lymfocyty, monocyty, NK buriky
hematopoetické buriky, endotelidlni buriky
hematopoetické a nehematopoetické buriky
hematopoetické a nehematopoetické buriky

granulocyty, monocyty, NK buriky,
aktivované T-lymfocyty, endotelidlni buriky

Tab. 1. GPI kotvené proteiny.

Nazev CcD Vyznam/Funkce Vyskyt

LPS Rc CD14 receptor pro lipopolysacharid

Fey lllIRc CD16 IgG Fc receptor

BA-1 CD24 vaze P-Selectin

Blast-1 CD48 adhezivni molekula leukocyty
Campath-1 CD52 nejasny

DAF CD55 vaze C3b, regulace kaskady komplementu

LFA3 CDS58 receptor proCD2, adhezivni molekula

MIRL CD59 vaze C8 a C9, regulace kaskady komplementu

CGM6 CD66b adhezivni molekula, aktivace neutrofilt neutrofily

NCA CD66¢ adhezivni molekula neutrofily

NTSE CD73 enzym (nukleotidaza) T-, B-lymfocyty
uPA-Rc CD87 receptor pro uPA

Thy-1 CD90 diferencia¢ni antigen progenitorové buriky
JMH Ag CD108 krevni skupinovy antigen

PAF CD109 enzym (endopeptidaza)

BST-1 CD157 enzym (cyklaza) neutrofily, monocyty
NB1 CD177 nejasny neutrofily

PrP CD230 prion erytrocyty, leukocyty
AchE enzym (acetylcholinesteraza) erytrocyty

Do krevni skupinové antigeny: Do?, Do®, Gy?, Hy, Jo* erytrocyty

HG Ag nejasny erytrocyty

Gp 500 nejasny krevni desti¢ky
P50-80 nejasny neutrofily

ADP-RT enzym (ADP transferaza) neutrofily

GPI-80 adhezivni molekula neutrofily, monocyty
NAT/NA2 nejasny neutrofily

erytrocyty, aktivované lymfocyty
krevni desti¢ky, neutrofily, monocyty

(tab. 3)[10,11]. U pacient( s jiz stano-
venou diagnézou a vyznamnym PNH
granulocytarnim klonem (> 90 %) cho-
robu monitorujeme kazdych 6 mé-
sict prvni 2 roky a déle Tkrat ro¢né.
U pacientd s AA bez pfitomnosti PNH

bunék nebo s jejich nizkym poctem je
vhodné ¢astéjsi monitorovani (1krat
za 3 mésice), obzvlast u pacientd se za-
hdjenou imunosupresivn{ terapifi z di-
vodu rizika vzniku nebo narlstu jiz
ptitomného PNH klonu a ptechodu

Druh komplikace
Zilnf trombéza

arterialni trombdza

plicni hypertenze

chronické rendlnf postizeni

anémie

Tab. 2. Nejéastéjsi klinické komplikace u PNH.

Projev

* plicni embolie

trombdza hlubokych Zil
trombdza koznich Zil
trombdza jaternich Zil
portélni hypertenze
mezenteridlni trombdza
tranzitorni ischemickd ataka
centrdlni mozkova pfihoda
akutnf infarkt myokardu
dusnost

srde¢ni nedostate¢nost
anémie

nutnost dialyzy

tnavovy syndrom

* hemosideréza po opakovanych transfuzich
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do PNH. U pacient&l s PNH granulo-
cytarnim klonem v rozmezi 20-80 %
a zachovanou rezidudlni hemato-
poézou se doporucuje ¢astéjsi moni-
torovani mnozstvi PNH bunék k po-
souzeni dynamiky choroby. Vy3etten(
zastoupeni PNH klonu je nutné pro-
vést vzdy pfi zndmkéch progrese cho-
roby na zdkladé pravidelnych kont-
rol krevniho obrazu a LDH [12,13].
V soucasné dobé neexistuje kon-
senzus tykajici se frekvence vyset-
fenf PNH klon@ u pacientl na terapii
eculizumabem.

Princip vysetteni priitokovou
cytometrii

Zakladnim principem vySetfeni pra-
tokovou cytometrii je prikaz ¢dstec-
ného nebo kompletniho deficitu nej-
méné dvou GPl-kotvenych proteind
na povrchu bunék nejméné ze dvou vy-
vojovych Fad (erytrocyty, monocyty,
neutrofily) [14,15].

