' INSTYTUT .POMNIK-CENTRUM ZDROWIA DZIECKA'

PRZEWODNIK PO
BADANIACH

Pracownia Zgodnosci Tkankowej

Opracowanie: dr hab. n. med. Barbara Pigtosa we wspétpracy z
zespotem Pracowni Zgodnosci Tkankowej IPCZD

wydanie | (2024)
04-730 Warszawa, Al. Dzieci Polskich 20
Tel/fax. 22-815-19-35, 22 815-77-49

e-mail: zgodnosc.tkankowa@ipczd.pl

Kierownik: dr hab. n med. Barbara Pigtosa, prof. Instytutu
Tel. 22-815-19-32
e-mail. b.piatosa@ipczd.pl






SPIS TRESCI

AT =] o TR PPN 1
[al oY g0 e F= ol [=l o] o o TIPSR 1
Materiat do Dadan .....c..ei o e s e s nees 1
SUFPOWICE c.ieiiiii ittt ettt ettt e e s e e e s s et e s s b e e e s s eab e e e s snb e e e s s abee e s ssarae s 2
(T A 1= [ ¥ T 2
Fragmenty tKanKOWE........coiiiiiiiiiiiee et e s st e e e s abe e e e s ntae e e ssanaeeesnnnneeeean 2
Zlecanie badan 1aboratoryjNyYCh ... i e 2
[a) oY g0 a =Y (oY gy or2=T=Lo ) (011 A SR 4

Badania antygendw HLA metodami biologii molekularnej w zakresie antygenéw HLA A,B,C,DR,DQ,

5N 4
F N gL 7= =T T o | 2 A N 5
GENOLYP DQ2/DQS ....eeveeeiieeiie et et et e eteeeteeete e teesteestaeeabeebeesbaesbaesasesaseeateebaebaessaessseeabeebeeteestaesseenas 5
IMMUNOIOEIA tranSPIaNtACYJNA..cc e eiiieiiiiiie e e e e s e e s aaa e e e e rataeeesnsbeeeesnsaaeeeas 6
Przeciwciata limfocytototoksyczne zalezne od dopetniacza (PRA) .....cccvveeeeiieiecciiee e, 6
Przeciweiala @anty-HLA ... ettt e e e et e e et e e e et e e e e bt e e e e nraee e ennraeas 7
Ocena obecnosci przeciwciat anty-HLA wigzgcych sktadowg Clqg dopetniacza......ccccevvcvveeeiiciiennnns 8
Préba krzyzowa - przeszczep od dawcy ZmMarteg0.......cccuveeiiciiii it 9
Proba krzyzowa - daWea rOAZINNY .....cccuviei ittt e e e ette e e e e tte e e e ebaeeeesbteeaeenteeaeennes 11
Préba krzyzowa (cross-match) oceniana metodg cytometrii przeptywowej (FCXM) .........cccuveeeenneee 12
Diagnostyka zaburzen odpornosci z wykorzystaniem cytometrii przeptyWowej........cccccvvveeeevveeeennnenn. 13
Panel Mini (LIMFOCYLY T, B, NK) ..c.uviiiieeeciie ettt ettt etee e te e et e e te e s bae e sve e esaaeesasaeenbaeesasaeanns 13
Panel podstawowy (T, B, NK, T pom., T supr., CDA:CD8) .......cccueeeireieirieeieeeitreeecreeestreesreeesvaeesveeenns 14
LimfoCyty T dzieWiCZE/PAMIECi...ccvieecueeeeiee ettt ettt ettt ettt e e e e taeeeeteeeeteeesateeeebeeesveeenes 15
DOjrzewanie HMTOCYIOW T......uuiiiiiiiie ettt ettt e et e e et te e e e e bt e e e e ebteeeeebaeeeeestaeaeenteeaesnnes 16
Rozszerzona ocena dojrzewania lImfOCYtOW T....ccuviiiiiiiiii i 17
RECEPTON TR ..t ssssssnssanan 18
Klonalnos¢ fancucha VB receptora TCR....oii i iiiei ettt e et e e s tee e e s sbae e e s sbtee e e sreaeeesnnes 19
Wspadlny tanicuch y receptorOw dla IL (CD132) ...ueeieeiiiee ettt e et e et e e eavre e e e 20
tancuch a receptora dla IL7 (IL7R0, CD127) .eeeecuuiiee e ecieee ettt e eette e e eetee e e e etae e e eeare e e e baea e eaneeas 21
Markery aktywacji lIMFOCYLa T ..coociriie e e et e e s et a e e e e beeeeeeanes 22
Efektorowe limfocyty T (TH1/ TH2/ TH9/ TH17/ TH17.1 /TH22 /THG/TFH1 /TFH2 /TFH17/TFH17.1)
........................................................................................................................................................... 23
Y N 24
[0 )€ T PP P PP PPPT T OROPPPPP 25
TRH/TER ettt sttt e bbbt b et e b et et e st e bt e bt e b e b e st e b et et e st eneebesaeebenaennen 26
Panel CVID (Dojrzewanie limfocytow B na 0bwodzie) ..........cccveeeciieiiiieciie ettt 27

CVID rozszerzony (Dojrzewanie limfocytow B na 0bwodzie)........cceeeveeeiiiicieeeciieecee e 28



Szpik — dojrzewanie linii KOMOIKOWYCH ........ooooeiiiii e e e 29

K401 Gl oF: [a[=1 el 01 (o1 a1 F= 1 o 1V A SRR 31
tancuchy lekkie kappa/lambaa .......c..oooueiiiiii e e et 33
Bk ettt ettt b e e bt e h e e bt e sa et e bt e bt e bt e bt e b e e ehe e eae e et e e beenheenheenane e 34
BAFF-R (TNFRSFL3C, CD268) .....cccveeeieeeiieeeieeeitteeeiteeessseesseeesssesssesasssessssesasssessasessssssssssessssssssnsesnnns 34
TACI (TNFRSFL3B, CD267) ..eeuteeetieeitieeeteeesteesteeesteeesteesssaeessseesssasessseessssesssesansesassseessesesssessnsesesnees 35
[COS (CD278) ..eeeeueeeuteeteeeieeeite st et et et e s bt sb et s ae e et et e e sbeesbeesaeesatesabeeab e e bt e beeabeesbeesaeeeateenbeenbeenbeesnnenas 36
Czasteczki adhezyjne (INtEBIYNY B2) woeei ot e et e e et a e e e e saeree e snraeeeeas 37
IMIHC KIQS |1ttt ettt et ettt ettt e st e st e s bt e e s bt e be e e sabeesabeeesabeeebeeesnseesaneeesaneeanns 38
IMIHC KIQS@ 1.ttt ettt ettt et e st e s bt e e s bt e e me e e sabeesabeeesabeeebeeesnseesaneeesaneeanns 39
Receptor dla interferonu y (IFNYRL) ..o....viii ettt e et e e e bte e e e e bt e e e e enteeeeeanes 40
Receptor dla Interleukiny 12 (ILI2RBL)..uueeeeeciieeeciieeeeeiieeeeecttee e e et e e e ettee e e etae e e s etteeesebtaeeeeneaeesennes 41
L Y<TolT o] ol ot | = TN ST PRPOt 42
Limfocyty T podwajnie UjemMNE — DINT ....coiiiiciiiecciieeeecieee ettt e e st e e s e e s sbee e e s s beeeessseeeeesnnes 42
CD95 (ZFAS) oo et e e e e e s e s e see e seesee e eeeeeeee et ee e e e s e s s e s e seeseesee e see e eeeeeeeeersraersraees 43
Ligand dla CDO5 (CDO5L=CD178)...ccueeteerieenieeniteeieeiteesteesieeseeesite st s bt e sbeesbeesbeesaeesateeaseeseesbeesseesanenas 44
(61D L TP PP PPPT PRI 45
11 N 46
CDA0 o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaanaeaaananns 47
Ligand d1a CDA0 (CDAOLZCDLI54) .. eeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeseseeseessessessesessessessesesesesesessessessessesseesesseneens 47
o 00 N 48
Wezet ChoNNY — 0CENA FOZIOSTU ...cccueeiie et et e e et e e e et e e e e earae e e e areeas 50
MieloperokSydaza (IMIPO) ......ccuui i ecee ettt ettt e e tae e s te e e sate e steeebaeesabeeessaeesasaeeseeesnseeanes 51
LTV o 10Tl o 1R 4 [T s o 1YY A PRSP 52
=T 0 (oY Y] 1 T TSRSt 53



Wstep

Pracownia Zgodnosci Tkankowej Instytutu ,,Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka” powstata w 1979 roku.
Whpisana jest do Ewidencji Laboratoriow prowadzonej przez Krajowg Rade Diagnostéw
Laboratoryjnych pod numerem identyfikacyjnym 2805.

W Pracowni wykonywane sg badania w zakresie immunologii transplantacyjnej oraz diagnostyki
wrodzonych btedédw odpornosci. Badania w zakresie immunologii transplantacyjnej wykonywane s3
na mocy pozwolenia Ministra Zdrowia.

Wykorzystanie wynikdw badan zlecanych do celéw diagnostycznych do opracowan naukowych jest
dopuszczalne wytgcznie za zgodga Kierownika Pracowni.

Adres:

Pracownia Zgodnos$ci Tkankowej

Instytut ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”
04-730 Warszawa, Al. Dzieci Polskich 20
Tel/fax. 22-815-19-35, 22 815-77-49

e-mail: zgodnosc.tkankowa@ipczd.pl

Kierownik: dr hab. n med. Barbara Pigtosa, prof. Instytutu
Tel. 22-815-19-32
e-mail. b.piatosa@ipczd.pl

Informacje ogolne

Informator zawiera krotkie opisy wszystkich badan wykonywanych w Pracowni Zgodnosci Tkankowej
z uwzglednieniem:

— celu badania

— petnej nazwy badania

— metody laboratoryjnej zastosowanej w analizie

— ilosci i rodzaju materiatu biologicznego

— zasady badania i sposobu formutowania wyniku

— znaczenia diagnostycznego

— ograniczen metody

Wartosci referencyjne dla poszczegdlnych parametréw podawane sg na wynikach.
Badania pogrupowane sg w zestawy powigzane z kosztami.

W osobnych rozdziatach przedstawiono opis sposobdw pobierania materiatu biologicznego oraz
zasady zlecania badan.

Materiat do badan

Materiat biologiczny do badan zalezy od rodzaju zleconego badania. Prébki do badan nalezy dostarczaé
niezwtocznie po pobraniu, nie pdzniej niz w ciggu 24 godzin od pobrania i transportowa¢ w warunkach
temperatury otoczenia (16-25°C). W przypadku niemozliwosci dostarczenia prébek do badan
niezwtocznie po pobraniu nalezy je zabezpieczy¢ i transportowaé w sposdb wskazany przy
poszczegdlnych badaniach.

Prébki nalezy opisaé imieniem i nazwiskiem, nr PESEL pacjenta oraz datg/godzing pobrania.


mailto:zgodnosc.tkankowa@ipczd.pl

Pojemnik z weztami chtonnymi/fragmentami $ledziony dawcy zmartego nalezy dodatkowo opisac
grupa krwi dawcy, po uprzednim jej zweryfikowaniu w dokumentacji pacjenta.

Surowica

Krew zylng ,na skrzep” nalezy pobraé do strzykawki lub do probdéwki z aktywatorem wykrzepiania w
systemie zamknietym (prézniowym) w ilosci 3-5 ml.

Materiat nalezy dostarczy¢ do laboratorium w dniu pobrania materiatu.

W przypadku, gdy niemozliwe jest dostarczenie prébki we wskazanym czasie, krew po pobraniu nalezy
pozostawi¢ w temperaturze pokojowej do wytworzenia i retrakcji skrzepu, nastepnie odwirowac.
Surowice przenies¢ do innej probowki. W przypadku hemolizy lub obecnosci innych zanieczyszczen
prébke nalezy ponownie odwirowac lub ponownie pobraé materiat.

Przechowywanie materiatu /transport: petna krew 2-8 °C (temp. lodéwki), probki zamrozone - w
pojemnikach zapewniajacych pozostanie w stanie zamrozenia.

Krew petna

Rodzaj antykoagulantu oraz minimalna ilos¢ materiatu niezbednego do badan zalezy od rodzaju
badania:

— Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA) - ocena ekspresji molekut powierzchniowych, nie wymagajaca
stymulacji. W przypadku tgczenia wiekszej liczby paneli — minimalng objetos¢ prébki nalezy
skonsultowac z Pracownig (zazwyczaj wymagana objetosc¢ nie przekracza 2,7 ml)

— Krew obwodowa — 2,7 ml (heparyna sodowa) - ocena ekspresji molekut wymagajgcych
aktywacji

— Krew obwodowa — 2,7 ml (EDTA) - badania antygenow zgodnosci tkankowej

1. We wszystkich badaniach, w ktérych pobranie krwi wymaga stosowania EDTA jako
antykoagulantu moze by¢ to K2 EDTA lub K3 EDTA.

2. W przypadku stosowania u pacjentéw lekéw majgcych wptyw na wynik badania prébki nalezy
pobraé przed podaniem leku. W razie watpliwosci prosimy o kontakt z Pracownia.

Fragmenty tkankowe

— wezty chtonne lub fragment Sledziony - pojemnik z solg fizjologiczng przekazany niezwtocznie
po pobraniu.

Zlecanie badan laboratoryjnych

Warunkiem przyjecia badania do laboratorium jest czytelne i doktadne wypetnienie formularza
odpowiedniego zlecenia opracowanego w Pracowni Zgodnosci Tkankowej, dostepnego na stronie
www.czd.pl, zgodnie ze Sciezka dostepu https://www.czd.pl/strony/dzialalnosc-
kliniczna/pracownie/pracownia-zgodnosci-tkankowej

Nalezy zwrdci¢ uwage na doktadne wpisanie nastepujacych danych:

a. Nazwisko iimie, data urodzenia, pteé, PESEL pacjenta. W przypadku zlecen na prébe krzyzows,
nalezy dodatkowo umiesci¢ na zleceniu informacje o grupie krwi dawcy /biorcy narzadu i
opatrzy¢ te informacje podpisem i pieczatka lekarza.

b. Petna nazwa instytucji zlecajgcej — ptatnika (pieczatka) / osrodek kosztéw
c. Dane kliniczne pacjenta,

d. Nazwisko i imie osoby pobierajgcej materiat do badan



e. Dataigodzina pobrania materiatu biologicznego
f.  Nazwisko i imie lekarza kierujgcego na badania wraz z pieczatka i podpisem

g. Zobowigzanie do pokrycia kosztéw (dotyczy ptatnikéw zewnetrznych) — o ile wczesniej nie
zostata zawarta umowa na wykonywanie badan w PZT.

Zlecanie wybranego badania polega na zaznaczeniu go krzyzykiem w wolnej kratce obok nazwy
badania wskazanej na skierowaniu.

Badania dla kontrahentéw zewnetrznych, ktérzy nie majg podpisanej umowy z IPCZD, wykonywane sg
wytacznie na podstawie zlecen z gwarancjg ptatnosci w postaci podpisu Dyrektora Instytucji i/lub
Gtéwnego Ksiegowego kontrahenta, wzglednie potwierdzenia dokonania ptatnosci w kasie IPCZD.

UWAGI

1. Niektére badania wymagajgce stymulacji komdrek nie sg wykonywane w ostatni roboczy dzien
tygodnia. Informacja na ten temat zawarta jest w tym informatorze przy opisie takiego badania.

2. Niektére badania wymagajg pobrania prébki kontrolnej pobranej od osoby zdrowej. W
szczegdlnych przypadkach nie moze by¢ to prébka pobrana od cztonka rodziny. Informacja na ten
temat Informacja na ten temat zawarta jest w tym informatorze przy opisie takiego badania.

3. Niektére rodzaje badan wykonywane sg wytgcznie w seriach wymagajgcych zgromadzenia
wiekszej liczby prébek. Informacja na ten temat zawarta jest w tym informatorze przy opisie
takiego badania.

4. W przypadku koniecznosci stosowania lekéw moggcych wptywac na wynik badania prébke nalezy
pobrac przed podaniem leku.



Informator szczegotowy

Badania antygendw HLA metodami biologii molekularnej w
zakresie antygendw HLA A,B,C,DR,DQ, DP

Cel

Dobdr dawcy i biorcy do przeszczepdw narzaddéw unaczynionych lub komérek macierzystych.

Metoda

Oparta o reakcje tancuchowej polimerazy z zastosowaniem sond specyficznych dla poszczegdlnych
alleli (PCR-SSP lub PCR-SSO)

Materiat do badania

Krew obwodowa — 2,7 ml (EDTA)

Sposdb oceny

Identyfikacja swoistych produktéw amplifikacji

Sposob formutowania wyniku

Okreslenie genotypu dla badanych alleli

Ograniczenia

— Badania sg wykonywane w seriach.
— Badania w trybie cito wykonywane sg wytgcznie dla zmartych dawcéw narzaddw, na potrzeby
transplantacji narzagdéw unaczynionych.

Uwagi

1. Nalezy wybra¢ odpowiedni zestaw antygenow do badania (do wyboru):

] HLA- A,B,DR

] HLA-A,B,DR,DQ

[ HLA-A,B,C,DR

[ HLA- A,B,C,DR,DQ

[ HLA- A,B,C,DR,DQ, DP

2. Badania dla cztonkéw rodzin, potencjalnych rodzinnych dawcéw komdérek macierzystych dla
wymagajgcych przeszczepienia pacjentéw IPCZD, sg refundowane przez NFZ jako $wiadczenie

odrebnie kontraktowane w zakresie HLA-A, B, DR. Pozostate loci oznaczane sg na koszt
zleceniodawcy.

