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Badanie retykuloptytek — normy hematologiczne
oraz wahania liczby retykuloptytek w czasie

Reticulated platelets — hematological norm and fluctuation
in the number of reticulated platelets with time
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Streszczenie

Wstep: Retykuloplytki (RP) sq najwczesniejszq postaciq plytek krwi obecng we krwi obwodo-
wej. W zwiqzku z coraz szerszym zastosowaniem diagnostycznym badan dotyczqcych RP obec-
na praca ma na celu: ustalenie norm hematologicznych dla RP u zdrowych 0sob i sprawdzenie,
czy ich liczba ulega wahaniom w odstepie czasu. Jednoczesnie sprawdzono, czy liczba RP moze
byc oznaczana nie tylko w dniu pobrania probki krwi, ale takze z materialu przechowywanego
na nastepny dzien.

Material i metody: Do badarn uzyto probki krwi pobrane na EDTA od 148 0sob. Odsetek/

/wartosc bezwzgledng RP oznaczano technikq immunofluorescencyjng z zastosowaniem po-

dwojnego znakowania: przeciwciatem monoklonalnym anty-CD41 sprzezonym z fikoerytryng

oraz ovanzem tiazolu. Poziom RP oceniano w cytometrze przeplywowym.

Wyniki: Norma hematologiczna dla retykuloplytek wynosi: w procentach 1,3 + 0,8%, w war-

tosciach bezwzglednych 3,29 + 2,02 X 10°/ul; zakres wartosci prawidlowych wyrazony w pro-

centach waha sie od 0,5% do 6%, a w wartosciach bezwzglednych od 1,26 do 15,2 X 10°/ul.

Oznaczanie RP powinno si¢ wykonywac z probki krwi pobranej w dniu badania. Liczba RP

u zdrowych 0sob nie ulega istotnym wahaniom w czasie.

Whioski: Normy hematologiczne liczby RP ustalone w wyniku przeprowadzonych przez au-

torki doswiadczen sq zblizone do wartosci prawidlowych podawanych w literaturze.

Stowa kluczowe: retykuloptytki, normy hematologiczne RP, metoda badania retykuloptytek
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Summary

Background: Reticulated platelets (RP) are the youngest platelet forms in peripheral blood.
With their diagnostic utility gradually increasing the aim of our study was to establish normal
haematological values for RP in healthy individuals and to check their stability over time.
Additionaly, the aim was to verify, if the RP number had to be determined from fresh blood or
the evaluation could be performed on stored blood samples.
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Material and methods: Blood samples were freshly collected on EDTA anticoagulant from
148 healthy individuals. To determine the percentage/absolute RP values we used immunoflu-
orescent double labelling with monoclonal antibody anti-CD41-phycoerythrin and thiazole
orange. The RP level were analysed using flow cytometry.

Results: The haematological normal value is — 1.3 + 0.8%, 3.29 + 2.02 X 10°/ul (absolute
value); range — 0.5-6%, 1.26-15.2 x 10°/ud (absolute number). For RP labelling it is recom-
mended to use freshly collected blood samples. Reticulated platelets level in healthy individuals
was stable and did not change significantly with time.

Conclusions: The hematological norms of RP established during our study are similar to the
norms reported in literature.

Key words: reticulated platelets, RP hematological normal level, method for reticulated

platelet evaluation

Wstep

Wiadomo, ze plytki krwi, ktore biora udziat
w zachowaniu homeostazy naczyniowej, powstaja
poprzez odszczepienie fragmentow cytoplazmy
z megakariocytow [1]. Pierwszym obecnym we krwi
obwodowej stadium rozwojowym plytek krwi sg ich
mlode postaci okreSlane jako retykuloptytki (RP,
reticulated platelets) [2]. Sa one wieksze niz dojrza-
te plytki krwi i zawieraja szczatkowe ilo§ci mRNA.
Tworzenie sie retykuloplytek z megakariocytow
moze zachodzi¢: w szpiku kostnym, we krwi lub
w plucach. Fragmenty cytoplazmy powstate w wy-
niku odszczepienia od megakariocytow podlegaja
wydluzaniu 1 zaginaniu, a ostatecznie przyjmuja
ksztalt dysku [1, 2].