Vnit¥ Lék 2012; 58(1): 31-37




Bézné, standardizované a doporucené postupy v diagnostice a monitorovani paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie

Indikace k vy3ett¥eni PNK klond

® coombs negativni hemolytickd anémie
u pacientl bez znamek infekce

© hemolyza nejasné etiologie sdruZend s:

* deficitem Zeleza

* trombdzou

¢ bolestmi bficha
® trombdza:

mozkovych sinust, koznich Zil
* trombdza v kombinaci s cytopenif
* trombdza v kombinaci s hemolyzou
® poruchy krvetvorby:
* aplastickd anémie

* jiné cytopenie nejasné etiologie

® hemoglobinurie a/nebo hemoglobinemie

* trombdza jaternich Zil, portélniho systému,

Tab. 3. Klinické indikace k vySetfeni PNH klond.

Indikace k monitorovani PNH klond
e pacienti s PNH - sledovdnf{ progrese, regrese, remise, transformace

® pacienti na terapii eculizumabem

® pacienti s trombdzou a/nebo hemolytickou anémif, u kterych nebyla

jednozna¢né stanovena PNH

* granulocytopenii a/nebo trombocytopenii
® pacienti s aplastickou anémii a prokdzanym PNH klonem k vylouceni

progrese do PNH

* refrakterni cytopenie s dysplazii v jedné fadé

Stanoveni PNH erytrocytd

Priikaz PNH erytrocyt se standardné
provadi vySetfenim exprese povrcho-
vych GPI kotvenych proteini CDS55
a CD59. Cilem vy3etfen( je deteko-
vat a odlidit erytrocyty s normaln{ an-
tigenni expresi (typ 1), s ¢astec¢nou
antigenni expresi (typ IlI) a erytro-
cyty s kompletnim antigennim defi-
citem (typ Ill) (obr. 1). Prtikaz PNH
erytrocytl poskytuje dtlezitou klinic-
kou informaci, ptesto pfitomnost Cer-
stvé transfundovanych erytrocytl (ne-
presny odhad velikosti PNH klonu),
¢astd in vivo hemolyza PNH erytrocyt
typu Il a vyskyt vzdcnych forem PNH
bez ptitomnosti PNH erytrocytli ome-
zuji jeho diagnosticky vyznam [9,14].
Nicméné z klinické praxe je znamo, ze
pfitomnost méné nez 15 % PNH eryt-

rocytl typu lll je vétsinou spojena jen
s mirnymi laboratornimi ptiznaky he-
molyzy bez klinickych projevt a kom-
plikaci, tento nélez byva ¢asto pfito-
men u tzv. ,,PNH like“ MDS. Nélez vice
nez 30 % PNH erytrocytl typu Il byva
velmi casto spojen s klinickymi p¥i-
znaky a opakovanym ndalezem hemo-
globinurie a nemocni s > 50 % PNH
erytrocytd tohoto typu mivaji opako-
vané ataky zdvazné hemolyzy s vyso-
kym rizikem zejména trombotickych
komplikaci [16].

Bézné postupy vysetieni PNH
erytrocyttl

Expresi antigentt CD55 a CDS59 sta-
novujeme kvalitativné (bez kvantifi-
kace fluorescence) za pouziti vhodnych
kontrol: neznacené erytrocyty pacienta

A PNH Erytrocyty
1 wpil el wypl
2=
(L3
] T m T rIIIII1| T |1lr|rr| T |r||lrr| T
CD5%

B PHH Erytrocyty

1 wpln wypl mip |

cDs9

Obr. 1. PNH erytrocyty s kompletnim deficitem GPI kotveného proteinu CD59
(typ 111), PNH erytrocyty s ¢asteénym deficitem (typ 1) a normalnf{ erytrocyty