Badania dla pacjentow zgtoszonych do przeszczepienia narzgdéw unaczynionych do Ustawowych
Rejestréw Transplantacyjnych sg finansowane przez Poltransplant w ramach odpowiedniego
kontraktu:

a. Zgtoszeni do przeszczepienia nerki, dla pacjentow <18 roku zycia — w zakresie HLA-A, B,
Cw, DR, DQ, DPw

b. Zgtoszenido przeszczepienia watroby, dla pacjentéw <18 roku zycia — w zakresie HLA-A, B,
DR

3. Dla ptatnikow prywatnych badania wykonywane sg wytgcznie na podstawie zlecenia lekarza na
druku zlecenia Pracowni Zgodnosci Tkankowej dostepnego na stronie IPCZD.
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Antygen HLA-B27

Cel

Badanie wykonywane pomocnicze w diagnostyce spondyloartropatii i zapalenia btony naczyniowej
oka.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Sposdb oceny

Identyfikacja komérek przejawiajacych ekspresje HLA B27

Sposob formutowania wyniku

Wykazano/nie wykazano ekspresji antygenu HLA B27

Ograniczenia

Wykazanie ekspresji antygenu HLA-B27 nie jest tozsame z rozpoznaniem podejrzanej jednostki
chorobowe;j.

Uwagi

W przypadkach watpliwych badanie wykonywane jest metodami biologii molekularnej z tej samej
probki.

Genotyp DQ2/DQS8

Cel

Badanie wykonywane pomocniczo w diagnostyce celiakii.

Metoda

Oparta o reakcje tancuchowej polimerazy z zastosowaniem sond specyficznych dla poszczegdlnych
alleli (PCR-SSO, PCR-SSP)

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Sposdéb oceny

Identyfikacja swoistych produktéw amplifikacji

Sposdb formutowania wyniku
— antygen HLA DQ2 wykazano/nie wykazano

— antygen HLA DQS8 wykazano/nie wykazano



Ograniczenia metody

Wynik badania nie potwierdza ani nie wyklucza rozpoznania celiakii. Wg ekspertéw ok. 3% chorych na
celiakie nie przejawia ekspresji antygenéw HLA-DQ2 i/lub HLA-DQS8, a ok. 2% pacjentéw spetnia
pozostate kryteria rozpoznania celiakii i przejawia ekspresje innych antygenéw HLA-DQ.

Uwagi
Badania wykonywane sg w seriach. Nie ma mozliwosci zlecenia badania w trybie cito.

Immunologia transplantacyjna

Przeciwciata limfocytototoksyczne zalezne od dopetniacza
(PRA)

Cel

Ocena stanu immunizacji powstajgcej w wyniku przetoczen krwi, przeszczepien, cigzy - poprzez ocene
obecnosci przeciwciat zaleznych od dopetniacza. Badanie wykonywane jest u pacjentdéw oczekujgcych
na przeszczepienie narzgddw unaczynionych.

Metoda

Test limfocytotoksyczny zalezny od dopetniacza

Materiat do badania

2 ml surowicy lub 5 ml krwi obwodowej pobranej na skrzep

Sposob oceny

Ocena reaktywnosci badanej surowicy z panelem limfocytéw pobranych od 30 przypadkowych
dawcow krwi.

Sposdb formutowania wyniku

Procent panelu zawiesin limfocytéw pochodzacych od przypadkowych 30 dawcéw, z ktérym w
surowicy wykazano obecnos¢ przeciwciat wigzacych sie z antygenami na powierzchni limfocytéw
badanych dawcdw, zdolnych do wigzania dopetniacza (tzw. przeciwciat limfocytotoksycznych).
Ograniczenia metody

Badanie nie pozwala na okreslenie swoistosci wykrytych przeciwciat.

Uwagi

1. Wykazanie obecnosci przeciwciat limfocytotoksycznych wskazuje na immunizacje antygenami HLA
innymi niz wtasne pacjenta. Moze by¢ skutkiem przetoczen krwi, wczesniejszej transplantacji lub
cigzy. W rzadkich przypadkach mozliwe jest powstanie przeciwciat krzyzowo-reaktywnych po
niektérych infekcjach.

2. Motzliwe jest rozréznienie klasy przeciwciat IgG od IgM za pomocg badania wykonanego
rownolegle w tej samej surowicy w stanie natywnym i po rozszczepieniu wigzan dwusiarczkowych
w IgM za pomocg DTT.

3. Na wynik badania ma wptyw szereg czynnikow:
a. Aktywnosé dopetniacza endogennego w surowicach badanych.

b. Obecnos¢ autoprzeciwciat i/lub przeciwciat krzyzowo-reagujgcych z antygenami HLA.



c. Obecnosé w surowicy komplekséw immunologicznych, krioglobulin, skrzeplin, czynnikow
chelatujacych jony wapnia, np. EDTA

d. Uszkodzenie btony komérkowej wykorzystanych w badaniu limfocytéw na drodze innych
mechanizmdéw niz reakcja antygen-przeciwciato-dopetniacz, np. obecnos¢ czynnikow
toksycznych, zanieczyszczenie mikrobiologiczne, pH srodowiska badania wykraczajgce
poza zakres fizjologiczny.

4. Badanie wykonywane wytgcznie w seriach, kazdorazowo na poczatku miesigca kalendarzowego.
Nie ma mozliwosci zlecenia badania w trybie cito

Przeciwciata anty-HLA

Cel

Identyfikacja obecnosci przeciwciat anty-HLA w klasie IgG.

Metoda

Test fazy statej z wykorzystaniem mikrokulek optaszczonych swoistymi antygenami HLA (tzw. technika
multiplekséw (lub bead array).

Materiat do badania

2 ml surowicy lub 5 ml krwi petnej pobranej na skrzep

Sposdb oceny

Stwierdzenie obecnosci/braku obecnosci przeciwciat anty-HLA

Sposob formutowania wyniku
a) Badanie przesiewowe:
— negatywny
— pozytywny
b) Badanie swoistosci przeciwciat anty-HLA
— wykryto przeciwciata anty-HLA w klasie 1gG o wskazanej na wyniku swoistosci (z
uwzglednieniem mediany fluorescencji (MFI)
Ograniczenia metody
1. Wykrywane przeciwciata nalezg do klasy IgG.
2. Wartos$¢ MFI nie okre$la miana/stezenia przeciwciat.

3. Ewentualne narastanie lub spadek miana przeciwciat mozna podejrzewaé przy zmianie wartosci
wykazanej fluorescencji (MFI) o co najmniej 25% w kolejnych okresach obserwacji.

4. Przetoczenie preparatow immunoglobulin, leczenie ATG, przeciwciatem monoklonalnym anty-
CD20 moze skutkowac uzyskaniem wyniku fatszywie dodatniego.

5. Niektdérzy pacjenci wykazujg obecnos¢ przeciwciat anty-HLA tzw. naturalnych, powstatych bez
znanej immunizacji — nie jest znane znaczenie kliniczne tych przeciwciat.

6. Obecnosé przeciwciat anty-HLA klasy IgM moze by¢ przyczyng reakcji fatszywie negatywnych.
Uwagi

1. Badanie wykonywane wytgcznie w seriach, zazwyczaj 1x w tygodniu.



2. Wybdér OO anty-HLA/MICA screen oznacza wykonania badania przesiewowego w kierunku
obecnosci przeciwciat klasy IgG skierowanych przeciwko antygenom HLA i/lub MICA oraz ocene
swoistosci przeciwciat anty-HLA wykrytych w badaniu przesiewowym.

3. Wybdr wytacznie [ ocena swoistosci anty-HLA oznacza wykonanie badania wytgcznie w kierunku
oceny swoistosci przeciwciat anty-HLA klasy | i ll, z pominieciem badania przesiewowego

4. Ocena swoistosci przeciwciat w stosunku do dawcy narzadu mozliwa jest tylko wéwczas, gdy znany
jest genotyp dawcy i biorcy.

5. Wykrycie immunizacji de novo po przeszczepieniu wymaga znajomosci statusu immunizacji w dniu
przeszczepienia. W przypadku braku wiedzy o stanie immunizacji w dniu przeszczepienia prosimy
o kontakt z Pracownig w celu weryfikacji dostepnosci surowicy z dnia przeszczepu i ewentualnego
zlecenia badania w dniu 0.

Ocena obecnosci przeciwciat anty-HLA wigzgcych sktadowa
Clq dopetniacza

Cel

Ocena zdolnosci wigzania sktadowej C1q dopetniacza przez obecne w surowicy badanej przeciwciata
anty-HLA.

Metoda

Test fazy statej z wykorzystaniem mikrokulek optaszczonych swoistymi antygenami HLA (tzw. technika
multiplekséw (lub bead array)

Materiat do badania

2 ml surowicy lub 5 ml krwi petnej pobranej na skrzep.

Sposdb oceny
Stwierdzenie obecnosci/braku obecnosci przeciwciat anty-HLA wigzacych sktadowa Clq dopetniacza,
tj. anty-HLA klasy IgG i IgM.
Sposob formutowania wyniku
Zalezy od wyboru wariantu badania:
[ anty-HLA C1q screen - Badanie przesiewowe
— negatywny
— pozytywny

wskazuje odpowiednio na brak obecnosci przeciwciat zdolnych do wigzania dopetniacza (negatywny)
lub obecno$¢ przeciwciat zdolnych do wigzania dopetniacza (pozytywny), nie przesadzajac o klasie
immunoglobulin wykrytych przeciwciat (1gG i/lub 1gM).

[ ocena swoistosci przeciwciat litycznych anty-HLA (C1lq) - wykryta swoistos¢ przeciwciat anty-HLA z
mediang fluorescencji (MFI), bez mozliwosci wskazania klasy immunoglobulin wykrytych przeciwciat
(18G i/lub 1gM).

Ograniczenia metody

1. Badanie nie pozwala na rozrdznienie klasy immunoglobulin (1gG vs IgM), do ktérej nalezg wykryte
przeciwciata.

2. Obecnosé hemoglobiny w badanej prébce istotnie podwyzsza MFI wykrywanych przeciwciat.



Uwagi
1. Badania wykonywane sg wytgcznie w seriach nie mniejszych niz 20 surowic.

2. Badania wykonywane sg w surowicach, w ktérych wczesniej wykazano obecno$¢ przeciwciat anty-
HLA klasy IgG.

— Na zadanie zleceniodawcy mozliwe jest wykonanie badania w surowicach, w ktérych nie
badano lub nie stwierdzono obecnosci przeciwciat anty-HLA w klasie 1gG.

3. Wybdr [ anty-HLA C1q screen oznacza wykonanie badania przesiewowego w kierunku obecnosci
przeciwciat klasy 1gG/IgM skierowanych przeciwko antygenom HLA i/lub MICA zdolnych do
wigzania sktadowej Clq dopetniacza oraz ocene swoistosci przeciwciat anty-HLA wykrytych w
badaniu przesiewowym.

— Zlecenie badania moze by¢ uzasadnione we wczesnym okresie procesu odrzucania.

i. Badanie wykonywane moze by¢ wytgcznie w seriach, zazwyczaj nie czesciej niz 1
raz w miesigcu. Dlatego nie jest mozliwe wykorzystanie wynikow w biezgcym
procesie diagnostycznym.

4. Wybodr wytgcznie [1 ocena swoistosci przeciwciat litycznych anty-HLA (C1lq) oznacza wykonanie
badania wytacznie w kierunku oceny swoistos$ci przeciwciat anty-HLA klasy | i Il zdolnych do
wigzania sktadowej C1q dopetniacza, z pominieciem badania przesiewowego.

Proba krzyzowa - przeszczep od dawcy zmartego

Cel

Wykrycie obecnosci w surowicy biorcy przeciwciat zdolnych do wigzania dopetniacza skierowanych
przeciwko antygenom powierzchniowym limfocytow potencjalnego dawcy (allogeniczne) lub wtasnych
(autologiczne), bedacych przyczyng nadostrego odrzucania oraz identyfikacja potencjalnych biorcow
przeszczepu, u ktérych nie wykryto przeciwciat wigzgcych dopetniacz przeciwko antygenom obecnym
na powierzchni limfocytow dawcy.

Metoda

Test mikrolimfocytotoksyczny zalezny od dopetniacza.

Materiat do badania

Biorca:

— Surowica - aktualna (nie starsza niz pobrana 6 tygodni wczesniej) (z archiwum)

Dawca:

— wezty chtonne (min. 2) w soli fizjologicznej 0,9%NaCl i fragment $ledziony w szczelnie zamknietym
i opisanym pojemniku, transportowane do pracowni w warunkach schtodzenia (4-8°C)

Sposéb oceny

Ocena obecnosci w surowicy biorcy przeciwciat limfocytotoksycznych o swoisto$ci odpowiadajgce;j
antygenom obecnym na powierzchni limfocytdw potencjalnego dawcy polega na rozrdznieniu
komoérek zywych/martwych po przeprowadzeniu reakcji: antygen (na limfocytach potencjalnego
dawcy)-przeciwciato (w surowicy potencjalnego biorcy przeszczepu)-dopetniacz.

Sposob formutowania wyniku

— Prdéba krzyzowa ujemna



o oOznacza, ze w badanej surowicy nie stwierdzono obecnosci przeciwciat
limfocytotoksycznych wobec antygendw obecnych na powierzchni limfocytéw
potencjalnego dawcy.

— Prdéba krzyzowa dodatnia

o oznacza, ze w badanej surowicy stwierdzono obecnos¢ przeciwciat limfocytotoksycznych
wobec antygendw obecnych na powierzchni limfocytéw potencjalnego dawcy.

— Prdéba krzyzowa historyczna dodatnia, biezgca ujemna

O o0znacza, ze w surowicy pobranej w przesztosci (data wskazana na wyniku) wykazano
obecnos$¢ przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom obecnym na powierzchni
limfocytéw potencjalnego dawcy. W ostatniej dostepnej surowicy nie wykazano obecnosci
przeciwciat limfocytotoksycznych skierowanych przeciwko limfocytom dawcy.

— Prdba krzyzowa dodatnia bez DTT, ujemna z DTT

o Oznacza, ze w surowicy biorcy wykazano obecnos$é przeciwciat klasy IgM skierowanych
przeciwko antygenom na powierzchni limfocytéw potencjalnego dawcy.

Ograniczenia metody

1. Zywotnosé komérek uzytych w badaniu musi byé powyzej 90%.

2. Czutos¢ metody jest zalezna od miana przeciwciat obecnych w surowicy, przy zbyt niskim reakcja
moze by¢ fatszywie ujemna.

3. Na wynik badania ma wptyw:

— zanieczyszczenie zawiesiny limfocytow innymi komérkami (granulocyty, monocyty),
— aktywnos¢ dopetniacza endogennego w surowicach badanych,

— obecnos¢ autoprzeciwciat,

— obecnos¢ przeciwciat krzyzowo reagujacych z antygenami HLA,

— stan surowicy — kompleksy immunologiczne, krioglobuliny, skrzepliny.

4. Uszkodzenie btony komdérkowej moze nastgpi¢ na drodze innych mechanizméw niz reakcja
antygen-przeciwciato-dopetniacz, np. obecnos¢ w surowicy czynnikdw  toksycznych,
zanieczyszczenie mikrobiologiczne, pH wykraczajgce poza zakres fizjologiczny.

Uwagi

1. Reakcja zalezy od obecnosci jonéw wapnia. Obecnos¢ EDTA w prébce krwi stuzacej do izolacji
limfocytéw moze by¢ przyczyng chelatowania jondw wapnia i reakcji fatszywie ujemnej.

2. Obecnos¢ przeciwciat limfocytotoksycznych w stosunku do antygendw dawcy wykrywanych przed
przeszczepieniem (tzw. preformowanych) jest bezwzglednym przeciwwskazaniem do
przeszczepienia nerki.

3. W przypadku wyboru do przeszczepienia pacjenta, u ktérego miato miejsce zdarzenie potencjalnie
immunizujgce np. przetoczenie krwi lub jej preparatéw w okresie pomiedzy pobraniem surowicy
uzytej w badaniu a dniem wykonywania préby krzyzowej, konieczne bedzie powtdrzenie préby
krzyzowej przed przeszczepieniem, z wykorzystaniem swiezo pobranej surowicy.

4. Wykrywane przeciwciata mogg mie¢ swoisto$é inng niz anty-HLA.

5. Wykrywane przeciwciata nalezg do klas I1gG i IgM.

6. Przeciwciata w klasie IgM nie sg przeciwwskazaniem do przeszczepienia nerki jezeli:

— sg skierowane przeciwko antygenom witasnym (autoprzeciwciata) i

— nie sg wynikiem $wiezej immunizacji.
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Proba krzyzowa - dawca rodzinny

Cel

Wykrycie obecnosci w surowicy biorcy przeciwciat zdolnych do wigzania dopetniacza skierowanych
przeciwko antygenom powierzchniowym limfocytéw potencjalnego dawcy (allogeniczne) lub wtasnych
(autologiczne), bedacych najczestszg przyczyng nadostrego odrzucania.

Metoda

Test mikrolimfocytotoksyczny zalezny od dopetniacza

Materiat do badania

Biorca:

— 5 ml krwi obwodowej pobranej na heparyne (litowa lub sodow3)
— 5 ml krwi obwodowe] pobranej na skrzep

Dawca:

— 5 ml krwi obwodowej pobranej na heparyne (litowa lub sodow3)

— 5 ml krwi obwodowej pobranej na EDTA

Sposdb oceny

Ocena obecnosci w surowicy biorcy przeciwciat limfocytotoksycznych wobec antygendw obecnych na
powierzchni limfocytéw potencjalnego dawcy polega na rozréznieniu komaérek zywych/martwych po
przeprowadzeniu reakcji: antygen (na limfocytach potencjalnego dawcy)-przeciwciato (w surowicy
potencjalnego biorcy przeszczepu)-dopetniacz.