Retykuloptytki po raz pierwszy opisano w 1969
roku po zastosowaniu techniki bezpoSredniej wizu-
alizacji z uzyciem biekitu metylenowego, a dopiero
w 1990 roku opublikowano pierwsza prace prezen-
tujaca diagnostyczng uzyteczno$¢ cytometrycznej
analizy poziomu RP z wykorzystaniem oranzu tia-
zolu (TO, thiazole orange) [w 3]. Metoda okre§lania
poziomu RP nie jest technika standaryzowang —
opisano jej kilka roznych procedur ro6zniacych sie
miedzy sobg sposobem izolacji, barwienia mRNA
czy odczynnikami do oznaczania RP [4-7].

Oznaczanie liczby retykuloptytek znalazto
zastosowanie w ocenie procesu odnowy tromhopo-
ezy po przeszczepieniach komorek krwiotworczych
lub u pacjenté6w z chorobami nowotworowymi po
chemoterapii [4-6]. Ocena poziomu RP pozwala
takze wnioskowaé, czy matoplytkowos¢ rozwineta
sie w wyniku zaburzonego wytwarzania megakario-
cytow w szpiku kostnym czy zwiekszonego niszcze-
nia ptytek krwi we krwi obwodowej [6-8]. Badanie RP
pomaga w diagnostyce maloplytkowoSci samoistnej
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(ITP, idiopathic thrombocytopenic purpura), malo-
plytkowosci wtornej (ATP, autoimmune thrombo-
cytopenic purpura) czy zakrzepowej plamicy malo-
plytkowej (TTP, thrombotic thrombocytopenic pur-
pura) [5-7].

W zwiazku z coraz szerszym zastosowaniem
diagnostycznym badan liczby RP obecna praca ma
na celu:

— ustalenie norm hematologicznych dla RP

u zdrowych osob;

— okreS$lenie, czy liczba retykulopliytek u zdro-
wych os6b ulega wahaniom w odstepie czasu;

— sprawdzenie, czy liczba RP moze by¢ oznacza-
na nie tylko w dniu pobrania probki krwi, ale
takze z materialu przechowywanego na nastep-
ny dzien.

Material i metody

Do badan postuzyta krew pobrana do jalowych
probowek (Sarstedt S-Monovettes; Greiner,
VACUETTE® EDTA), na antykoagulant EDTA.
WyjsSciowa objetos¢ krwi do kazdego badania wyno-
sifa 2,7 ml.

Probki krwi pochodzity od:

— 123 pierwszorazowych dawcow krwi z Regio-
nalnego Centrum Krwiodawstwa 1 Krwiolecz-
nictwa w Warszawie;

— 25 0s6b wielokrotnie oddajacych mate probki
krwi do celow diagnostycznych w Instytucie
Hematologii 1 Transfuzjologii w Warszawie.

Izolacja i oznaczanie retykuloplytek
Retykuloptytki izolowano zgodnie ze standar-
dowa procedura operacyjna (SOP, Standard Operating
Procedures) Pracownii Immunologii Leukocytow 1 Ply-
tek Krwi Zakladu Immunologii Hematologicznej
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1 Transfuzjologicznej Instytutu Hematologii i Trans-
fuzjologii w Warszawie (SOP PILIPK T-III-A-9),
opracowang na podstawie prac: Kienast i Schmitz [7]
oraz Michur i wsp. [4].

Krew pelng wirowano przez 10 minut przy
300 X g, nastepnie zbierano bogatoplytkowe oso-
cze, ktore wirowano przy 1400 X g przez 10 minut.
Otrzymany osad plytkowy utrwalano poprzez doda-
nie 1 ml 1-procentowego paraformaldehydu (Sigma)
1 inkubacje w temperaturze pokojowej (ok. 22°C)
przez 60 minut. Retykuloptytki réznicowano w pro-
cedurze podwojnego znakowania przeciwcialem
monoklonalnym anty-CD41 sprzezonym z fikoery-
tryng (Dako), ktore swoiScie wiaze sie z glikopro-
teinami IIb/I1Ia ptytek krwi oraz z oranzem tiazolu
(RetiCount, BD Biosciences) laczacym sie z mRNA.

Liczbe retykuloplytek oceniano w cytometrze
przeptywowym FACS Canto II w przeciggu 30 mi-
nut od zakonczonej inkubacji. Analize wynikOw po-
dwodjnego barwienia retykuloptytek przeprowadza-
no z wykorzystaniem programu FACS Diva (ryc. 1).