(typ ).
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slouzi jako negativni kontrola, znac¢ené
non-PNH erytrocyty od pacienta (PNH
klon < 100 %), ptipadné od zdravého
dérce, naopak jako pozitivni kontrola.
Exprese CD59 na erytrocytech je sil-
néjsi, coz umozriuje lepsi rozlisovan(
PNH erytrocytd typu Il od PNH eryt-
rocytl typu Il. Kompletni deficit CD59
na erytrocytech (typ Ill) souvisi pfimo
s intravaskuldrni hemolyzou, je-li PNH
klon arbitrarné vétsi nez 20 %. Pa-
cienti s PNH erytrocyty typu Il bez pfi-
tomnosti PNH erytrocyt( typu Ill majf
oproti tomu prevazné retikulocytézu,
zvysené LDH a miniméalni hemolyzu.
Vyznam stanoveni exprese CD55 na
erytrocytech nenf v literatute jedno-
zna¢né dokumentovan, jeho samo-
statné vysetfeni se z tohoto ddvodu
nedoporucuje. ldentifikace erytrocytd
na zdkladé fyzikdlnich parametr do-
predni (FSC) a bo¢nf (SSC) rozptyl je
pro bézna vysetieni PNH erytrocytd
dostacujici, pro zlep3enf citlivosti me-
todiky lze pouzit i dal3i erytrocytarni
znak - CD235a [15].

Standardizované metody analyzy
PNH erytrocytt

PNH Redquant™ (Biocytex, Francie) je
jedind komeréné dostupnd souprava,
kterd umoziuje standardizované
(CE, IVD) stanoveni PNH erytrocytd.
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A cut-off pro expresi CO55

CD55
C PMH Erytrocyty

PNH Ery

CD55

B cut-off pro expresi C059
] cutoff
CD5%
D PMNH Erytrocyty
PHH Ery
CD59

Obr. 2. Fluorescen¢ni standardy slouzi k nastaveni cut-off, podle kterého od-
liSujeme normadlni erytrocyty (oblast nad prahem) od PNH erytrocytt (oblast

pod prahem).

Za pouziti fluorescen¢nich standardd
se definuje fluorescenéni prah (cut-
-off), podle kterého odlisujeme nor-
malni erytrocyty (oblast nad pra-
hem) od PNH erytrocytdl (oblast pod
prahem) (obr. 2). Vzhledem k citli-
vosti (3 % PNH bunék) metodika neni
vhodnad pro detekci nizkych poétd PNH
klont u pacientd s AA a myelodysplas-
tickym syndromem (MDS). Relativnim
nedostatkem kromé vysoké ceny je ¢a-
sova narocnost vysetteni.

Doporucené postupy pro analyzu
PNH erytrocyti

Mezinarodni spole¢nost pro klinickou
pratokovou cytometrii (ICCS) vydala
v roce 2010 viibec prvni dokument ty-
kajici se doporucenych postupl pro
diagnostiku a monitorovani PNH pr-
tokovou cytometrii. Dokument roz-
li8uje rutinni/diagnostické vySetfen(
PNH a vySetfeni metodikou s vysokou
citlivostf na prtikaz nizkych poétd PNH
bunék [15].

Rutinni vySetfeni PNH erytrocytt

Uéel rutinniho vy3etfeni PNH erytro-
cytll je diagnosticky. PoZzadovand citli-
vost je T % PNH bunék, proto je nutnd
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analyza minimalné 5 000 erytrocytd.
Identifikace erytrocytti se provadinaza-
kladé fyzikalnich parametri FSC/SSC.
Stanovuje se exprese antigenu CDS59,
samostatné nebo v kombinaci s an-
tigenem CDS55. Z dostupnych fluoro-
chrom@ na znadeni anti-CD59 mo-
noklonalni protilatky (MP) volime
phycoerythrin (PE). Optimdlnf titrace
MP je kriticky dalezitd pro analyzu
z ddvodu aglutina¢niho efektu na eryt-
rocytech. Ucelem vy3etient je stanoven(
PNH erytrocytl typu Ill, pfitomnost
PNH erytrocytl typu Il je nutné po-
psat. Neznacené erytrocyty pacienta
slouzi jako negativnf kontrola, znacené
non PNH erytrocyty pacienta (PNH
klon < 100 %), ptipadné zdravého
darce, naopak jako pozitivni kontrola.