Sposob formutowania wyniku

— Prdéba krzyzowa ujemna

o oOznhacza, 2e w badanej surowicy nie stwierdzono obecnosci przeciwciat
limfocytotoksycznych wobec antygenéw obecnych na powierzchni limfocytéw
potencjalnego dawcy

— Prdéba krzyzowa dodatnia

o o0znhacza, ze w badanej surowicy stwierdzono obecnos¢ przeciwciat limfocytotoksycznych
wobec antygendw obecnych na powierzchni limfocytéw potencjalnego dawcy

— Préba krzyzowa autologiczna dodatnia
o oOznacza, ze badanie z wtasnymi komodrkami biorcy wykazato obecnos¢ przeciwciat
przeciwko antygenom na powierzchni limfocytdw biorcy.
Ograniczenia metody
1. Zywotno$é komdrek dawcy musi by¢ >90%

2. Czutos$¢ metody jest zalezna od miana przeciwciat obecnych w surowicy, przy zbyt niskim reakcja
moze by¢ fatszywie ujemna.

3. Na wynik badania ma wptyw:
o zanieczyszczenie zawiesiny limfocytow innymi komadrkami (granulocyty, monocyty),
o aktywnos¢ dopetniacza endogennego w surowicach badanych,

o obecnos¢ autoprzeciwciat,
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o obecnos¢ przeciwciat krzyzowo reagujgcych z antygenami HLA,
o stan surowicy — kompleksy immunologiczne, krioglobuliny, skrzepliny.

o obecnos¢ czynnikdw chelatujacych np. EDTA w prébce krwi stuzgcej do izolacji limfocytéw
moze by¢ przyczyng reakcji fatszywie ujemnej.

4. Uszkodzenie btony komérkowej moze nastgpi¢ na drodze innych mechanizméw niz reakcja
antygen-przeciwciato-dopetniacz, np. obecno$é czynnikdw toksycznych, zanieczyszczenie
mikrobiologiczne, pH wykraczajgce poza zakres fizjologiczny.

Uwagi

1. Przeciwciata skierowane przeciwko innym niz wtasne biorcy antygenom HLA mogg powstawac w
wyniku immunizacji w czasie cigzy, przetoczen krwi, przeszczepienia narzadu lub celowej
immunizacji.

2. Wykrywane przeciwciata nalezg do klas IgG i IgM. Odrdznienie przeciwciat klasy IgG i IgM mozliwe
jest dzieki uzyciu ditiotreitolu (DTT), odczynnika rozbijajagcego mostek dwusiarczkowy w
pentamerze IgM, w wyniku czego przeciwciata tracg zdolnos¢ wigzania dopetniacza.

3. Wykrywane przeciwciata moga miec swoistos¢ inng niz anty-HLA.

4. Obecnosc przeciwciat limfocytotoksycznych w stosunku do antygendéw dawcy wykrywanych przed
przeszczepieniem (tzw. preformowanych) jest bezwzglednym przeciwwskazaniem do
przeszczepienia nerki.

5. W przypadku zdarzen potencjalnie immunizujacych (np. przetoczenia krwi lub jej preparatéw), w

okresie pomiedzy datg surowicy uzytej w badaniu a potencjalnym terminem przeszczepienia
konieczne bedzie powtdrzenie proby krzyzowej z wykorzystaniem sSwiezo pobranej surowicy.
Przeciwciata o krzyzowej reaktywnosci z antygenami zgodnosci tkankowej potencjalnego dawcy
moga réwniez powstaé w nastepstwie infekcji.

Proba krzyzowa (cross-match) oceniana metodg cytometrii
przeptywowej (FCXM)

Cel

Wykrycie przeciwciat obecnych w surowicy biorcy narzgdu przeszczepionego wigzacych sie z
antygenami limfocytéw dawcy narzadu, okreslenie subpopulacji limfocytéw docelowych i oznaczenie
klasy immunoglobulin, do ktdrych nalezg te przeciwciata. Obecnos¢ przeciwciat wykrywanych w prébie
krzyzowej analizowanej z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej jest czynnikiem ryzyka odrzucania
przeszczepu.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Biorca:

— 5 ml krwi obwodowe]j pobranej na skrzep pobranej bezposrednio przed przeszczepieniem

Dawca zmarty:

— Limfocyty izolowane z weztéw chtonnych lub $ledziony (materiat wykorzystany do préby

krzyzowej),

Dawca rodzinny:

— Limfocyty izolowane z krwi obwodowej (materiat wykorzystany do proby krzyzowej)
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Sposdéb oceny

Swoiste dla antygendw dawcy przeciwciata w surowicy biorcy wigzg sie z antygenami na powierzchni
limfocytéw dawcy. Obecnosé powstatego kompleksu antygen-przeciwciato mozna oznaczy¢ za pomoca
znakowanego fluorescencyjnie przeciwciata poliklonalnego skierowanego przeciwko zwigzanym z
antygenem na powierzchni komadrek biorcy przeciwciatom klasy IgG lub IgM (tzw. koniugat). Oceniana
jest fluorescencja kompleksu antygen-przeciwciato-koniugat i pordwnywana z fluorescencjg préby
kontrolnej (surowica biorcy zastepowana jest surowicg kontrolng negatywng, w ktérej nie wykryto
obecnosci przeciwciat antylimfocytarnych).

Sposdb formutowania wyniku
— Dodatnia/Ujemna, z rozréznieniem klasy przeciwciat (1gG i/lub IgM) oraz komérek docelowych
(limfocyty T/limfocyty B)
Ograniczenia metody

Nie jest mozliwa identyfikacja antygendéw przeciwko ktérym wykrywane sg przeciwciata obecne w
surowicy biorcy.

Uwagi
1. Wynik dodatni nie jest bezwzglednym przeciwwskazaniem do przeszczepienia.

2. Wykrycie obecnosci przeciwciat w klasie IgM moze swiadczy¢ o obecnosci autoprzeciwciat lub
Swiezej immunizacji biorcy.

Diagnostyka zaburzen odpornosci z
wykorzystaniem cytometrii przeptywowej

Poszczegdlne badania zostaty przedstawione w postaci tzw. paneli, z ktérych kazdy zostat osobno
wyceniony. Na zleceniu mozna wskazac wiecej niz jeden panel. W wiekszosci przypadkéw minimalna
objetos¢ probki krwi obwodowej wynosi 1,2 ml, z wytgczeniem pacjentéw z gteboka limfopenia, u
ktdrych nalezy pobrac wiekszg ilos¢ materiatu do badania. W przypadku zlecania wiecej niz jednego
panelu nalezy skonsultowaé sie z Pracownig w celu ustalenia niezbednej ilosci materiatu. Badania
wymagajgce zawsze wiekszej ilosci materiatu zostaty odpowiednio opisane.

Panel Mini (Limfocyty T, B, NK)

Cel

Ustalenie rozktadu odsetkowego podstawowych populacji leukocytow (limfocyty, monocyty,
granulocyty) i limfocytow krwi obwodowej, okreslenie proporcji poszczegdlnych populacji
komérkowych wzgledem siebie oraz liczb bezwzglednych badanych subpopulacji limfocytéw
i poréwnanie ich do wartosci referencyjnych w monitorowaniu leczenia przeciwciatami
monoklonalnymi (np. anty-CD20) lub poliklonalnymi (np. ATG)

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)
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Badane parametry
— Rozktad odsetkowy populacji leukocytow (limfocyty/monocyty/komorki wielojgdrzaste)
— Odsetek i liczba limfocytéw w mm?3

o TCD3+

o BCD19+

o NKCD16.56+CD3-

o Tofenotypie NK CD16.56+CD3+

Wartosci referencyjne
— Przed leczeniem - zalezne od wieku, kazdorazowo wskazane na wyniku
— Leczenie przeciwciatami mono lub poliklonalnymi - oczekiwana wartos¢ przed dawka dla
badanych populacji zalezy od rodzaju monitorowanej terapii
Ograniczenia metody
Préobki materiatu do badan nalezy pobieraé przed podaniem dawki leku.
Uwagi

1. Skfad odsetkowy subpopulacji limfocytéow krwi obwodowej zalezy od wieku i moze zmieniaé sie w
wyniku dziatania stresu, aktywnosci fizycznej, warunkéw srodowiskowych, stanu odzywienia, a
takze w rytmie dobowym. Interpretacja wynikéw wymaga odniesienia do odpowiednich wartosci
referencyjnych pochodzgcych z badania duzych populacji zdrowych oséb.

2. Przeciwciata monoklonalne anty-CD20 interferujg z receptorem CD20. Dlatego do oznaczenia
liczby limfocytédw B wykorzystywane jest przeciwciato anty-CD19.

3. Deplecja limfocytdow B po zakonczeniu leczenia przeciwciatem monoklonalnym CD20 moze
utrzymywac sie przez dtugi okres czasu.

Panel podstawowy (T, B, NK, T pom., T supr., CD4:CD8)

Cel

Ustalenie rozktadu odsetkowego podstawowych populacji leukocytow (limfocyty, monocyty,
granulocyty) i limfocytéw krwi obwodowej, okreslenie proporcji poszczegdlnych populacji
komérkowych wzgledem siebie oraz liczb bezwzglednych badanych subpopulacji limfocytéw
i poréwnanie ich do wartosci referencyjnych. Wyniki pozwalajg na ukierunkowanie dalszej diagnostyki
u pacjentdw z objawami klinicznymi wskazujgcymi na zaburzenia odpornosci.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry
— Rozktad odsetkowy populacji leukocytow (limfocyty/monocyty/komorki wielojgdrzaste)

— Odsetek i liczba limfocytéw w mm?3
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o TCD3+

o TCD4+

o TCD8+

o T CD4+CD8+

o CD4+:CD8+

o BCD19+

o NKCD16.56+CD3-

o Tofenotypie NK CD16.56+CD3+

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku — kazdorazowo wskazane na wyniku.

Ograniczenia metody
1. Nie jest mozliwe ocenienie charakterystyki funkcjonalnej wykrytych komérek.
Uwagi

1. Skfad odsetkowy subpopulacji limfocytéow krwi obwodowej zalezy od wieku i moze zmieniaé sie w
wyniku dziatania stresu, aktywnosci fizycznej, warunkéw srodowiskowych, stanu odzywienia, a
takze w rytmie dobowym. Interpretacja wynikéw wymaga odniesienia do odpowiednich wartosci
referencyjnych pochodzacych z badania duzych populacji zdrowych oséb.

2. Limfopenia wystepuje czesto wtérnie m.in. w pierwszej fazie choréb infekcyjnych, w sytuacjach
stresowych (po operacjach, wysitku fizycznym, w cigzy) oraz w szeregu jednostkach chorobowych
nie zaliczanych do pierwotnych niedoboréw odpornosci (AIDS, gruzlica, hipermagnezemia, ziarnica
ztosliwa, mocznica, zespoty popromienne, zespoty wstrzgsowe (np. przy wstrzgsie
anafilaktycznym), niedozywienie).

3. Wptyw na wynik badania majg niektdre leki, m.in. immunosupresyjne i cytostatyczne, ACTH,
kortykosteroidy, preparaty immunoglobulin i niektére antybiotyki. Badania nalezy w miare
mozliwosci wykonywac w okresie nie stosowania takich lekow. W przypadku braku mozliwosci ich
odstawienia— probke nalezy pobraé przed podaniem kolejnej dawki.

4. Przetoczenie petnej krwi moze by¢ przyczyng pojawienia sie dwdch populacji limfocytéw o réznym
rozktadzie badanych subpopulacji.

Limfocyty T dziewicze/pamieci

CDA45 jest przezbtonowq fosfatazag tyrozynowa typu 1, przejawiang na wszystkich komérkach uktadu
krwiotwdrczego, z wyjatkiem erytrocytow i ptytek krwi. Gen kodujacy CD45, PTPRC, zbudowany jest z
34 egzonodw, z ktérych 3 (4,5,6) podlegajg alternatywnemu sktadaniu transkryptu, dajgc poczatek
izoformom biatka rdinigcym sie poziomem glikozylacji. lzoformy CD45 wykazujg ekspresje
charakterystyczng dla rodzaju komodrek orazich stopnia zréznicowania: komarki dziewicze przejawiajg
izoforme CD45RA z najdtuzszym taricuchem wielocukrowym, komaorki pamieci — izoforme CD45R0 z
najkrétszym tancuchem wielocukrowym. Z wiekiem i kontaktem z antygenami rosnie odsetek komérek
CD45R0O+ a maleje odsetek komérek przejawiajgcych ekspresje CD45RA. Komaorki pamieci CD45RO+
mogg ponownie przejawiac¢ ekspresje CD45RA - ich ilos¢ rosnie z wiekiem, u pacjentow z przewlektymi
zakazeniami wirusowymi i w przewlektych chorobach zapalnych.
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Cel

Badanie umozliwia wstepng ocene stopnia dojrzatosci limfocytéw T na podstawie ekspresji izoform RA
i RO molekuty CD45.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

O

Odsetek limfocytdw T CD4+ i T CD8+ przejawiajacych ekspresje izoform CD45A i CD45RO0.

Wynik wyrazany jako odsetek badanej populacji limfocytéw (T CD4+ lub T CD8+) oraz liczba
bezwzgledna komdrek w mm3.

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku — kazdorazowo wskazane na wyniku

Ograniczenia metody

1.
2.

Uwagi
1.

Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j

Badanie nie pozwala na szczegdétowag ocene dojrzewania limfocytow T w obwodowych
tkankach limfatycznych.

Suma odsetkdow limfocytéw T danej subpopulacji przejawiajgcych ekspresje CD45RA i CD45R0
powinna w przyblizeniu wynosi¢ ok. 100%.

Okoto 30% pacjentéw z ciezkim ztozonym niedoborem odpornosci wykazuje tzw. chimeryzm
matczyno-ptodowy, tzn. obecnos¢ limfocytow T matki, ktére w okresie zycia ptodowego
zasiedlity organizm dziecka. U dzieci tych stwierdza sie wyzsze niz nalezne dla wieku odsetki
limfocytéow T, szczegdlnie limfocytéw T pomocniczych, przejawiajacych ekspresje izoformy
CD45RO.

Mozliwa jest rGwnoczesna ekspresja obu izoform, CD45RA i CD45R0, na limfocytach T pamieci

aktywowanych przez ten sam antygen, tzw. TEMRA. W przypadku znacznego wzrostu odsetka
komérek TEMRA suma odsetkéw limfocytow T CD45RA+ i CD45R0O+ bedzie wyzsza niz 100.

Dojrzewanie limfocytow T

Limfocyty T dojrzewajg w grasicy bez kontaktu z antygenem. Dalsze etapy dojrzewania zalezg od
kontaktu z antygenem i zachodzg w obwodowych tkankach limfatycznych. Osigganie kolejnych stopni
dojrzatosci przez limfocyty T wigze sie ze zmianami ekspresji niektérych molekut powierzchniowych.

Cel

Badanie umozliwia ocene dojrzewania limfocytéw T CD4+ i CD8+ u pacjentdéw z podejrzeniem zaburzen
rozwojowych w obrebie populacji limfocytéow T. Szczegdlnie przydatne jest w przypadku podejrzenia
zaburzen dojrzewania limfocytéw T w grasicy (ocena emigrantow z grasicy) lub w obwodowych
tkankach limfatycznych.
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Metoda

Cytometria przeptywowa - na podstawie oceny réznicowej ekspresji molekut CD3, CD4 CD8, CD27,
CD45R0, CD25, CD127, CD31 i CD45RA.

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry
Identyfikacja populacji komorek:
o Limfocyty dziewicze
o Limfocyty pamieci
o Limfocyty efektorowe pamieci
o Limfocyty efektorowe
o Swieze emigranty z grasicy (RTE)
o Limfocyty T pomocnicze regulatorowe

Wynik przedstawiany w postaci wartos$ci odsetkowych w badanych populacjach.

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku — kazdorazowo wskazane na wyniku

Ograniczenia metody
Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j
Uwagi

Wynik badania stanowi ograniczony opis dojrzewania limfocytéow T w obwodowych tkankach
limfatycznych.

Rozszerzona ocena dojrzewania limfocytow T

Najbardziej szczegétowa dostepna fenotypowa ocena procesu dojrzewania limfocytéw T w grasicy
(Swieze emigranty z grasicy) i w obwodowych weztach chtonnych.

Cel

Badanie przydatne jest w diagnostyce wrodzonych ciezkich i ztozonych niedoboréw odpornosci
bedacych skutkiem zaburzen dojrzewania limfocytéw T w obwodowych weztach chtonnych oraz w
monitorowaniu pacjentow po przeszczepieniu komdrek macierzystych (w szczegdlnosci parametr
TSCM) i w przewlektych stanach zapalnych (w szczegdlnosci parametr TEMRA).

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)
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Badane parametry

Identyfikacja subpopulacji limfocytéw T na podstawie réznicowej ekspresji molekut CD3, CD4, CDS,
CD31, CD45RA, CD45R0, CD27, CD95, CD197 (CCR7):

— Swieze emigranty z grasicy (RTE)

— Komérki pamieci podobne do komérek pnia (TSCM)

— Limfocyty dziewicze

— Limfocyty centralne pamieci

— Limfocyty efektorowe pamieci

— Limfocyty T efektorowe TEMRA (nisko i wysoko zréznicowane)
— Limfocyty wyczerpane

Wynik przedstawiany w postaci wartos$ci odsetkowych w badanych populacjach.

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku — kazdorazowo wskazane na wyniku

Ograniczenia metody
Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j.

Uwagi

Rozszerzony panel dojrzewania limfocytdw T nie obejmuje oceny komérek regulatorowych.