Okreslenie powtarzalno§ci metody
oznaczania liczby retykuloplytek

Oznaczenia powtarzalno$ci badania liczby RP
przeprowadzono na probkach krwi pobranych od
3 zdrowych oso6b. Od kazdego z dawcow pobrano
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Rycina 1. Przykfad analizy cytometrycznej RP u zdrowe-
go dawcy krwi (6% RP — gdérne, prawe pole); podwaj-
ne znakowanie: FL1 — oranz tiazolu, FL2 — anty-CD41
sprzezone z fikoerytryng

Figure 1. Example of flow cytometric analysis in heal-
thy blood donor (6% RP — upper, right field); double
staining: FL1 — thiazole orange, FL2- anti-CD41 conju-
gated with phycoerythrin

Justyna Karandys i wsp., Badanie retykuloplytek

jednorazowo 10 probek krwi 1 wykonano rownocze-
sne oznaczenie liczby RP ze wszystkich pobranych
probek. Powtarzalno$¢ metody na podstawie ozna-
czania odsetka RP zostala wyrazona jako wspolczyn-
nik zmiennoSci (CV, coefficient of variation).

Okreslenie norm hematologicznych
odsetka/wartoSci bezwzglednej
retykuloptytek u zdrowych osob

Normy hematologiczne wyrazone w procentach
oraz w warto$ciach bezwzglednych opracowano na
podstawie analizy liczby RP u 123 losowo wybra-
nych zdrowych os6b (91 mezczyzn, 32 kobiet).
WartoSci bezwzgledne wyliczono na podstawie wzo-
ru: (liczba plytek krwi [10%/ul] x warto§¢é RP [%])/100.

Ocena liczby retykuloplytek
w odstepie Srednio 3 miesiecy

Oznaczenie liczby RP wykonano u 34 zdrowych
0s0b (25 mezczyzn, 9 kobiet).

Porownanie wynikow badania liczby

retykuloptytek przechowywanych

w roznych warunkach
Odsetek retykuloplytek oceniono z probek

krwi izolowanych i1 utrwalonych:

*  wdniu pobrania krwi (41 mezczyzn, 14 kobiet);
te grupe nazwano w pracy ,,grupa kontrolna”,
poniewaz odpowiadala ona standardowemu
oznaczaniu RP przyjetym w IHiT;

*  w dniu pobrania krwi, a nastepnie przechowy-
wanych przez 24 godziny w temperaturze 4°C
(24 mezczyzn, 6 kobiet); retykuloplytki przecho-
wywano w plynie o sktadzie: 3% BSA, PBS bez
jonow Mg Ca, 0,1M Na,EDTA bufor o pH 7,2;

*  po 24 godzinach przechowywania pelnej krwi
w temperaturze 4°C od chwili pobrania (17 mez-
czyzn, 8 kobiet).

Opracowanie wynikow i analiza statystyczna

Wyniki opracowano i poddano analizie staty-
stycznej z wykorzystaniem programu Microsoft
Excel.

Wyniki

Okreslenie powtarzalnoSci metody
oznaczania liczby retykuloptytek

Ocena powtarzalno$ci metody zostala wykona-
na zgodnie ze schematem podanym przez Chaoui
1 wsp. [9]. Otrzymany przez autorki niniejszego ar-
tykulu wspolczynnik zmiennosci (Srednio 24,67%)
pokazuje, ze zastosowana metoda wykonywania ba-
dan charakteryzuje sie do$¢ dobrg powtarzalnoScia,
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Tabela 1. Powtarzalnos¢ metody oznaczania odsetka
retykuloptytek

Table 1. Reproducibility of the reticulated platelets
percentage determination method

Tabela 2. Odsetek retykuloptytek u zdrowych oséb
na podstawie danych z literatury

Table 2. Reticulated platelets percentage in healthy
persons, literature data

Probka Liczba ptytek RP (%) CV (%) Autorzy publikacji Zakres wartosci RP (%)
krwi srednia = SD (srednia + SD)
Dawca | 256 1,65 +0,4 24,05 Consolini i wsp. [13] 0,2-1,0
Dawca Il 204 2,26 04 20,37 Peck-Radosavljevic i wsp. [14] 0,2-3,2
Dawca lll 397 3,87 = 1,14 29,59 Gyongyossy-Issa i wsp. [8] 0,38-3,24 (1,8 £ 0,9)
RP (reticulated platelets) — retykuloptytki; CV (coefficient of variation) Catani i wsp. [1 0] 0,6-1,8
— wspoétczynnik zmiennosci Yamaoka i wsp. [11] 0,7-7,3
Briggs i wsp. [12] 1,1-6,1
. . . . Himmelfarb i wsp. [15] (2,77 £ 0,17)
co .]edI'mk_ nie Wyklucz,a yvystepowama prz_ypadkow Wang i wsp. [16] 3,4-17.0 (10.2 + 3,4)
pojawiania si¢ Wartosgl skrajnych. Wyniki oceny Chaoui i wsp. [9] 7 = 2.5)
przedstawiono w tabeli 1. Diquattro i wsp. [17] 5.0-12.8
Kurata i wsp. [18] (7,7 £ 2,7)