Techniky s vysokou citlivosti na
analyzu PNH erytrocyti

Uéelem vyetieni metodikou s vyso-
kou citlivosti je detekce nizkych poctd
PNH erytrocyt u pacientd s AA a re-
frakterni cytopenii s dysplazii v jedné
fadé (RCUD). Imunosupresivni tera-
pie muiZe vést ke vzniku nebo narlstu
stdvajictho PNH klonu, dokonce az ke
vzniku PNH. Cilova citlivost vySetfeni

je 0,01 %, proto je nutnd analyza
250 000-1 000 000 erytrocytd. Identi-
fikaci erytrocytl provadime na zdkladé
fyzikdlnich a fluorescenénich parame-
trt FSC/SSC/CD235, analyzu dat pro-
vadime ve dvouparametrovych grafech
(obr. 1). Analyzujeme expresi CDS59, p¥i-
padné v kombinaci s CD55. Z dostup-
nych fluorochromd pro anti-CD235a
MP ptednostné volime fluorescein is-
othiokyanat (CD235a FITC) a pro an-
ti-CD59 MP phycoerytrin (CD59 PE).
Neznacené erytrocyty pacienta slouzi
jako negativni kontrola, znacené eryt-
rocyty zdravého jedince nebo non PNH
erytrocyty pacienta (PNH klon < 100 %)
naopak jako pozitivni kontrola.

Stanoveni PNH leukocytt
Stanoveni PNH neutrofild a monocytl

poskytuje presnéjsi i
ném zastoupeni PNH klonu, vy3etteni

formaci o real-

ma diagnosticky vyznam. Analyza PNH
lymfocytd se nedoporucuje z divodu
variabilni exprese GPI-kotvenych pro-
teint [14,17].

BéZné metodiky na vysetfeni PNH
granulocyti a monocytt

Pro stanoveni PNH leukocytl se dlou-
hodobé provadélo a stdle provadi kva-
litativni vySetfeni exprese antigen(
CDSS a CDS9. Exprese CDSS5 na mo-
nocytech je silngjsi nez exprese CD59,
proto ma na rozdil od erytrocyti vétsi
diagnosticky vyznam. Analyza exprese
CDS55 a CD59 antigen(l na granulocy-
tech ma v8ak omezenou schopnost pro
identifikaci PNH bunék, ¢asto byva
pri¢inou zachytu nizsich PNH klon,
vySetfen( se navic vyznacuje vysokym
varia¢nim koeficientem. V praxi se vy-
Setfuji prednostné jiné GPI kotvené
proteiny: CD14, CD16, CD24, CD48,
CD66b, CD157 [18].

Standardizované metody analyzy
PNH leukocytti

PNH Cellquant™ (Biocytex, Francie) je
jediny komeréné dostupny, standardi-
zovany (CE, IVD) kit na stanoveni PNH
granulocytl. | v tomto pfipadé se po-
uzivaji fluorescenéni standardy na sta-
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A flusrescencni standaridy
E
-1r1l[1 TTT T TrrT TTrTy
FITC
C CD55 neg. PHH granulecyty

FITC

B cut-off pro expresi CO55 a CO59

cut-off 2

cutt-off 1

FITC
D CO5Y neg. PNH granulocyty

PNH Gr.

cD52

Obr. 3. Fluorescen¢ni standardy slouzi k uréenfi cut-off, podle kterého odlisu-
jeme normalni granulocyty (oblast nad prahem) od PNH granulocytt (oblast

pod prahem).

noveni fluorescenéniho prahu, podle
kterého definujeme normalnf (oblast
nad prahem) a PNH granulocyty (ob-
last pod prahem) (obr. 3). Citlivost
metodiky (3 % PNH bunék) uréuje jejf
vyznam pouze pro diagnostiku. Jista
nevyhoda je ¢asovd ndroénost vyset-
feni a nutnost zpracovani materidlu

nejpozdéji do 8 hod po odbéru.

Kvalitativni vySetfeni exprese
dalSich GPI kotvenych proteint
CD14 je transmembranovy glykopro-
tein, ktery je silné exprimovan na po-

vrchu monocytl a makrofdgli. Exprese
na povrchu mladych monocytd je slaba,
presto je marker vhodny pro diagnos-
tické ucely (2 1 % PNH monocyt(l), sa-
mostatné nebo v kombinaci s jinymi
PNH markery (CD24). Pfitomnost den-
dritickych bunék v perifernf krvi, které
neexprimuji antigen CD14, mdZe byt
pric¢inou falesného PNH klonu, z toho
ddvodu nenf vy3etfeni vhodné pro sta-
noveni nizkych poctti (< 0,1 %) PNH mo-
nocyth vysoce citlivymi technikami [18].