Receptor TCR

Cechg charakterystyczng limfocytéw T jest ekspresja receptora dla antygenu, tzw. TCR. Jest to
kompleks wielobiatkowy, w ktérego sktad wchodzg genetycznie zréznicowany heterodimer aff lub y§,
zwigzany niekowalentnie z niezmiennymi dimerami CD3ey, CD3e6 i CD3C. Okoto 90% limfocytdw T jest
wyposazonych w receptor z heterodimerem af}, reszte stanowig limfocyty T wyposazone w
heterodimer y6. Receptor TCR rozpoznaje antygeny peptydowe prezentowane przez czasteczki
gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej obecne na komdrkach prezentujgcych antygen lub
antygeny niepeptydowe prezentowane przez CD1 lub MR1 (patrz rozdziaty MHC, MAIT, NKT) .

Cel

Ustalenie odsetka limfocytédw T przejawiajgcych ekspresje receptora TCR typu af i y6.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o % limfocytéw T przejawiajgcych ekspresje receptora TCRaf
o % limfocytéw T przejawiajgcych ekspresje receptora TCRyd
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Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku — kazdorazowo wskazane na wyniku

Ograniczenia metody
Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j
Uwagi

Podwyzszony odsetek limfocytdw T przejawiajgcych ekspresje receptora TCRyd moze wskazywaé m.in.
na aktywng infekcje wirusowa lub:

1. Ztozony niedobdr odpornosci

2. Hipomorficzne mutacje w genach odpowiedzialnych za proces rearanzacji gendéw kodujgcych
receptory TCR/BCR

3. Przewlekte zakazenia i stany zapalne

4. Rekonstytucje immunologiczng po przeszczepieniu komdrek macierzystych

Klonalnos¢ tancucha VB receptora TCR

Receptor TCR powstaje w wyniku ztozonego procesu rekombinacji segmentéw gendow
odpowiedzialnych za kodowanie odpowiednich fragmentdow tancuchéw receptora. Proces ten zachodzi
na wczesnych etapach rozwoju limfocyta T w grasicy i jest regulowany przez rekombinazy RAG1 i RAG2.
Wymaga tez udziatu sprawnych mechanizméw pozwalajgcych na naprawe peknie¢ w podwadjnej nici
DNA indukowanych przez rekombinazy.

Cel

Ocena rozktadu subpopulacji limfocytéw T, T CD4+ i T CD8+ przejawiajgcych ekspresje poszczegdlnych
tancuchéw TCRVB. Analiza repertuaru TCRVB moze by¢ przydatna w chorobach przebiegajgcych ze
zwiekszong aktywnoscig limfocytow T, m.in. np. w chorobach autoimmunologicznych,
alloreaktywnosci po transplantacji, a takze odpowiedzi na drobnoustroje i rozrost nowotworowy.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Rozktad limfocytow T, T CD4+ i T CD8+ przejawiajgcych ekspresje tanicuchéw VB: 1, 2, 3, 4,
5.1,5.2,5.3,7.1,7.2,8,9,11,12,13.1, 13.2, 13.6, 14, 16, 17, 18, 20, 21.3, 22, 23.

Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku

Ograniczenia metody

Dostepny komercyjnie zestaw przeciwciat monoklonalnych umozliwia ocene ok. 70% taricuchéw Vp.
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Uwagi
1. Na wynik badania moze wptywad leczenie preparatami immunoglobulin.

2. Rozkfad oligoklonalny oznacza, ze doszto do ekspansji co najmniej dwdch populacji badanych
komérek réznigcych sie taricuchem TCR VB, przy ekspresji co najmniej dwa razy wiekszej od gérnej
granicy wartosci referencyjnej dla danego klonu.

a. Ekspansje oligoklonalng lub ograniczenie repertuaru obserwowano m.in. w alergii,
chorobach autoimmunizacyjnych, infekcjach, nowotworach, niedoborach odpornosci.

3. Rozktad klonalny TCR VB oznacza, ze pojedynczy taricuch TCR VB przejawiany przez co najmniej
50% komodrek z badanej populacji lub ze ekspresja danego faricucha TCR VB wykazuje czesto$é co
najmniej 10-krotnie wiekszg od wartosci referencyjnych.

a. Ekspansje monoklonalng obserwowano w zaburzeniach limfoproliferacyjnych limfocytow
T.

4. W niektorych wrodzonych btedach odpornosci mozliwe jest niewystarczajgce wykorzystanie
tancuchéw TCRVp.

5. W przypadku zlecania innych badan poza oceng klonalnosci taricucha VP receptora TCR konieczne
jest pobranie dodatkowe;j ilo$ci materiatu.

Wspdlny taricuch y receptorow dla IL (CD132)

Wspdlny fancuch y receptoréw dla interleukin chodzi w sktad receptoréw dla IL-2, IL-4, IL-7,IL-9, IL-15
i IL-21. Cytokiny te biorg udziat zaréwno w odpowiedzi wrodzonej jak i adaptacyjnej, odgrywajac role
w dojrzewaniu limfocytéw T, B i NK oraz komdrek limfoidalnych uktadu odpornosci wrodzonej.
Nieprawidtowa budowa lub niezdolno$¢ wigzania ligandu do wspdlnego taricucha y receptoréw dla
interleukin jest przyczyng ciezkiego ztozonego btedu odpornosci.

Cel

Ocena ekspresji wspdlnego taricucha gamma receptorow dla interleukin na powierzchni limfocytow i
ich subpopulacjach u pacjentéw ptci meskiej z podejrzeniem wrodzonego btedu odpornosci, u ktérych
stwierdzono gteboki niedobdr limfocytéw T i prawidtowa lub podwyzszong ilos¢ limfocytéw B oraz u
kobiet z podejrzeniem nosicielstwa defektu wigzgcego sie z zaburzeniami ekspresji produktu
zmutowanego genu.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja CD132 na limfocytach i ich subpopulacjach T, B, NK

Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku. Okoto 50% limfocytdw powinno przejawiac¢ ekspresje wspdlnego tancucha y
receptoréw dla interleukin.
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Ograniczenia metody
Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.
Uwagi

1. Okoto 50% pacjentdw z mutacjami w genie /L2RG ma zachowang $ladowg lub prawidiowa
ekspresje biatka.

2. U czesci pacjentéw z ciezkim ztozonym niedoborem odpornosci na podtozu defektu w genie IL2RG
opisano wystepowanie chimeryzmu matczyno-ptodowego oraz spontaniczne rewersje mutacji.

3. Opisano szerokie spektrum fenotypdw klinicznych, nawet w obrebie tej samej mutacji, od
ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci typu T-B+ do fenotypu tagodnego.

tancuch a receptora dla IL7 (IL7Ra, CD127)

Interleukina 7 bierze udziat m.in. w rozwoju limfocytéw T w grasicy, prekursoréw limfocytéw B w szpiku
kostnym i rozwoju komérek dendrytycznych. Receptor dla interleukiny 7 jest heterodimerem, w sktad
ktérego wchodzi tancuch a (CD127) i wspdlny tancuch y receptoréw dla interleukin (CD132). Ekspresja
IL-7Ra jest przejawiana na wczesnych tymocytach, limfocytach T, prekursorach limfocytéw B
makrofagach szpiku i innych komadrkach uktadu immunologicznego. Defekty obejmujace IL-7 lub jej
receptor powodujg gtebokie uposledzenie procesu produkcji limfocytéw T.

Cel

Ocena ekspresji tancucha a receptora dla IL-7 u pacjentéw z podejrzeniem ciezkiego ztozonego
niedoboru odpornosci.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja CD127 na limfocytach i ich subpopulacjach: limfocytach T, B i komérkach NK.

Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku. Okoto 50% limfocytéw powinno przejawiac ekspresje taricucha a receptora dla
IL7.

Ograniczenia metody

Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.

Uwagi

1. Badanie wykonywane jest pomocniczo w diagnostyce ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci
spowodowanego mutacjami typu loss-of-function w genie IL7RA.

2. Niektére mutacje w genie IL7RA nie majg wptywu na ekspresje biatka. Opisano pacjentdéw z
czesciowym niedoborem (zachowana ekspresja biatka) o fenotypie SCID oraz mutacje somatyczne
typu gain-of-function u pacjentéw z ostrg biataczka limfoblastyczna.

21



3.

Ekspresja taricucha a receptora dla IL-7 zalezy od populacji: w duzych ilosciach przejawiany jest na
limfocytach T dziewiczych i pamieci. Komérki efektorowe i regulatorowe przejawiajg niska
ekspresje IL7Ra.

Obnizong ekspresje receptora dla interleukiny 7 majg m.in. komdrki wystymulowane poprzez
receptor TCR, limfocyty T we krwi obwodowej m.in. w zapaleniu rdzenia i nerwéw wzrokowych,
limfocyty T pamieci chorych zakazonych wirusem HIV.

Brak ekspresji CD127 na limfocytach T CD8+ i obnizong na CD4+ obserwowano m.in. w zespole
Schimke’go.

Markery aktywacji limfocyta T

Limfocyty T aktywowane antygenem przejawiajg na swojej powierzchni szereg czgsteczek biorgcych
udziat w przekazaniu sygnatu aktywacji do jadra komdrkowego. Niektére z tych czasteczek sg
presyntetyzowane i sktadowane w lizosomach sekrecyjnych, inne sg syntetyzowane de novo. Do
czasteczek przejawianych na powierzchni limfocytéw T nalezg m.in. CD25, CD69, CD71, HLA-DR
pojawiajacych sie na powierzchni limfocytow T w réznym czasie od stymulacji.

Cel

Celem procedury jest ocena stopnia aktywacji limfocytdw T oraz ich subpopulacji limfocytow T CD4+ i
CD8+ mierzonej ekspresjg czasteczek CD25 (wczesna aktywacja) i HLA-DR (pdina/przedtuzona
aktywacja).

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja CD25 i HLA-DR na limfocytach T oraz ich subpopulacjach CD4+ i CD8+.

Wartosci referencyjne

Wskazane kazdorazowo na wyniku

Ograniczenia metody

Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j

Uwagi

1. Konstytutywna ekspresja CD25 jest cechg charakterystyczng limfocytéw T regulatorowych.

2. Ekspresja CD25 (tancucha a receptora dla interleukiny 2) rosnie w ciggu 12-24 godzin po kontakcie
z antygenem, osiggajgc maksimum po 48-96 godzinach, a nastepnie maleje w ciggu kolejnych 10-
21 dni. Podwyzszona ekspresja CD25 moze wskazywac na aktywng infekcje.

3. Brak ekspresji tancucha a receptora dla IL-2 obserwowany jest w u pacjentéw z mutacjami w genie
IL2RA.

4. Konstytutywna ekspresja HLA-DR jest cechg charakterystyczng limfocytdw B i monocytéw krwi
obwodowej.

5. Ekspresja HLA-DR rosnie w ciggu 48-60 godzin po stymulacji antygenem.
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6. Brak ekspresji HLA-DR obserwowany jest u chorych z zespotem nagich limfocytow typu 2.
7. Podwyzszona ekspresja HLA-DR obserwowana jest m.in. w:

a. Zespole Omenna

b. Ztozonych niedoborach odpornosci

c. Wrodzonych btedach odpornosci z zaburzeniami regulacji

d. Pospolitym zmiennym niedoborze odpornosci z towarzyszacg autoimmunizacjg lub
rozstrzeniem oskrzeli

e. Niedoborze LRBA, CTLA4, zespole autoimmunizacyjnym z limfoproliferacjg (ALPS)

8. Na wynik badania majg wptyw niektére leki, w tym immunosupresyjne i kortykosteroidy, a takze
przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko receptorowi dla IL-2.

Efektorowe limfocyty T (TH1/ TH2/ TH9/ TH17/ TH17.1
/TH22 /THG/TFH1 /TFH2 /TFH17/TFH17.1)

Limfocyty T pomocnicze efektorowe uczestnicza w odpowiedzi adaptacyjnej dzieki zdolnosci do
produkcji cytokin wptywajgcych na aktywnosc innych komérek uktadu immunologicznego. Komarki te
identyfikowane sg za pomocy badania ekspresji produkowanych cytokin lub charakterystycznego
uktadu ekspresji receptoréw dla chemokin.

Cel

Celem procedury jest ocena rozktadu subpopulacji limfocytéw T pomocniczych i T pomocniczych
grudkowych uczestniczgcych w odpowiedzi efektorowej na podstawie ekspresji charakterystycznej
kombinacji receptoréw dla chemokin.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry
e Rozktad odsetkowy w populacji limfocytéw pomocniczych:

o Limfocyty T pomocnicze Thl
o Limfocyty T pomocnicze Th2
o Limfocyty T pomocnicze Th9
o Limfocyty T pomocnicze Th17
o Limfocyty T pomocnicze Th17.1
o Limfocyty T pomocnicze Th22
o Limfocyty T pomocnicze ThG
o Limfocyty T pomocnicze grudkowe TFH1
o Limfocyty T pomocnicze grudkowe TFH2

o Limfocyty T pomocnicze grudkowe TFH17
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o Limfocyty T pomocnicze grudkowe TFH17.1

Wartosci referencyjne’

Zalezne od wieku. Wynik przedstawiany w postaci liczbowej i wykresu wartosci badanych w
odniesieniu do wartosci referencyjnych.

Ograniczenia metody

Brak mozliwosci oceny czynnosciowej w postaci identyfikacji cytokin produkowanych przez badang
populacje komérkowa.

Uwagi

1. Poszczegdlne populacje identyfikowane sg na podstawie ekspresji charakterystycznej fluorescenc;ji
zwigzanej z ekspresjg receptorow dla chemokin.

2. Ze wzgledu na szczegdlne wymogi dotyczace wyboru pacjentdw do grupy kontrolnej - wartosci
referencyjne zostaty opracowane na stosunkowo niewielkich grupach pacjentéw. Z tego powodu
niewielkie odchylenia od wartosci referencyjnych wymagajg szczegdlnej uwagi w zakresie
interpretacji przez lekarza.

MAIT

Limfocyty MAIT sg podobne do komdrek odpowiedzi wrodzonej. Wykazujg zdolno$é do szybkiej
odpowiedzi cytotoksycznej i sekrecji cytokin Thl i Th17 w ciggu kilku godzin po rozpoznaniu antygenu
pochodzacego od drobnoustrojow. Dzieki zdolnosci do rozpoznawania metabolitéw ryboflawiny
(witaminy B) MAIT uczestnicza w odpowiedzi m.in. na bakterie z rodzaju Escherichia coli,
Mycobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, oraz drozdze np. Candida i Saccharomyces. MAIT
moga tez walczyé z bakteriami antybiotykoopornymi dzieki produkcji granzymu B i granulizyny
Zdolnos¢ do produkcji silnych mediatoréw odpowiedzi cytotoksycznej umozliwia MAIT udziat w
eliminacji pasozytéw wewnatrzkomdrkowych. MAIT uczestniczg tez w odpowiedzi na zaburzenia
metaboliczne, choroby zapalne i nowotwory, a takze naprawie uszkodzen tkanek barierowych.

Cel

Celem procedury jest identyfikacja nieklasycznych limfocytow T przejawiajgcych ekspresje taricucha a
receptora TCR typu 7.2 tzw. MAIT.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Odsetek nieklasycznych limfocytow MAIT oraz ich subpopulacji przejawiajacych ekspresje
koreceptora CD8aa, CD8af, CD8BR, CD4, lub nie przejawiajacych ekspresji CD4 ani CD8.

Wartosci referencyjne

Wskazane kazdorazowo na wyniku
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Ograniczenia metody
Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j
Uwagi

1. Zaburzenia ilosciowe limfocytow MAIT obserwowane sg m.in. w zakazeniach bakteryjnych,
zakazeniach wirusowych, chorobach autoimmunologicznych, chorobach zapalnych, ale takze u
pacjentéw z przewlektymi chorobami watroby, schytkowg niewydolnoscig watroby.

2. Niedobér krazacych limfocytéw MAIT obserwowany jest m.in. u pacjentéw z mutacjami w genach
MR1, IKZF1 (AR), RORC, ZAP70.

3. Podwyzszony odsetek MAIT obserwowany jest m.in. w mutacjach w genie REL.

FOXP3

FoxP3 jest gtéwnym czynnikiem transkrypcyjnym regulujgcym powstawanie i funkcje komdérek
regulatorowych (Treg), hamujgcych nadmierng reakcje na antygen lub odpowiedz na autoantgeny. Jest
to populacja heterogenna, a zawarto$¢ FoxP3 rézni sie w poszczegdlnych subpopulacjach Treg.
Zawarto$¢ FoxP3 odpowiada za stabilnos¢ funkcji komérek regulatorowych. Zaburzenia ilosciowe lub
czynnosciowe komadrek regulatorowych odpowiadajg za rozwdj autoimmunizacji i tzw. tregopatie.
Mutacje w genie kodujgcym FoxP3 odpowiadajg za rozwdj sprzezonego z chromosomem X zespotu
IPEX zwigzanego z zaburzeniami regulacji proceséw immunologicznych, poliendokrynopatig i
enteropatiami.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji czynnika transkrypcyjnego FoxP3 w subpopulacjach limfocytéw
T CD4+.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa — 2,7 ml (EDTA)

Badane parametry

o Odsetek komoérek regulatorowych identyfikowanych jako limfocyty T CD4+CD25+CD127-

o Odsetek limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+CD127- przejawiajgcych ekspresje FoxP3

o Odsetek limfocytéw T pomocniczych aktywowanych CD4+CD25+

o Odsetek limfocytéw T pomocniczych aktywowanych CD4+CD25+przejawiajacych ekspresje FoxP3

o Odsetek limfocytéw T pomocniczych przejawiajgcych ekspresje FoxP3

Wartosci referencyjne

Wartosci referencyjne zalezne od wieku. Kazdorazowo wskazane na wyniku.

Ograniczenia metody

Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j
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Uwagi

Ekspresja FoxP3 jest cechg charakterystyczng limfocytow T pomocniczych regulatorowych, ale
nie jest ograniczona do tej subpopulacji.

FoxP3 przejawiany jest réwniez przez niektdre limfocyty T CD8+, komérki NKT, limfocyty B, a
takze limfocyty T aktywowane.

Catkowity niedobdr FoxP3 jest cechg charakterystyczng sprzezonego z chromosomem X
zespotu zaburzen regulacji z poliendokrynopatia i enteropatia.

Zachowanie ekspresji FoxP3 nie wyklucza niedoboru IPEX. Niektére mutacje w FoxP3 nie
powodujg zmian w ekspresji biatka.

Ekspresja FoxP3+ moze by¢ obnizona w niektérych wrodzonych btedach odpornosci innych niz
IPEX, m.in. spowodowanych mutacjami w genach STAT3, LRBA, BACH2.

Badanie moze by¢ przydatne w monitorowaniu pacjentéw po przeszczepieniu macierzystych
komoérek krwiotwdrczych.

TFH/TFR

Limfocyty T grudkowe pomocnicze (TFH) petnig istotng role w odpowiedzi humoralnej, w szczegdlnosci
zaleznej od osrodkéw rozmnazania i réznicowania limfocytéw B do dtugo-zyjgcych limfocytéw B i
komérek plazmatycznych we wtdrnych tkankach limfatycznych. Limfocyty T grudkowe regulatorowe
(TFR) petnig role w regulowaniu komadrek TFH oraz limfocytéw B. Dzieki produkcji cytokin (IL-4, IL-21,
IL-9, IL-10) TFH pomagajg limfocytom B w efektywnym generowaniu swoistych przeciwciat w
odpowiedzi na zakazenia wirusowe, bakteryjne, pasozytnicze i grzybicze. TFR przejawiajg negatywng
funkcje regulatorowa zaréwno wobec TFH jak i limfocytéw B osrodka rozmnazania oraz dziatajg
supresyjnie na produkcje przeciwciat swoistych dla antygenu. Badanie wykonywane jest u pacjentow
z podejrzeniem zaburzenia regulacji produkcji przeciwciat. Komodrki grudkowe obecne we krwi
obwodowej moga rézni¢ sie miedzy sobg wtasciwosciami czynnosciowymi.

Cel

Celem procedury jest ocena obecnosci krgzgcych we krwi obwodowej limfocytéw TFH oraz TFR.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Odsetek komoérek regulatorowych identyfikowanych jako limfocyty T CD4+CD25+CD127-

o Odsetek limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+CD127- przejawiajacych ekspresje FoxP3

o Odsetek limfocytéw T pomocniczych aktywowanych CD4+CD25+

o Odsetek limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+

o Odsetek dziewiczych T regulatorowych TFR CD185-CD25-FoxP3+CD4+

o Odsetek komoérek grudkowych TFH CD4+CD185+

o Odsetek komérek grudkowych pomocniczych TFH CD185+CD25-FoxP3-CD4+
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o Odsetek komérek grudkowych regulatorowych TFR CD185+CD25+FoxP3+CD4+

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku. Wskazane kazdorazowo na wyniku.

Ograniczenia metody

Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j

Uwagi

1. Badanie dotyczy krazacych limfocytéw T grudkowych i grudkowych regulatorowych.

2. Wsréd limfocytéw TFH we krwi obwodowej wystepujg subpopulacje réznigce sie zdolnosciami
efektorowymi. Badanie rozktadu tych subpopulacji stanowi cze$¢ panelu oznaczonego jako
efektorowe limfocyty T.

Panel CVID (Dojrzewanie limfocytéw B na obwodzie)

Cel

Ocena stadiéw dojrzewania limfocytow B w obwodowych tkankach limfatycznych. Badanie
wykonywane w celu ustalenia etapu, na ktéorym doszto do zaburzenia dojrzewania limfocytéw B. Zakres
badania obejmuje parametry objete klasyfikacjami pospolitego zmiennego niedoboru odpornosci:
paryska, freiburska i Euroclass.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry
Wartosci odsetkowe i liczby bezwzgledne* subpopulacji limfocytéow B:
o niedojrzate limfocyty B CD21"°"
o aktywowane limfocyty B CD21'°" CD38"v
o limfocyty B przejsciowe (Swieze emigranty ze szpiku)
o dziewicze limfocyty B
o naturalne efektory/podobne do zasiedlajacych strefe brzezng (nie-przetaczone, non-switched)
o lgM-only memory w populacji limfocytéw B pamieci
o lgM-only memory w populacji limfocytéow B
o Komorki B pamieci typu switched (zdolne do produkcji immunoglobulin innych niz IgM)

o Plazmablasty

*Pod warunkiem réwnoczesnego zlecenia wykonania badania , panel podstawowy” lub ,panel mini”
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Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku — kazdorazowo wskazane na wyniku

Ograniczenia metody
1. Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;.

2. Badanie obejmuje gtdéwne populacje limfocytéw B wystepujgce przed i po kontakcie z antygenem,
ale nie umozliwia oceny ich stanu dojrzewania wewnatrz grudki chtonnej.

Uwagi

1. Ocena dojrzewania limfocytéw B w obwodowych tkankach limfatycznych mozliwa jest do
przeprowadzenia wytgcznie u pacjentéw, u ktérych obecne sg limfocyty B we krwi obwodowej.

2. U pacjentéw, u ktérych wykazano mniej niz 1% limfocytéw B nie jest mozliwe wyliczenie odsetka
niedojrzatych limfocytéw B (CD21'"°%)

CVID rozszerzony (Dojrzewanie limfocytow B na obwodzie)

Cel

Najszersza dostepna ocena dojrzewania limfocytéw B w obwodowych tkankach limfatycznych z
wykorzystaniem markerdw powierzchniowych. Badanie wykonywane w celu ustalenia etapu, na
ktérym doszto do zaburzenia dojrzewania limfocytéw B. Zakres badania obejmuje parametry objete
klasyfikacjami pospolitego zmiennego niedoboru odpornosci: paryska, freiburskg i Euroclass.
Dodatkowo umozliwia identyfikacje zaburzen dojrzewania limfocytéw B w grudce chtonnej i osrodku
rozmnazania.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry
Wartosci odsetkowe i liczby bezwzgledne* subpopulacji limfocytéow B:
o niedojrzate limfocyty B CD21"°"
o aktywowane limfocyty B CD21'°" CD38"v
o limfocyty B przejsciowe (Swieze emigranty ze szpiku)
o dziewicze limfocyty B
o naturalne efektory/podobne do zasiedlajacych strefe brzezng (nie-przetgczone, non-switched)
o IgM-only memory w populacji limfocytédw B pamieci
o IgM-only memory w populacji limfocytéw B
o Komdrki osrodka rozmnazania
— Centroblasty
— Centrocyty

o Komorki B pamieci typu switched (zdolne do produkcji immunoglobulin innych niz IgM)
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— Komborki pamieci typowe i atypowe pamieci, przejawiajgce ekspresje powierzchniowg IgG, i
IgA

o Plazmablasty
o Komérki plazmatyczne

*ocena liczby komérek poszczegdlnych stadidw dojrzewania w mm? krwi obwodowej wymaga
réwnoczesnego badania catkowitej liczby limfocytéw oraz liczby limfocytéw B w mm? (panel mini lub
podstawowy)

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku — zawsze wskazane na wyniku

Ograniczenia metody
Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j.
Uwagi

1. Ocena dojrzewania limfocytéw B w obwodowych tkankach limfatycznych mozliwa jest do
przeprowadzenia wytgcznie u pacjentéw, u ktérych obecne sg limfocyty B we krwi obwodowej.

2. U pacjentdéw, u ktérych wykazano mniej niz 1% limfocytéw B nie jest mozliwe wyliczenie odsetka
niedojrzatych limfocytéw B (CD21'"°%)

3. Produkcja przeciwciat klas innych niz IgM zachodzi w przebiegu procesu przetgczania klas. Brak
zdolnosci produkowania immunoglobulin danej klasy lub podklasy jest skutkiem nieprawidtowosci,
ktore mogty zajs¢ w jednym z wielu mechanizmdéw uczestniczgcych w regulowaniu tego procesu.

4. Indukcja produkcji poszczegélnych klas przeciwciat wymaga dostepu do odpowiednich cytokin
indukujacych przetaczenie klas produkowanych immunoglobulin.

5. W przypadku znacznie podwyziszonego odsetka komérek podwdjnie ujemnych (lgD-CD27-)
wykrytych w panelu oceny dojrzewania limfocytow B, oceniana jest dodatkowo ekspresja
markeréw réznicujgcych komérki niedojrzate od wykazujgcych cechy kontaktu z antygenem
(FAS=CD95) lub zdolnosci zasiedlania obwodowych tkanek limfatycznych (CXCR3=CD183).

Szpik — dojrzewanie linii komdérkowych

Cel

Badanie wykonywane jest w przypadkach podejrzenia zaburzen hematopoezy skutkujgcych
zaburzeniami dojrzewania poszczegélnych populacji komérkowych obecnych w szpiku. Badanie jest
ukierunkowane na ocene dojrzewania prekursoréw limfocytow B i jest szczegdlnie przydatne w
diagnostyce agammaglobulinemii. Dodatkowo oceniane sg pozostate populacje limfocytéw obecnych
w szpiku oraz dojrzewanie linii mieloidalne;j.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

1. Prdébka szpiku, pobranego z réznych miejsc, korzystnie jesli s to same grudki, w objetosci ok. 2 ml,
do probowek z antykoagulantem.

2. Preferowanym antykoagulantem jest heparyna sodowa lub heparyna bez konserwantow.
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Badane parametry

Ocena sktadu populacji limfocytéw, komdérek monocytoidalnych oraz leukocytdw wielojgdrzastych
oraz osiggnietych przez nie etapdw dojrzewania. W populacji limfocytéw oceniane sa:

O

Limfocyty T -
— ekspresja molekut pan-T (CD2, CD3, CD5, CD7),
— subpopulacje limfocytéw T CD4+, CD8+,
— ekspresja markeréw aktywacji limfocytéw T: CD25, HLA-DR
— ekspresja receptoréw TCRaf i TCRyd
Komorki NK
Limfocyty B
— Ekspresja molekut CD22, CD79a, CD19, CD20.
— Ekspresja tancuchéw lekkich ki A
— Rozktad prekursoréow limfocytéw B
= pro-B(sl,s2,s3)
= pre-Bl (s4, s5)
= pre-Bll (s6, s7)
= niedojrzate (s8)
= dojrzate limfocyty B (s9)
Ponadto:

W populacji komdrek mieloidalnych, na podstawie rdznic ekspresji molekut CD34, CD117, CD13,
CD33, CD11b, CD16, CD64 wyznaczany jest odsetek komérek odpowiadajacych fenotypowo

— mieloblastom

— promielocytom

— mielocytom

— metamielocytom

— granulocytom z jadrem pateczkowatym
— granulocytom z jadrem segmentowanym

W populacji komdérek monocytoidalnych, na podstawie réznic w ekspresji CD34,CD117,CD36,CD16
wyznaczany jest odsetek komorek odpowiadajgcych

— monoblastom
— promonocytom
— monocytom

W populacji komérek erytroidalnych, na podstawie rdznic w ekspresji CD117,CD71, CD235
wyznaczany jest odsetek komorek odpowiadajgcych fenotypowo

— erytroblastom

— proerytrocytom
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— dojrzatych erytrocytom

Wynik przedstawiany jest w postaci oceny immunofenotypowej rozktadu poszczegdlnych subpopulacji
w obrebie populacji odpowiednio limfocytow, komdrek mieloidalnych, monocytoidalnych i
erytroidalnych oraz w przeliczeniu na catkowitg populacje komérek jadrzastych.

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku. Wskazane kazdorazowo na wyniku

Ograniczenia metody
Brak mozliwosci oceny czynnosciowej
Uwagi

1. Badanie opiera sie na ocenie ekspresji markerow charakterystycznych dla poszczegdlnych
populacji. Wynik moze nieco réznic¢ sie od wyniku klasycznego barwienia hematologicznego.

2. Nazewnictwo stosowane do okreslenia populacji prekursorow limfocytéw B w szpiku uzywane
przez immunologow rézni sie od stosowanej przez hematologdéw. Przy interpretacji nalezy zwracac
szczegblng uwage na opis immunofenotypu poszczegdlnych stadidow dojrzewania.

Szpik — panel chtoniakowy

Cel

Badanie wykonywane jest w przypadku podejrzenia rozrostu z linii limfocytow T i B. Badanie
poszerzone w stosunku do oceny dojrzewania linii komdrkowych w szpiku o ocene zaburzen w zakresie
limfocytow T.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

1. Prébka szpiku, pobranego z réznych miejsc, korzystnie jesli sg to same grudki, w objetosci ok. 2 ml,
do probowek z antykoagulantem.

2. Preferowanym antykoagulantem jest heparyna sodowa lub heparyna bez konserwantéw.

Badane parametry

Ocena sktadu populacji limfocytéw, komérek monocytoidalnych oraz leukocytéw wielojgdrzastych
oraz osiggnietych przez nie etapdéw dojrzewania na podstawie ekspresji charakterystycznych molekut
powierzchniowych i wewnatrzkomdrkowych. W populacji limfocytéw oceniane s3:

o Limfocyty T—
— ekspresja molekut pan-T (CD2, CD3, CD5, CD7)
— ekspresja markerdw niedojrzatych limfocytéw T (CD1a, cytoplazmatyczna ekspresja CD3)
— ekspresja molekut charakterystycznych dla komaérek proliferujgcych (CD34, TdT, CD71a)
— ekspresja CD15, CD30, CD38, CD43, CD56, CD57
— subpopulacje limfocytéow T CD4+, CD8+
— ekspresja markerdw aktywacji limfocytéow T: CD25, HLA-DR
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— ekspresja receptoréw TCRaf i TCRyd
o Komorki NK
o Limfocyty B
— Ekspresja molekut CD22, CD79a, CD19, CD20
— Ekspresja tancuchéw lekkich ki A
— Ekspresja CD5, CD10, CD23
— Rozktad prekursoréw limfocytéw B
= pro-B(sl,s2,s3)
= pre-Bl(s4, s5)
= pre-Bll (s6, s7)
= niedojrzate (s8)
= dojrzate limfocyty B (s9)
Ponadto:

o W populacji komérek mieloidalnych, na podstawie rdznic ekspresji molekut CD34, CD117, CD13,
CD33, CD11b, CD16, CD64 wyznaczany jest odsetek komdrek odpowiadajgcych fenotypowo

— mieloblastom

— promielocytom

— mielocytom

— metamielocytom

— granulocytom z jadrem pateczkowatym
— granulocytom z jadrem segmentowanym

o W populacji komérek monocytoidalnych, na podstawie réznic w ekspresji CD34,CD117,CD36,CD16
wyznaczany jest odsetek komorek odpowiadajgcych

— monoblastom
— promonocytom
— monocytom

o W populacji komérek erytroidalnych, na podstawie rdéznic w ekspresji CD117,CD71, CD235
wyznaczany jest odsetek komorek odpowiadajgcych fenotypowo

— erytroblastom
— proerytrocytom
— dojrzatym erytrocytom.

Wynik przedstawiany jest w postaci oceny immunofenotypowej rozktadu poszczegdlnych subpopulacji
w obrebie populacji odpowiednio limfocytdw, komodrek mieloidalnych, monocytoidalnych i
erytroidalnych oraz w przeliczeniu na catkowitg populacje komérek jgdrzastych.

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku. Wskazane kazdorazowo na wyniku
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Ograniczenia metody

Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j

Uwagi

1.

Pracownia nie specjalizuje sie w diagnostyce chordb rozrostowych w obrebie uktadu
krwiotwdrczego - badanie ma charakter wstepny i umozliwia wytgcznie rozpoznanie duzych
nieprawidtowosci fenotypowych w zakresie limfocytéw T i B.

W przypadku znacznej asynchronii ekspresji molekut charakterystycznych dla poszczegélnych
stadiéw dojrzewania prekursoréw limfocytéw B nie jest mozliwe wyznaczenie rozkfadu
odsetkowego poszczegdlnych stadidow dojrzewania prekursoréw limfocytow B. W takim przypadku
wynik przedstawiany jest w postaci odsetkéw poszczegélnych komérek przejawiajgcych dany
marker powierzchniowy/wewnatrzkomadrkowy.

tancuchy lekkie kappa/lambda

Prawidtowe dojrzate limfocyty B przejawiajg ekspresje powierzchniowg tancuchéw lekkich
immunoglobulin kappa (k) lub lambda (A). Dojrzate limfocyty B zmienione nowotworowo wykazuja
restrykcje ekspresji jednego z taricuchdw lekkich.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji faricuchéw lekkich kappa i lambda na powierzchni limfocytow B.
Badanie wykonywane pomocniczo w podejrzeniu limfoproliferacji limfocytow B.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Odsetek limfocytdw B przejawiajacych ekspresje taricuchdéw lekkich ki A.

o Stosunek k:A

Wartosci referencyjne

Wskazane kazdorazowo na wyniku

Ograniczenia metody

Ocena dotyczy wytgcznie ekspresji powierzchniowej fanicuchéw lekkich immunoglobulin na
powierzchni limfocytow B krwi obwodowej. Brak zaburzen ekspresji tanicuchdw lekkich na limfocytach
B krwi obwodowej nie wykluczenia zmian w tkankach limfatycznych.

Uwagi

1.

Ocena ekspresji taricuchdw lekkich immunoglobulin (tj. kappa i lambda) stanowi istotny element
W rozpoznawaniu i monitorowaniu rozrostu limfocytow B. Prawidtowe i reaktywne limfocyty B
przejawiaja ekspresje tych faicuchow w okreslonych proporcjach, natomiast limfocyty B
zmienione nowotworowo przejawiajg nadekspresje jednego z tancuchéw.