CD16 z rodiny imunoglobulin( je
Fc receptorem pro imunoglobuliny

A C01M5 pos. Granulocyty

Granulacyty I

cD15

B CDM6./CD24. PHH granulocyty

Mor-PhH Granulocyty

CcD24

PHH Granulocyty

cD16

Obr. 4. Granulocyty definujeme na zédkladé vysokého SSC a silné exprese
znaku CD15 (A). PNH granulocyty jsou CD16"¢/CD24"2. Non-PNH granulo-
cyty (CD24°°) u pacienta s MDS vykazuji patologickou nepfitomnost znaku

CD16 (B).
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tiidy IgG. Vyskytuje se na povrchu
NK bunék, makrofagli a neutrofild.
Eozinofily neexprimuji CD16 a jejich
pfitomnost v periferni krvi maze byt
pfi¢inou falesného PNH klonu. Pou-
Ziti CD16 jako samostatného markeru
se nedoporucduje, lze ho viak pouzit
v kombinaci s jinym PNH markerem
(CD24, CD55, CD58, CDS59). Dalsim
potencidlnim problémem je ¢dsteény
nebo kompletni deficit CD16 anti-
genu na granulocytech u pacientl
s MDS (obr. 4) [18]. CD24 je maly,
povrchovy sialoglykoprotein, ktery je
exprimovan na povrchu zralych lymfo-
cytl a pretrvavd az do plazmocytarn{
diferenciace. CD24 je vhodny marker
na prakaz PNH granulocytli a mono-
cytd rutinnimi nebo vysoce citlivymi
technikami, nejlépe v kombinaci s dal-
§im PNH markerem. CD66b je trans-
membranovy glykoprotein z rodiny
imunoglobulint, ktery je prevdzné ex-
primovan na povrchu granulocyt(.
Na prikaz PNH neutrofili se pou-
2ivd vzdy v kombinaci s dal$im PNH
markerem.

Stanoveni PNH leukocytd metodou
FLAER

Aeromonas hydrophila syntetizuje bak-
teridlni enzym proaerolyzin (52 kD),
jehoz aktivni forma aerolyzin rozpo-
znava GPI kotvu a nésledné lyzuje non
PNH buriky. FLAER pfedstavuje inak-
tivovanou formu aerolyzinu znac¢enou
fluorochromem Alexa 488. V posled-
nich letech se pouzivd v diagnostice
PNH s narstajici oblibou, obzvl4dst
v detekci nizkych poétd PNH bunék
vysoce citlivymi technikami. FLAER
Ize pouzit samostatné, vétsinou viak
v kombinaci s dal$imi PNH markery
a markery na specifickou identifikaci
cilovych populaci [19,20].

Doporucené postupy pro analyzu
PNH leukocytii dle ICCS

Rutinn{ vySetfeni leukocytli za
tcelem stanoveni diagnézy
Pozadovand citlivost vy3etfen{ je 1 %,
proto je nutnd analyza 5 000-10 000
neutrofild.
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Obr. 5. Leukocyty (lymfocyty, monocyty a granulocyty) definujeme na zékladé
parametri CD45/SSC (A). Granulocyty jsou CD15%"¢*/CD33s/2b¢",

monocyty CD15%%"/CD33*"¢" (B). PNH granulocyty jsou FLAER"#/
/CD24"¢ (C), PNH monocyty jsou FLAER™8/CD14"¢ (D).

Identifikaci monocytd a granulo-
cytl provadime na zakladé fyzikdlnich
a fluorescenénich parametrd FSC/
/SSC/CD45. Pro vyssi citlivost pouZi-
vame markery specifické pro vyvojovou
fadu: CD15 pro granulocyty a CD33
pro monocyty. Na cilovych popula-
cich analyzujeme expresi FLAER v kom-
binaci s CD24 (granulocyty) a CD14
(monocyty) (obr. 5).

Vysettenf leukocyt(l za Gcelem
monitorovani PNH klond u AA/MDS
Pozadovana citlivost vySetfeni je
0,01 %, proto je nutnd analyza nej-
méné 250 000 neutrofild. Identifikaci
leukocytl provadime na zakladé fy-
zikdlnich a fluorescenénich parame-
trd: SSC/CD45/CD15si¢"/CD33¢ab¢r
(granulocyty), SSC/CD45/CD15%%/
/CD33s (monocyty). Na cilovych
populacich vySetfujeme expresi FLAER
v kombinaci s CD24 (neutrofily)
a CD14 (monocyty).