Wykonanie badania mozliwe jest tylko u pacjentéw, u ktérych obecne s limfocyty B.
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Btk

Kinaza Btk przejawiana jest wewnatrzkomdrkowo w limfocytach B, monocytach i ptytkach krwi.
Ekspresja Btk jest niezbedna do rozwoju i funkcjonowania limfocytéw B — jej brak jest przyczyng
agammaglobulinemii Brutona. Badanie ekspresji Btk w monocytach jest przydatne u pacjentéw, u
ktorych brak jest limfocytéw B.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji kinazy tyrozynowej Brutona (Btk) w populacji limfocytow B i
monocytow u pacjentdéw z gtebokim niedoborem limfocytéw B i podejrzeniem agammaglobulinemii
Brutona.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja Btk w limfocytach B i monocytach.

Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku.

Ograniczenia metody

Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.

Uwagi

1. Badanie wykonywane jest u pacjentéw pfci meskiej, u ktdrych odsetek limfocytéw B w populacji
limfocytow przynajmniej w dwéch kolejnych badaniach nie przekracza 2%.

2. Zachowanie ekspresji Btk nie wyklucza mutacji w genie BTK.

3. W przypadku mutacji zwigzanych z zaburzeniami ekspresji biatka mozliwe jest wykrycie
nosicielstwa wady genetycznej u kobiet/dziewczynek.

BAFF-R (TNFRSF13C, CD268)

BAFF-R, czyli receptor 13C z nadrodziny receptorédw dla czynnika martwicy nowotwordéw, kodowany
jest przez gen TNFRSF13C. Ekspresja receptora BAFF-R jest niezbedna do dojrzewania limfocytéw B,
ich réznicowania i przezycia. Ekspresje BAFF-R przejawiajg wszystkie stadia dojrzewania limfocytéw B
na obwodzie, z wyjgtkiem komodrek plazmatycznych. Ekspresja BAFF-R i BCR jest niezbedna do
przezycia limfocytdw B przejsciowych i dojrzatych. Niedobdr BAFF-R wigze sie z obnizeniem odsetka
limfocytéw B, zahamowaniem dojrzewania limfocytéw B na obwodzie i z gromadzeniem limfocytéw B
przejSciowych.

Cel

Celem badania jest ocena odsetka limfocytow B przejawiajgcych ekspresje BAFF-R.
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Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

Ekspresja

o BAFF-R na limfocytach B
o CD20 na limfocytach B CD19+

o Odsetek limfocytéw B w populacji limfocytow.

Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku. U oséb zdrowych ponad 95% limfocytow B przejawia ekspresje BAFFR.

a. Pozytywna ekspresja BAFF-R na >95% limfocytow
b. Pozytywna ekspresja CD20+ na limfocytach CD19+:97-99%
c. Odsetek limfocytéw B CD20+ w przyblizeniu réwny odsetkowi limfocytéw B CD19+

Ograniczenia metody

Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.

Uwagi

1.

Obnizona ekspresja BAFF-R obserwowana jest w wielu wrodzonych btedach odpornosci
zwigzanych z zaburzeniami dojrzewania limfocytow B, w niektérych chorobach
autoimmunologicznych, stanach zapalnych, infekcjach zwigzanych z nieprawidtowosciami w
zakresie limfocytéw B oraz niektorych nowotworach krwi.

Homozygotyczna utrata receptora BAFF-R jest przyczyng wzrostu odsetka komodrek B
przejsciowych oraz hipogammaglobulinemii z zachowanym poziomem IgA.

Pacjenci z wrodzonym btedem odpornosci w wyniku mutacji w genie BAFFR moga wykazywaé
znacznie obnizong ekspresje TACI na spoczynkowych i aktywowanych limfocytach T.

TACI (TNFRSF13B, CD267)

Cel

W trakcie odpowiedzi na antygeny grasiczo-niezalezne biatko TACI indukuje proces przetgczenia klas
produkowanych immunoglobulin i réznicowanie limfocytéw B do komérek plazmatycznych. Ekspresja
TACI rosnie po stymulacji receptora BCR poprzez CD40 i receptory TLR. W o$rodkach rozmnazaniach,
w ktérych dochodzi do szybkiej proliferacji limfocytéw B, ekspresja TACI maleje pod wptywem dziatania
IL-21.

Celem procedury jest ocena ekspresji biatka TACI.

Metoda

Cytometria przeptywowa
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Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja TACI na limfocytach B, limfocytach B pamieci oraz pamieci typu IgM-only memory

Wartosci referencyjne

Wskazane kazdorazowo na wyniku

Ograniczenia metody

Brak zaburzen w ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.
Uwagi

1. Zachowanie ekspresji TACI nie wyklucza mutacji w genie TNFRSF13B.

2. Pacjenci z mutacjami w genie kodujagcym TACI majg prawidtowe lub lekko obnizone liczby
limfocytéw B oraz obnizong liczbe limfocytow B pamieci typu ,,switched memory”.

3. Niedobdr TACI predysponuje do wystgpienia choréb autoimmunizacyjnych i limfoproliferacji.

4. W niedoborze TACI pacjenci wykazujg defekt odpowiedzi grasiczo-niezaleznej.

ICOS (CD278)

ICOS (z ang. inducible T cell co-stimulator) odgrywa wazng role w regulowaniu odpowiedzi T-zaleznej.
Przejawiany jest na aktywowanych limfocytach T. Kostymulacja poprzez aktywacje ICOS wptywa na
funkcje limfocytéw T CD4+ ich rdznicowanie i proliferacje subpopulacji limfocytéw TH1, TH2, TH17, T
grudkowych i regulatorowych. Bierze udziat w interakcji miedzy limfocytami T i B w wyniku ktérej
powstajg osrodki rozmnazania.

Niedobér ICOS nalezy do ztozonych niedoboréw o szerokim spektrum objawdw klinicznych
obejmujacych nawracajgce infekcje, enteropatie, autoimmunizacja, limfoproliferacje i rozrost
nowotworowy. Defekt ma charakter postepujacy, z mozliwym zachowaniem u dzieci prawidtowe;j
liczby i cech dojrzewania limfocytéw B na obwodzie.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji ICOS (CD278) na stymulowanych limfocytach T.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (heparyna sodowa lub bez konserwantéw)

Badane parametry

o Ekspresja CD278 (ICOS) na aktywowanych in vitro limfocytach T pomocniczych. W celu weryfikacji
skutecznosci stymulacji komdrek na tych samych komérkach oceniana jest réwniez ekspresja
CD69.
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Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku. Wiekszos¢ aktywowanych limfocytéw T CD4+ powinno przejawia¢ ekspresje
CD278.

Ograniczenia metody

Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.

Uwagi

1. Antykoagulanty o dziataniu chelatujgcym (np. EDTA) hamujg proces aktywacji komoérek i
negatywnie wptywajg na ekspresje CD278.

2. Lekiimmunosupresyjne obnizajg ekspresje CD278.

3. Ekspresja ICOS moze by¢ obnizona w niektérych innych wrodzonych btedach odpornosci m.in.
spowodowanych np. mutacjami w genie CASP9.

4. Pacjenci z heterozygotycznymi mutacjami w genie kodujgcym ICOS majg zachowang ekspresje
biatka.

5. W niedoborze ICOS obserwuje sie obnizenie lub catkowity brak odsetka komérek grudkowych o
fenotypie CD4+CXCR5+ oraz zaburzenia ekspresji CTLA-4 na limfocytach T regulatorowych.

6. Ze wzgleddéw technicznych badanie nie jest wykonywane w dniach poprzedzajgcych dni wolne od
pracy.

Czasteczki adhezyjne (integryny 2)

Integryny B2 tworza rodzine biatek przejawianych na leukocytach, ktérych wspdlng cecha jest
ekspresja podjednostki B2 (CD18). Czgsteczki adhezyjne przejawiajg jedng z czterech podjednostek a:
alB2 (tj. LFA-1, CD11a/ CD18), aMB2 (t.j. Mac-1, CR3, CD11b/CD18), aXp2 (tj. p150,95 CD11c/ CD18)
lub przejawiang wtgcznie na makrofagach aDB2 (tj. CR4, CD11d/CD18).

Zaburzenia ekspresji molekut adhezyjnych uposledzajg zdolnos¢ granulocytéw i limfocytéw do migracji
poza naczynia krwionosne, ich udziat w reakcji cytotoksycznej oraz fagocytoze bakterii.

Obecnie znane sg trzy rézne zespoty zaburzen adhezji: (1) spowodowany zaburzeniami ekspresji biatek
z rodziny integryn B2, (2) spowodowane zaburzeniami ekspresji fukozylowanych ligandéw dla selektyn
i (3) zaburzeniem aktywacji integryn B2 w nastepstwie mutacji w genie FERMT3 kodujgcym kindline.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji sktadowych integryn $2: CD11a, CD11b, CD11c i CD18 na
monocytach oraz fukozylowanego biatka CD15 na granulocytach.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry
o Odsetek monocytéw przejawiajgcych ekspresje: CD11a, CD11b, CD11c, CD18.
o Odsetek granulocytéw przejawiajacych ekspresje CD15s.
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Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku.

Ograniczenia metody
Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.
Uwagi

1. Ostabiona ekspresja podjednostki B2 powoduje obnizenie rowniez ekspresji podjednostek a na
powierzchni leukocytow.

2. Obnizona ekspresja CD18 lub CD11 moze wskazywaé na niedobdr molekut adhezyjnych.
o Ekspresja >10% wskazuje na tagodny niedobdr
o Ekspresja 2%-10% wskazuje na umiarkowany niedobér
o Ekspresja <2% wskazuje na ciezki niedobor

3. Ekspresja badanych molekut adhezyjnych moze zmniejsza¢ sie pod wptywem niektdrych lekéw,
m.in. antybiotykéw, kortykosteroidéw i salicylandw.

4. Ekspresja molekut adhezyjnych jest nizsza we wczesnym okresie po zabiegach operacyjnych.

5. Dtugi okres transportu lub nadmierne wytrzgsanie probdéwki mogg by¢ przyczyng ztuszczenia
CD11b z powierzchni komérek. W takich przypadkach badanie nalezy powtérzy¢ na swiezej prébce,
z uwzglednieniem badania ekspresji CD11b po stymulacji komérek.

6. Zachowanie prawidtowej ekspresji CD11b i/lub CD18 nie wyklucza mutacji w genie ITBG2.

7. Opisano tagodniejszg forme zaburzen adhezji leukocytéw typu 2 z cze$ciowo zachowang ekspresjg
CD15.

MHC klasa |

Czasteczki kodowane w obrebie gléwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC=Major
histocompatibility complex), tzw. antygeny HLA, biorg udziat w prezentacji antygenéw wtasnych i
obcych komérkom uktadu immunologicznego. Czasteczki antygendw HLA | klasy- A,B,C obecne s3 na
wszystkich komérkach jadrzastych organizmu i ptytkach krwi. Zaburzenia ich ekspresji mogg byc¢
skutkiem zaburzen funkcji biatek transportujgcych TAP lub biatka wigzacego biatko transportujgce
zsyntetyzowang czasteczke antygenu HLA do retikulum endoplazmatycznego. Zaburzenia w ekspresji
czasteczek antygendw HLA klasy | okresla sie nazwg zespotu nagich limfocytéw (BLS-bare lymphocyte
syndrome) typu I. U wiekszosci pacjentdéw z zaburzeniami ekspresji antygendow HLA klasy | stwierdzane
sg zmniejszenie liczby komérek T CD8+ i ostabiona aktywnos¢ béjcza komarek NK.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji antygenow zgodnosci tkankowej klasy | (MHC-I).

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)
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Badane parametry

o Ekspresja antygenéw MHC klasy | na limfocytach

Wartosci referencyjne

Wszystkie limfocyty powinny przejawiaé ekspresje MHC-I

Ograniczenia metody

Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j

Uwagi

1. Stosowanie lekdw immunosupresyjnych obniza ekspresje antygendw HLA klasy .

2. W przypadku podejrzenia zaburzen ekspresji korelujgcych z wynikami pozostatych badan i stanem
klinicznym nalezy wykona¢ rownolegle badanie z wykorzystaniem komaérek osoby zdrowe;j.

MHC klasa Il

Czasteczki kodowane przez gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej (MHC) klasy Il sg biatkami
powierzchniowymi, przejawianymi na komodrkach prezentujgcych antygen, w tym na limfocytach B,
monocytach, makrofagach, komadrkach dendrytycznych. Ekspresja powierzchniowa antygenéw MHC
klasy Il na komodrkach innych niz prezentujgce antygen wymaga syntezy regulowanej za pomocg
szeregu biatek regulatorowych. Uwarunkowane genetycznie defekty czynnikéw regulatorowych
odpowiadajgcych za ekspresje MHC klasy Il sg przyczyng zespotu nagich limfocytow typu I,

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji antygenéw MHC klasy II.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja HLA-DR na limfocytach B i monocytach

Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku. Wszystkie limfocyty B i monocyty powinny przejawiaé¢ ekspresje antygendéw
gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy 1.

Ograniczenia metody

Brak mozliwosci oceny czynnosSciowe;j

Uwagi

1. Stosowanie lekéw immunosupresyjnych moze byc¢ przyczyng obnizenia ekspresji antygenéw MHC
klasy Il.

2. Stosowanie statyn i/lub glikokortykosteroidéw moze by¢ przyczyng ostabienia ekspresji antygendéw
MHC klasy Il na limfocytach B.
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3. Brak ekspresji MHC Il jest przyczyng zespotu nagich limfocytow.

4. Ekspresja antygendw klasy Il na limfocytach T swiadczy o ich aktywacji

Receptor dla interferonu y (IFNyR1)

Zwiekszona czestos¢ zakazen mykobakteryjnych obserwowana jest m.in. u chorych z mutacjami w
genach CCR2, CYBB, IFGN, IFNGR1, IFNGR2, IKBKG, IL12B, IL12RB1, IL12RB2, IL23R, IRF1, IRF8, ISG15,
JAK1, RORC, SPPL2A, STAT1, TBX21, TYK2, USP18, ZNFX1. Tylko niekt6re defekty moga by¢ wykrywane
za pomocg cytometrii przeptywowej. Jednym z defektédw sprzyjajacych zwiekszonej podatnosci na
zakazenia bakteryjne jest uposledzenie sciezki aktywacji komoérki na drodze IFNy-IL12. Funkcjonalnie
aktywna postac receptora dla interferonu y sktada sie z dwu lub wiecej podjednostek: podjednostki a
(IFNyR1) odpowiadajacej za wigzanie interferonu y oraz podjednostki B (IFNyR2B). Podjednostka o
(IFNyR1) zawiera zewngatrzkomoérkowg domene wigzacy ligand oraz domene wewnatrzkomérkowa
odpowiedzialng za transdukcje sygnatu i recykling receptora. Zewnatrzkomérkowa domena
podjednostki B (IFNyR2) wchodzi w interakcje z kompleksem IFNyR1/IFNy, ale nie bierze udziatu w
wigzaniu ligandu. Za transdukcje sygnatu odpowiedzialna jest wewnatrzkomoérkowa domena IFNyR2.

tancuch a receptora dla interferonu gamma przejawiany jest na wiekszosci komdrek cztowieka z
wyjatkiem dojrzatych erytrocytéw, m.in. na monocytach, makrofagach, limfocytach T i B, komédrkach
NK, neutrofilach, fibroblastach, komérkach naskorka i Srédbtonka.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji faricucha a receptora dla interferonu y (CD119) u pacjentéw z

podejrzeniem genetycznie uwarunkowanej podatnosci do zakazenia stabo wirulentnymi pragtkami lub

powiktan zakazenia bakteriami z rodzaju Listeria i Salmonella, a takze wirusami z grupy Herpes (CMV,
HSV, VzV).

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja CD119 na monocytach.

Wartosci referencyjne

Wiekszos$¢é monocytédw powinna przejawiac ekspresje faricucha a receptora dla interferonu gamma.

Ograniczenia metody
Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.
Uwagi

1. Mutacje w genie IFNGR1 mogg wigzac sie z catkowitym lub czesciowym brakiem ekspresji biatka,
patologicznym gromadzeniem receptora na powierzchni komoérek lub tez brakiem zdolnosci
rozpoznawania ligandu ale bez wptywu na ekspresje powierzchniowg receptora.

2. Stosowane w badaniu przeciwciato monoklonalne rozpoznaje pozakomdrkowy region receptora.
Mutacje nie wptywajgce na strukture tego odcinka nie sg rozpoznawane przez stosowane
przeciwciato monoklonalne.
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3. Nietypowo wysoka fluorescencja, co najmniej kilkukrotnie przewyzszajgca
najczesciej obserwowang zwigzang z barwieniem przeciwciatem anty-CD119, moze swiadczy¢ o
mutacji autosomalnej dominujgcej w genie IFNGR1.

4. Brak zaburzen ekspresji CD119 nie wyklucza obecnosci mutacji w genie IFNGR1, ani zadnym innym
genie zwigzanym z genetycznie uwarunkowang podatnoscig na zakazenia mykobakteriami.

Receptor dla Interleukiny 12 (IL12RB1)

Zwiekszona zachorowalnosé z powodu zakazern mykobakteriami atypowymi moze byé spowodowana
m.in. zaburzeniami ekspresji receptora 1 dla interleukiny 12 lub zaburzeniami ekspresji faficucha
FcyRIIL.

W sktad receptora dla IL-12 wchodzg dwa powigzane ze sobg wigzaniem dwusiarczkowym faricuchy:
B1(CD212) wspdlny dla receptoréw dla IL-12 i IL-23 oraz fancuch B2. tarcuchy te wigza odpowiednio
sktadowe dimeru IL-12: IL-12p40 z tancuchem B1 i IL-12p35 z taricuchem B2. tancuch B1 jest
przejawiany w matych ilosciach na wszystkich limfocytach, a w duzych - na komdrkach NK i komadrkach
MAIT. IL12RB1 przejawiany jest tez na komdrkach dendrytycznych. Ekspresja IL12RB1 rosnie na
komérkach aktywowanych lub stymulowanych np. IL-2, IL-7, IL-15.

W izolowanym defekcie osi IFNy-IL12 nalezy przeprowadzi¢ badanie przesiewowe w kierunku
potencjalnie patogennej mutacji w genie kodujgcym FcyRIll z wykorzystaniem przeciwciata anty-CD16
klon N73.1.

Cel

Ocena cytometryczna fancucha B1 receptora dla IL12 oraz ekspresji receptora FcyRIIl.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry
o Ekspresja ftancucha B1 receptora dla IL-12 na komdrkach NK oraz aktywowanych limfocytach T
(HLA-DR+), a takze ekspresja receptora FcyRIIl .
Wartosci referencyjne
Ekspresja CD212 powinna by¢ wykrywana na komérkach NK i aktywowanych limfocytach T.
Odsetek komdrek przejawiajacych receptor Fc dla IgG znakowanych przeciwciatem Leullc powinien
by¢ poréwnywalny z wynikiem znakowania przeciwciatem Leulla.
Ograniczenia metody
Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.
Uwagi

1. Przeciwciato anty-IL-12RB1 (CD212), klon 2-4E6 uzywane w badaniu wigze sie z kompleksem
wigzacym IL-12 aktywowanych limfocytéow krwi obwodowe;.

2. W badaniach rutynowych ocena ekspresji przeprowadzana jest na limfocytach T aktywowanych in
vivo (CD3+HLADR+).
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3. W przypadku braku ekspresji CD212 na aktywowanych in vivo limfocytach T (CD3+HLADR+)

badanie nalezy powtérzyé po stymulacji in vitro. Preferowanym czynnikiem stymulujgcym jest
woéweczas fitohemaglutynina.

Brak zaburzen ekspresji taricucha B1 receptora dla Interleukiny 12 nie wyklucza mutacji w genie
kodujgcym ten tancuch, ani zadnym innym genie zwigzanym z genetycznie uwarunkowang
podatnoscia na zakazenia mykobakteriami.

Receptor dla IL-2

Receptor dla interleukiny 2 jest trimerem w sktad ktérego wchodzg: tancuch a (CD25), tancuch B
(CD122) oraz wspdlny tancuch y receptorow da interleukin (CD132). tancuch B przejawiany jest
konstytutywnie zewnatrz i wewnatrzkomérkowo przez komérki NK i monocyty, a nasilenie ekspresji
ros$nie w nastepstwie aktywacji komorek.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji tancucha B receptora dla IL-2.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja CD122 na komdrkach NK

Wartosci referencyjne

Wskazane kazdorazowo na wyniku

Ograniczenia metody

Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j

Uwagi

1.

W badaniu cytometrycznym pacjentdw z wrodzonymi btedami odpornosci na tle mutacji w genie
IL2RB opisywany jest podwyzszony odsetek komdrek NK o uposledzonym torze dojrzewania,
obnizony odsetek komaérek regulatorowych i podwyzszony odsetek limfocytéw T oraz B pamieci.

Badaniem pomocniczym w diagnostyce pacjentéw z podejrzeniem zaburzen wynikajgcych z
defektu czynnosciowego biatka kodowanego przez IL2RB moze by¢ ocena dojrzewania komadrek
NK. W niedoborze IL2RB obserwowany jest znaczny wzrost odsetka komdrek CD56bright (u
zdrowych — przewaga CD56dim)

Limfocyty T podwdjnie ujemne — DNT

Prawidtowe limfocyty T we krwi obwodowe]j przejawiajgce ekspresje receptora TCRap przejawiajg
rowniez ekspresje jednego z koreceptorow: CD4 lub CD8. Cechg charakterystyczng zespotéw
limfoproliferacyjnych jest podwyzszony odsetek limfocytow T o fenotypie CD3+TCRa+CD4-CD8-, tzw.
podwadjnie ujemnych (DNT).
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Cel

Celem badania jest okreslenie odsetka limfocytow T CD3+TCRa+CD4-CD8-. Obecnos¢ podwyzszonych
DNT jest jednym z kryteriow diagnostycznych w zespole limfoproliferacyjnym z towarzyszgcymi
objawami w postaci autoimmunizacji (ALPS).

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Odsetek limfocytéw T z receptorem TCRap nie przejawiajgcych ekspresji CD4 ani CD8:
— W stosunku do limfocytéow T
— W stosunku do catkowitej liczby limfocytéw

o Odsetek limfocytéw T przejawiajgcych ekspresje receptora TCRa

Wartosci referencyjne

Kazdorazowo wskazane na wyniku.

Ograniczenia metody

1. Fenotyp CD4-CD8- majg rowniez limfocyty T z receptorem TCRyd oraz nieklasyczne limfocyty T typu
NKT-I, NKT-1l, MAIT.

2. Komorki DNT TCRap+CD4-CD8- mogg by¢ podwyzszone w innych jednostkach chorobowych niz
zespot autoimmunizacyjny zwigzany z limfoproliferacja, m.in: w chorobach autoimmunologicznych
np. toczniu uktadowym.

Uwagi

1. Aktualne kryteria diagnostyczne rozpoznania ALPS ustalane sg przez odpowiednie gremia
miedzynarodowe i obejmujg parametry kliniczne i laboratoryjne.

2. Nalezy zwraca¢ uwage na kolejnos¢ bramkowania, tak aby w badaniu ocenia¢ odsetek limfocytow
T CD4-CD8- w populacji limfocytédw TCRa.

3. Do rozpoznania zespotu ALPS nie wystarczy wykazanie podwyzszonego odsetka komadrek DNT.

CD95 (=FAS)

CD95 petni wazng role w zyciu i Smierci komorki, szczegélnie w rozwoju limfocytéw oraz smierci
indukowanej przez aktywacje (AICD). Aktywacja i proliferacja limfocytow zachodzgce w przebiegu
odpowiedzi immunologicznej skutkujg wygenerowaniem komodrek efektorowych. Aktywowane
limfocyty muszg zostaé wyeliminowane w fazie wygaszania odpowiedzi immunologicznej, w sposéb
zalezny od CD95. W zespole limfoproliferacyjnym z autoimmunizacjg ALPS liczba limfocytéw nie moze
zostac¢ ograniczona, a komodrki podlegaja niekontrolowanej proliferacji. Wiekszo$¢ pacjentéw z ALPS
(okoto 65%) jest nosicielami mutacji heterozygotycznych w genie kodujgcym CD95 (ALPS typu la). Za
ALPS odpowiadajg tez mutacje w genach kodujgcych inne sktadniki $ciezki CD95, w tym CD95L (ALPS
typ Ib), kaspaze-8 i kaspaze 10 (ALPS typ Il), petnigce zasadniczg role w $ciezce CD95.

Biatko FAS jest przejawiane na niektérych limfocytach T i B, ale nie komdrkach NK.
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Cel

Ocena ekspresji biatka Fas uczestniczacego w przekazywaniu sygnatéw kontrolujgcych
zaprogramowang $mier¢ komorki.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

O

Ekspresja CD95 na limfocytach T, T CD45R0+ i granulocytach

Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku. Niemal wszystkie granulocyty powinny wykazywaé ekspresje CD95.

Ograniczenia metody

Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.

Uwagi

1. Funkcjonalnie sprawny receptor FAS jest homotrimerem.

2. Ekspresja Fas zmoze zaleze¢ od licznych czynnikéw egzogennych i endogennych, w tym dziatania
czynnikéw infekcyjnych, promieniowania y, chemioterapii, cytokin, m.in. interferonu y, TNFa,
interleukiny 7, 1b, 1 i IL6 lub ich kombinacji, a takze pod wptywem tlenku azotu.

3. Endotoksemia niewielkiego stopnia powoduje poczatkowo ostabienie, a nastepnie znaczne
nasilenie ekspresji CD95 na leukocytach.

4. Pod wptywem IL-7 moze dochodzié do nasilenia ekspresji CD95 na limfocytach T CD4+ pamieci.

5. Ekspresja CD95 moze by¢ ostabiona w przebiegu zakazenia adenowirusem, wtérnie do nasilonej
internalizacji receptora zwigzanego z wirusem.

6. W przewlektych zakazeniu wirusem HBV moze dochodzi¢ do obnizenia ekspresji CD95.

7. W niektérych mutacjach w genie kodujgcych FAS mozliwe jest obnizenie fluorescencji, bez zmian
odsetka komdrek przejawiajgcych ekspresje CD95.

8. Suboptymalna odpowiedz limfocytéw T CD8 moze sie wigzac z nasileniem ekspresji CD95.

Ligand dla CD95 (CD95L=CD178)

FASL jest biatkiem transmembranowym tworzgcym homotrimer przejawiany na limfocytach T
cytotoksycznych. W postaci receptora zwigzanego z bftonami komdrkowymi wystepuje na
aktywowanych limfocytach T i komdrkach NK oraz na komdrkach tkanek uprzywilejowanych
immunologicznie takich jak oko, macica, tozysko, ptuca, tyreocyty, histiocyty CD68+ w skorze, tarczki
miedzykregowe. W warunkach fizjologicznych CD95L kontroluje réznicowanie linii erytroidalne;j,
angiogeneze oka, homeostaze skoéry, zalezne od limfocytdw cytotoksycznych zabijanie komédrek
zainfekowanych wirusem lub transformowanych nowotworowo.
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Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji ligandu dla biatka Fas przejawianego na aktywowanych
limfocytach T i komdrkach NK.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja CD178 na aktywowanych limfocytach T (HLA-DR+) oraz komadrkach NK.

Wartosci referencyjne

Niezalezne od wieku

Ograniczenia metody
Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.
Uwagi

Dla uzyskania sprawnosci funkcjonalnej biatka konieczne jest utworzenie homotrimeru. Obnizona
fluorescencja moze wskazywac na problemy w tworzeniu lub funkcjonowaniu trimeru.

CD57

W aktywnym zakazeniu kretkiem Borellia wykazano istotne zmiany w subpopulacjach limfocytéw T, z
obnizeniem we krwi obwodowej odsetka limfocytéw CD4+ i CD8+, a takze spadkiem odsetka komdrek
NK, bez istotnej normalizacji po przeprowadzonym leczeniu. Wg niepotwierdzonych doniesien chorzy
z przewlektg postacig boreliozy majg obnizong liczbe komérek NK definiowanych obecnoscig markera
CD57, tj. CD3-CD57+, a monitorowanie zmian w liczbie tych komdrek miatoby stuzy¢é monitorowaniu
odpowiedzi na leczenie, ulegajgcych normalizacji po skutecznym zakonczeniu leczenia.

Cel

Ocena ekspresji czgsteczek CD57 na limfocytach za pomocg cytometrii przeptywowej.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o rozkfad odsetkowy leukocytow

o odsetekiliczba limfocytow T, B i NK, T CD4+ i T CD8+
o odsetek limfocytow CD57+ CD3-

o odsetek limfocytow CD57+CD8+
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O

O

O

odsetek limfocytéw CD56+CD57+
odsetek limfocytéw CD56+CD3-

odsetek limfocytéw CD57+

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku — kazdorazowo wskazane na wyniku

Ograniczenia metody

Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j

Uwagi

1. Ekspresja CD57 jest charakterystyczna dla koricowej fazy dojrzewania komérek NK oraz limfocytow
T CD8+.

2. Wyniki badan wskazujagcych na role komdérek NK w zakazeniu kretkiem Borellia nie zostaty
potwierdzone w zadnych uznanych badaniach klinicznych. Wynik badania nie potwierdza, ani nie
wyklucza zakazenia kretkiem Borellia.

3. Spadek komdrek CD57+ obserwowany jest m.in. w tysieniu plackowatym, atopowym zapaleniu
skdry, zespole Sjogrena, w nefropatii IgA, w tuszczycy.

4. Odsetek limfocytéw CD57+ wzrasta u oséb starszych, a takze m.in. w zakazeniu CMV, wirusem
Chikungunya, wirusem Hanta, wirusem HBV i HCV, HIV oraz po przeszczepieniu szpiku i narzaddéw
unaczynionych, w reumatoidalnym zapaleniu stawdw.

5. Wzrost odsetka CD8+CD57+ obserwowany jest m.in. w zakazeniu CMV, HIV, HCV, EBV,

parwowirusem, wirusem odry oraz w gruzlicy ptuc, toksoplazmozie.

INKT

Komarki iNKT (invariant natural killer T (iNKT) = komodrki T o fenotypie NK, przejawiajgce czeSciowo
niezmienny receptor TCR) nalezg do heterogennej grupy komdrek T o fenotypie NK przejawiajgcych
cechy zaréwno komodrek NK jak i limfocytow T, stanowigcych pomost pomiedzy mechanizmami
odpowiedzi wrodzonej i adaptacyjnej. iNKT wykazujg restrykcje CD1d, ekspresje niezmiennego
tancucha a receptora TCR i ekspresje ograniczonego repertuaru tancuchéw B rozpoznajacych antygeny
lipidowe. Komorki iNKT bardzo szybko odpowiadajg produkcjg cytokin na stymulacje antygenami
lipidowymi. Rodzaj produkowanych cytokin zalezy od czynnika stymulacyjnego. We krwi kragzacej iNKT
stanowig okoto 1% limfocytow T.

Cel

Celem badania jest ocena odsetka limfocytédw iNKT ich subpopulacji CD4+, CD8+ oraz CD4-CD8-.

Materiat badany

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

O

Odsetek limfocytow T przejawiajgcych ekspresje receptora TCR z niezmiennymi taricuchami Va i
VB tj. TCRVa24VB11 oraz ich subpopulacji CD4+, CD8+, CD4-CD8-.

Wartosci referencyjne

Zalezne od wieku — kazdorazowo wskazane na wyniku
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Ograniczenia metody
Brak mozliwosci oceny czynnosciowe;j
Uwagi

1. Obnizone odsetki komdrek iNKT lub ich brak opisano m.in. we wrodzonych btedach odpornosci na
tle mutacji w genach kodujacych SAP, XIAP, kinaze ITK, a takze Cernunnos, IL6ST i CD27

2. Zgodnie z roboczymi kryteriami diagnostycznymi ESID, obnizenie iNKT oznacza obnizenie ponizej
0,02% limfocytow T.

CD40

CD40 jest biatkiem btonowym konstytutywnie przejawianym na limfocytach B i monocytach. Brak lub
nieprawidtowe dziatanie CD40 powoduje brak mozliwosci przetgczenia klas produkowanych
immunoglobulin innych niz IgM.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji CD40 na limfocytach B

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Badane parametry

o Ekspresja CD40 na limfocytach B

Wartosci referencyjne
>90%

Ograniczenia metody
Brak zaburzen ekspresji biatka nie wyklucza defektéw czynnosciowych.
Uwagi

1. Opisano mutacje z prawidtowg ekspresja wewngtrzkomdrkowa biatka CD40 i resztkowa
powierzchniowg

Ligand dla CD40 (CD40L=CD154)

Ekspresja ligandu dla CD40 przez aktywowane limfocyty T odgrywa zasadniczg role w odpowiedzi
humoralnej i komérkowej. Brak ekspresji CD154 jest przyczyng silnego uposledzenia prezentacji
antygenu przez komorki dendrytyczne i makrofagi. Biatko jest kodowane na chromosomie X. Ekspresja
na aktywowanych limfocytach T CD4+ zachodzi w mechanizmie odmiennym niz to ma miejsce w
przypadku stymulacji indukujacej proliferacje i produkcje cytokin.

Cel

Celem procedury jest ocena ekspresji ligandu dla CD40.
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Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania
Krew obwodowa pobrana na heparyne (litowg lub sodowg) 2,7 ml.

Wymagane jest rdwnoczasowe pobranie prébki kontrolnej od osoby zdrowej. Nie powinna to by¢
mama dziecka, ktéra moze by¢ nosicielkg mutacji. Zaleca sie pobranie préobki kontrolnej od mezczyzny,
w miare mozliwosci niespokrewnionego z pacjentem.

Badane parametry

o Badana jest ekspresja ligandu CD40L na powierzchni limfocytéw T po stymulacji myrystynianem
forbolu z jonomycyna.

o Miarg skutecznosci stymulacji jest ekspresja CD69 na badanych limfocytach.

Wartosci referencyjne
Ekspresja CD40L na aktywowanych limfocytach T CD8- >80%
Ekspresja CD69 na limfocytach T CD8- >95%

Ograniczenia metody
1. U pacjentéw ponizej 6 mz ekspresja ligandu dla CD40 moze nie by¢ optymalna.
2. Niektére warianty patogenne genu CD40LG nie wigzg sie z zaburzeniami ekspresji biatka.

Uwagi
1. Prawidtowa interpretacja wyniku badania wymaga wykorzystania przy kazdym badaniu prébki od
niespokrewnionej osoby zdrowej.

2. Nieprawidtowa ekspresja CD40L moze by¢ skutkiem nieprawidtowosci w szlakach aktywacji
komoérek lub niedostateczne;j ilosci limfocytow T CD4+

3. Brak lub obnizona ekspresji ligandu dla CD40 nie zwigzane z mutacjg w CD40LG opisywane sg m.in.
u czesci pacjentéw z pospolitym zmiennym niedoborem odpornosci, zaburzeniami aktywacji
Sciezki NF-kB, mutacjami w RFXAP, CD40, CD3G, ORAI, IKZF3, PIK3CD.

4. Niektore leki, np. glikokortykosteroidy i cyklosporyna blokujg prawidtowg transkrypcje CD40L
5. Ze wzgledu na ztuszczanie sie biatka CD4 z powierzchni limfocytéw T w okresie wczesnej aktywacji
ocena ekspresji CD40L przeprowadzana jest na aktywowanych limfocytach T CD8-.