V souvislosti s laserovym vybavenim
pratokového cytometru lze pro ana-
lyzu neutrofild a monocytd volit 4ba-
revny (FLAER/CD24/CD14/CD33),
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Sbarevny (FLAER/CD24/CD14/CD15/
/CD45, FLAER/CD24/CD14/CD33/
/CD45, FLAER/CD24/CD14/CD15/
/CD33) nebo 6barevny (FLAER/CD24/
/CD14/CD15/CD33/CD45) proto-
kol. Souédsti jednotlivych protokold
jsou jak markery na identifikaci cilo-
vych populaci, tak i nejméné 2 mar-
kery pro kazdou fadu na prikaz GPI
defektu.

Preanalytické pozadavky

k vysetfeni PNH erytrocyta

a leukocytii dle ICCS

Pro vySetfeni PNH je nutné dodat
1-3 ml periferni krve (v souvislosti
s WBC) odebrané do zkumavek s anti-
koagulaénim cinidlem. Lze pouzit ky-
selinu ethylendiamintetraoctovou
(EDTA), heparin nebo citrdt sodny
(ACD). Stabilita vzorku pfi pokojové
teploté je 24 hod, nasledné je nutné
materidl uchovat pti 4 °C. Analyzu
leukocytli provadime do 48 hod po od-
béru, analyzu erytrocyt mizeme pro-
vést do 7 dni. Pro lyzaci erytrocytt |ze
pouZit ammonium chloratum (NH,Cl)
komer¢ni nebo vlastni vyroby.

Hlaseni vysledku a externi
hodnoceni kvality vysetieni (EHK)
Pfi zachytu PNH populace je nutné po-
psat vyvojovou Fadu (erytrocyty, mo-
nocyty, granulocyty), procentudlni za-
stoupen( klonu a charakter defektu
(kompletni - typ lll, ¢astecny - typ II).
P¥i mensich poctech PNH bunék je
vhodné doplnit, Ze vysledek nesvédéi
pro hemolytickou formu PNH, pfi ne-
gativnich ndlezech u pacientd s AA
nebo MDS je naopak vhodné doporu-
¢it dalsi vySetfeni's ¢asovym odstupem.
PFi opakovaném vysetfeni popisujeme
vyvoj ndlezu.

Nutnd soucdst spravné laboratorni
praxe (SLO) je ucast v cyklech exter-
nfho hodnocenf kvality nebo mezila-
boratorntho porovndni. Extern{ hod-
nocenf kvality vySetfeni v rdmci Evropy
zajistuje zatim pouze UK NEQAS [21].

Zaver

Pritokovd cytometrie se pouzivd pro
fenotypizaci PNH bunék od roku 1986,
od roku 1996 se stavd metodou volby
pro diagnostiku a monitorovani one-
mocnéni. Velikost a charakter PNH
klonu pti diagnéze bezprosttedné sou-
vis{ s klinickym prabéhem - vstupni
zachyt vice nez 90 % PNH granulo-
cytll vylucuje moZnost remise onemoc-
nénf, monitorovani u pacientd s nizs§im
PNH granulocytarnim klonem je dtle-
Zité k posouzenf progrese, regrese, re-
mise ¢i odpovédi na terapii. Dostup-
nost metodiky s vysokou citlivostf
(< 0,1 %) umoZiiuje sledovani pacientd
s AA a vcasné zjistovani zmén v klinic-
kém prabéhu ve smyslu hemolyzy a ri-
zika trombdzy. Velikost PNH erytro-
cytdrniho klonu md rovnéz vyznam
pro posouzeni stupné zdvaznosti cho-
roby a rizika zejména trombotickych
komplikacf.

NarGstajici vyznam vysetieni PNH
pratokovou cytometrii v poslednich
letech vyrazné kontrastoval s absencf
konsenzualniho dokumentu tykajiciho
se doporucenych laboratornich po-
stupl. Tento paradox byl vyfesen na
konci roku 2010, kdy ICCS vydala gui-
delines pro diagnostiku a monitoro-
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vani PNH pratokovou cytometrii. Do-
kument obsahuje podrobnou analyzu
doposud bézné pouZivanych metod,
popisuje nova reagencia a laboratornf
protokoly v souladu s pokrokem pri-
tokové cytometrie, nabizi standardi-
zované postupy pro analyzu a posky-
tuje nezbytné podklady pro zavedenf
a validaci vlastnich postupli pro ade-
kvatn{ vysetfeni PNH, které v8ak musf
byt ovéfené v externich cyklech kont-
roly kvality.
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