6. Badanie nie jest wykonywane dniach poprzedzajgcych dzien wolny od pracy.

PTLD

Limfoproliferacjia po  przeszczepieniu narzadu jest powainym powiktaniem leczenia
immunosupresyjnego, najczesciej indukowanym zakazeniem wirusem EBV. W wiekszosci przypadkow
ma charakter poliklonalny. Zakazenie wirusowe odbija sie w rdiny sposéb na subpopulacjach
limfocytow T, przy czym reakcja moze dodatkowo zaleze¢ od rodzaju wirusa i fazy zakazenia. We
wczesnej fazie zazwyczaj wigze sie z proliferacja limfocytéw T CD8+. Zakazenie wirusem EBV powoduje
zmiany w rozktadzie subpopulacji limfocytéw B i moze by¢ przyczyng zmian w ekspresji tancuchéw
lekkich immunoglobulin.
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Zmiany w limfocytach B o charakterze rozrostu czesto wigzg sie z zaburzeniami ekspresji molekut CD10,
CD23 i/lub CD5 Niezaleznie od patomechanizmu, limfoproliferacja zazwyczaj wigze sie z aktywacjg
limfocytéw i pojawieniem sie aktywnych komdrek efektorowych przejawiajgcych ekspresje CD45RA.

Cel

Celem badania jest ocena odpowiedzi limfocytdw T i B za zakazenie wirusowe u pacjenta leczonego
immunosupresyjnie po przeszczepieniu narzadu.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 2,7 ml (EDTA)

Badane parametry
o Rozktad odsetkowy populacji leukocytdw (limfocyty/monocyty/komérki wielojgdrzaste)
o Odsetek i liczba limfocytéw w mm?3

— TCD3+

— T CD4+

— T CD8+

— T CD4+CD8+

— CDA4+:.CD8+

— BCD19+

— NK CD16.56+CD3-

— T o fenotypie NK CD16.56+CD3+
— Odsetek limfocytow T CD4+ i T CD8+ przejawiajacych ekspresje izoform CD45A i CD4RO
— Odsetek limfocytow przejawiajgcych ekspresje CD10, CD23 i CD5.
— Odsetek limfocytow B przejawiajgcych ekspresje taricucha lekkiego kappa lub lambda
— Stosunek K:A

Wartosci referencyjne

Wskazane kazdorazowo na wyniku

Ograniczenia metody
— Brak mozliwosci oceny czynnosciowej

— W wiekszosci przypadkéw limfoproliferacja ograniczona jest do wtérnych tkanek limfatycznych i
niemozliwa do wykrycia we krwi obwodowe;.

Uwagi
1. Zaburzenia ekspresji tanncuchow lekkich zalezg od rodzaju limfoproliferacji:

a. Limfoproliferacja polimorficzna
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i. brak ekspresji powierzchniowej taricuchéw lekkich
ii. ekspresja monoklonalna taricuchéw lekkich (k/A > 4:1 lub <0.5:1)
iii. ekspresja poliklonalna
b. Limfoproliferacja monomorficzna
i. brak ekspresji powierzchniowej taricuchéw lekkich
ii. ekspresja monoklonalna taricuchow lekkich (k/A > 4:1 lub <0.5:1)
2. Ekspresja CD5, CD10, CD23

a. CD5 jest przejawiany na prawidtowych limfocytach T i na niewielkiej populacji limfocytéow
B, gtéwnie populacji emigrantow ze szpiku.

i. wysoka ekspresja charakterystyczna jest dla limfocytow B przewlektej biataczki
limfocytarnej i chtoniaka z komérek ptaszcza

ii. Brak ekspresji CD5 i CD10 charakteryzuje chtoniaki B strefy brzeznej

b. Ekspresja CD10 zmienia sie w trakcie rozwoju limfocytéw B —fizjologicznie przejawiana jest
na komoérkach prekursorowych, a na obwodzie - na komérkach osrodka rozmnazania.

i. Rozrost komérek B pochodzgcych ze wczesnych stadiéw dojrzewania (biataczki i
chtoniaki limfoblastyczne), a takie pochodzacych z osrodka rozmnazania
(chtoniaki grudkowe, pochodzgce z duzych limfocytow B (DLBCL, chtoniaki
Burkitta) wigze sie z ekspresjg CD10.

c. CD23, receptor niskiego powinowactwa dla IgE, moduluje i przeciwdziata aktywacji
limfocytow B zaleznej od receptora BCR. Przejawiany jest na aktywowanych limfocytach B
i czesci komorek B strefy ptaszcza.

i. Ekspresja CD23 wykorzystywana jest do odréznienia przewlektej biataczki
limfocytowej (CLL) (CD23+) od chtoniakdow z komoérek ptaszcza (CD23-)

3. Jednym ze sposobdéw leczenia limfoproliferacji limfocytow B jest stosowanie przeciwciat
monoklonalnych skierowanych przeciwko CD20 przejawianemu na limfocytach B.

a. Skutecznos¢ leczenia przeciwciatami monoklonalnymi anty-CD20 zalezy od nasilenia
ekspresji CD20 na proliferujgcych limfocytach B.

b. Monitorowanie efektywnosci eliminacji zmienionych limfocytéw B mozna prowadzi¢ za
pomocg panelu mini (T/B/NK). Badania nalezy wykonywa¢ przed podaniem kolejnej dawki.

€. Znaczny niedobdr limfocytéw B indukowany leczeniem moze utrzymywac sie przez dtugi
okres po zakonczeniu leczenia.

Wezet chtonny — ocena rozrostu

Proces dojrzewania limfocytow B zalezny od antygenu zachodzi w obwodowych tkankach
limfatycznych. Na granicy pomiedzy strefg grudki a T-komdrkowg limfocyty B wchodzg w interakcje z
limfocytami T pomocniczymi grudek chtonnych (TFH), subpopulacjg profesjonalnych limfocytow T
pomocniczych indukowanych przez komérki dendrytyczne. Dalszy proces rdéznicowania limfocytow B
umozliwia powstawanie w mechanizmie pozagrudkowym krétkozyjgcych komédrek plazmatycznych
wydzielajgcych IgM, a w grudce chtonnej - centroblastow i centrocytdw warunkujgcych zréznicowanie
swoistosci przeciwciat i ich selekcje. Poszczegdlne etapy dojrzewania komarek biorgcych udziat w tym
procesie rdznig sie ekspresjg markeréw powierzchniowych i/lub wewnatrzkomérkowych. Proces ten
moze ulegng¢ zahamowaniu w dowolnym momencie, z dalszym rozrostem pojedynczego stadium
rozwojowego.
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Cel

Celem procedury jest ocena rozktadu stadiéw rozwojowych limfocytéw w wezle chtonnym na
podstawie oceny ich immunofenotypu.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Zawiesina komoérek wyptukanych z wezta chtonnego

Badane parametry

o Rozktad odsetkowy:
— Limfocytédw T o fenotypie:

o CD3+, sCD3+ CD3+TdT+, CD3+CDla+, CD3+CD34+, CD2+CD7+, CD3+CD10+,
CD3+CD3+, CD3+CD5+, CD3+CD7+, CD3+CD11b+, CD3+CD15+, CD3+CD43+,
CD3+CD56+, CD3+CD57+, CD3+DR+, CD3+CD25+, TCRaPB/CD3+, TCRy&6/CD3+,
CD3+CD4+, CD3+CD8+,

o Komorek NK: CD16.56+CD3-, CD56+, CD57+,

— Limfocytéw B przejawiajgcych ekspresje:

o PanB: CD22+, CD79a+, CD19+, CD20+

o markeréw charakterystycznych dla limfocytow B w stadium rozwoju pro-B:
CD34+/CD22+, TdT+/CD22+ oraz TdT+/CD79a+

o markery charakterystycznych dla pre-B: TdT+/CD19+, CD34+/CD19+, CD10++/CD19+,
clgM+/CD19+,

o markerdow dojrzatych limfocytow B: sigM+/CD19+, CD10-CD20+/CD19+

o tahAcuchoéw ciezkich immunoglobulin: IgD, I1gM, IgA, 18G w populacji komoérek CD27+ i
CD27-

o CD5,CD23iCD30.

Wartosci referencyjne

Wskazane kazdorazowo na wyniku

Ograniczenia metody

1. Brak mozliwosci oceny dystrybucji badanych populacji w strefach anatomicznych wezta chtonnego.
Wynik powinien by¢ interpretowany w kontekscie oceny histopatologicznej.

Uwagi

1. W warunkach prawidtowych w wezle chtonnym rezydujg limfocyty T i B na réznych stadiach
rozwoju komdrek niedojrzatych i dojrzatych, z zachowaniem proporcji miedzy komérkami Ti B w
przyblizeniu 1:1. W badaniu mozna spodziewaé sie komodrek odpowiadajgcych fenotypowo
niedojrzatym limfocytom B oraz aktywowanym postaciom limfocytow. W wezle chtonnym nie
powinny znajdowaé sie komorki prekursorowe (tj. przejawiajgce ekspresje CD34 i/lub TdT).
Nadreprezentacja komaérek jednej linii lub obecnos¢ komérek prekursorowych swiadczy o réznego
rodzaju patologiach.

Mieloperoksydaza (MPO)

Mieloperoksydaza jest biatkiem o silnych wtasciwosciach bakteriobdjczych, uwalnianym w przebiegu
reakcji zapalnych magazynowanym w ziarnistosciach azurofilnych neutrofili i lizosomach monocytow.
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Cel

Celem procedury jest ocena obecnosci mieloperoksydazy zawartej w neutrofilach i monocytach krwi
obwodowej.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA).

Badane parametry

Ekspresja mieloperoksydazy w neutrofilach i monocytach

Wartosci referencyjne

Powyzej 75% wartosci w prébce kontrolnej

Ograniczenia metody
1. Brak mozliwosci oceny czynnosciowej

2. Zawarto$¢ MPO w neutrofilach noworodkdw jest znacznie nizsza niz u dzieci powyzej 1 mz
i u chtopcéw, niezaleznie od wieku, dlatego w miare mozliwosci nalezy odpowiednio dobierac
probki kontrolne.

Uwagi

1. Wiekszos¢ pacjentéw z cMPO nie wykazuje objawéw niedoboru. Niewielki odsetek pacjentow (ok.
5%) moze cierpie¢ z powodu powaznych powiktan spowodowanych zakazeniami Candida.

2. Kompletny niedobér MPO moze wigzad sie z podobng reakcjg w badaniu wybuchu tlenowego jak
choroba ziarniniakowa (reakcja fatszywie dodatnia)

Wybuch tlenowy

Termin ,,wybuch tlenowy” (z ang. respiratory burst) oznacza nagte uwolnienie reaktywnych form tlenu
(anionéw ponadtlenkowych i nadtlenku wodoru) przez komdrke, np. neutrofile i monocyty po
kontakcie z réznego rodzaju patogenami. Pierwszym etapem procesu jest utworzenie aktywnego
kompleksu oksydazy NADPH, ktérego sktadowe w stanie niepobudzonym komérki pozostajg
rozdzielone w rdézinych czesciach komorki: w cytozolu, w btonach komérkowych oraz btonach
ziarnistosci wydzielniczych i specyficznych. W nastepstwie aktywacji oksydazy NADPH generowane s3
rodniki tlenowe, ktdre utleniajg dihydrorodamine 123 (DHR 123) do rodaminy 123. Barwniki te emitujg
Swiatto o rdoznej dtugosci fali.

Cel

Celem procedury jest ocena aktywnosci oksydazy NADPH.

Metoda

Cytometria przeptywowa. Badanie polega na ocenie rdznicy fluorescencji pomiedzy komadrkami
niestymulowanymi a stymulowanymi i poréwnaniu wyniku uzyskanego dla badanego pacjenta do
wyniku osoby zdrowe;j.
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Materiat do badania
Krew obwodowa pobrana na heparyne 1,2 ml.

Wymagane jest rdwnoczasowe pobranie prébki kontrolnej od osoby zdrowej. Nie powinna to by¢
mama dziecka, ktéra moze by¢ nosicielkg mutacji. zaleca sie pobranie prébki kontrolnej od mezczyzny,
w miare mozliwosci niespokrewnionego z pacjentem.

Badane parametry

o Ocena odsetka i aktywnosci komorek pacjenta i komérek kontrolnych ulegajgcych aktywacji pod
wptywem aktywatora (myrystynian forbolu z jonomycyng)

o Poréwnanie wynikéw dla komérek badanych z wynikami dla komdrek kontrolnych, tzw. Indeks.

Wartosci referencyjne

Indeks komodrek i fluorescencji powyzej 0,8

Ograniczenia metody

1. Aktywnos¢ oksydazy NADPH wymaga stymulacji komérki i zalezy od zdolnosci utworzenia
kompleksu, w sktad ktérego wchodzg wszystkie sktadowe. Komarki niestymulowane nie generujg
rodnikow tlenowych.

2. Utlenianie dihydrorodaminy zalezy od wzglednej i bezwzglednej liczby neutrofili w prébce badane;j,
stezenia DHR i dostepnosci mieloperoksydazy.

3. Stosowany rutynowo do stymulacji aktywator — myrystynian forbolu z jonomycyng (PMA+l) nie
pozwala na wykrycie defektu zaleznego od wadliwego dziatania biatka Rac2. Do badania
nieprawidtowosci w zakresie Rac2 wymagane jest badanie zdolnosci generowania rodnikéw
tlenowych pod wptywem aktywacji formylo-metionylo-leucylo-fenyloalaning (fMLP).

Uwagi

1. Badanie powinno by¢ wykonane w ciggu 24, nie pdzniej jednak niz w ciggu 48 godzin od pobrania
probki. Wydtuzenie czasu od pobrania do badania moze skutkowaé powstaniem dwéch pikéw
fluorescencji spowodowanych pojawieniem sie populacji martwych neutrofili o odmiennym profilu
Swiecenia.

2. Dla prawidtowej interpretacji wyniku badania niezbedne jest rownoczesne wykonanie badania w
probce pobranej w tym samym czasie od niespokrewnionej osoby zdrowej, transportowanej do
laboratorium w tych samych warunkach co prébka badana.

3. Na zdolnos¢ generowania rodnikéw tlenowych ma wptyw wiele czynnikéw, zaréwno
uwarunkowanych genetycznie, jak rowniez leki, niektére sktadniki diety, niektdre zakazenia
bakteryjne itd.

Perforyna

Perforyna, biatko przejawiane w ziarnistosSciach cytotoksycznych limfocytéw T CD8 (CTL) oraz w
komérkach NK, odgrywa role w cytotoksycznosci komérkowej. CTL biorg udziat w eliminacji komérek
zakazonych wirusami, odpowiedzi przeciwnowotworowej, odrzucaniu alloprzeszczepu oraz w
chorobach autoimmunizacyjnych. Po rozpoznaniu komérki docelowej CTL uwalniajg zawartosc
ziarnistosci cytotoksycznych, w tym perforyne. W obecnosci wapnia perforyna tworzy
wewnatrzbtonowe kanaty (pory) w btonie komorki docelowej, co prowadzi do Smierci komorki.
Niedobdr perforyny spowodowany mutacjami w genie PRF1 lub jednym z gendw odpowiedzialnych za
dostarczenie perforyny z ziarnistosci cytotoksycznych do synapsy immunologicznej (UNC13D, STX11,
STXBP2) moze by¢ jedng z przyczyn rodzinnego zespotu hemofagocytarnego.
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Cel

Celem procedury jest ocena obecnosci perforyny zawartej w limfocytach krwi obwodowe] za pomoca
cytometrii przeptywowe;j.

Metoda

Cytometria przeptywowa

Materiat do badania

Krew obwodowa - 1,2 ml (EDTA)

Wymagane jest rownoczasowe badanie prébki kontrolnej od osoby zdrowej.

Badane parametry

@)

Ekspresja perforyny w komérkach NK oraz limfocytach T CD8+ i T CD4+

Wartosci referencyjne

Powyzej 80% w komdrkach NK

Ograniczenia metody

1. Brak mozliwosci oceny czynnosciowej
2. Wykorzystywane diagnostycznie przeciwciato nie wykrywa syntezy perforyny de novo

3. Brak zaburzen ekspresji nie wyklucza defektdw czynnosciowych biatka.

Uwagi

1.

Do wykrywania ekspresji perforyny rutynowo wykorzystuje sie przeciwciato monoklonalne 6G9
wykrywajgce perforyne obecng w Srodowisku kwasnym ziarnistosci cytotoksycznych. Klon B-D48
rozpoznaje zaréwno perforyne obecng w ziarnistosciach jak i syntetyzowang de novo. W badaniach
diagnostycznych powszechnie wykorzystywany jest klon 6G9, natomiast klon B-D48
wykorzystywany jest tylko w testach stymulacji in vitro.

Zawarto$¢ perforyny w komoédrkach NK zalezy od ich stopnia dojrzatosci — najmniej jest w
komdrkach dojrzewajacych CD56°€", najwiecej w komérkach w CD569™ uwazanych za ostatecznie
zréznicowane. Wg danych literaturowych do wykrycia defektu niezbedny jest catkowity brak
ekspresji biatka.

W aktywnych zakazeniach wirusowych rosnie ekspresja perforyny w komaérkach NK i limfocytach
T CD8+. Jej poziom stabilizuje sie lub maleje w komadrkach zakazonych przewlekle.

Catkowity  niedobdér perforyny jest przyczyng rodzinnie  wystepujacego  zespotu
hemofagocytarnego typu 2 (FHL-2). Mutacje hipomorficzne w genie PRF1 majg zwigzek z
atypowymi/pdznymi postaciami rodzinnych zespotéw hemofagocytarnych, chtoniakami i innymi
postaciami nowotwordw.
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