Okres$lenie norm hematologicznych liczby
retykuloplytek u osob zdrowych

Norma hematologiczna dla retykuloptytek
oznaczanych z probek peinej krwi, w dniu jej pobra-
nia wyniosta w procentach: 1,3 = 0,8%, w warto-
Sciach bezwzglednych: 3,29 + 2,02 X 10°/ul. Ze
wzgledu na wlasciwosci osobnicze, zakres wartoSci
prawidlowych jest szerszy niz norma hematologicz-
na i mieSci sie w nastepujacym przedziale, w pro-
centach: 0,5-6%, w wartoSciach bezwzglednych:
1,26-15,2 x 10%/ul.

Do chwili obecnej nie zostata ustalona miedzy-
narodowa procedura badania RP, czego konse-
kwencja jest brak ujednoliconych norm hematolo-
gicznych. W tabeli 2 przedstawiono zamieszczone
w literaturze wartoSci RP odnotowywane u zdro-
wych osob (0,2-12%).

Po poréwnaniu otrzymanej przez autorki pra-
cy normy hematologicznej z warto$ciami RP poda-
wanymi w literaturze (tab. 2) okazuje sie, ze sa one
bardzo zblizone do tych podanych przez Catani
1wsp. [10] oraz Gyongyossy 1 wsp. [8], mimo ze pro-
cedury znakowania RP podawane przez tych auto-
row nieco sie roznig. Autorzy pierwszej z przyto-
czonych prac stosowali izolowane RP, natomiast au-
torzy drugiej pracy stosowali procedure oznaczania
RP z peinej krwi. W obu pracach stosowano poje-
dyncze znakowanie oranzem tiazolu, a badania od-
czytywano w cytometrze przeptywowym. Warto
zwroci¢ uwage na fakt, ze rowniez Yamaoka 1 wsp.
[11] oraz Briggs 1 wsp. [12], ktorzy do badania od-
setka RP uzywali specjalistycznych analizatorow
hematologicznych, przedstawili warto$ci prawidlo-
we RP zblizone do opracowanych przez autorki ni-
niejszej pracy norm hematologicznych.

RP (reticulated platelets) — retykuloptytki; SD (standard deviation)
— odchylenie standardowe

l
l

Pierwsze badanie RP

Retykuloptytki (%)
O = N W Dh Ul o)y 0 O O

Drugie badanie RP
po ~3 miesigcach

Rycina 2. Odsetek retykuloptytek (RP) w préobkach krwi
pobranych od poszczegdlnych oséb w odstepie czasu
$rednio 3 miesiecy (n = 34)

Figure 2. Reticulated platelets (RP) percentage in blood
samples collected from individual persons after 3 months
(n = 34)

Ocena liczby retykuloplytek
w odstepie czasu Srednio 3 miesiecy

Na rycinie 2 przedstawiono wyniki badania od-
setka RP u 34 zdrowych os6b badanych w odstepie
3 miesiecy czasu. Srednia warto$¢ RP w pierwszym
badaniu wynosita 2,52 + 1,58%, a po uplywie Srednio
3 miesiecy 1,98 + 1,43%. Roznica pomiedzy obydwie-
ma warto$ciami uzyskanymi w odstepie czasu nie byla
istotna statystycznie. Oznacza to, ze u przebadanych
0soOb odsetek retykuloplytek utrzymuje sie w ciaggu
tego okresu na statym fizjologicznym poziomie.
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Rycina 3. Odsetek retykuloptytek (RP) w préobkach krwi:
A/RP izolowane w dniu pobrania krwi (grupa kontrolna)
(n = 55), B/RP izolowane w dniu pobrania krwi i prze-
chowywane przez 24 h w temperaturze 4°C (n = 30),
C/RP izolowane z prébek krwi po 24 h ich przechowy-
wania w temperaturze 4°C (n = 25)

Figure 3. Reticulated platelets (RP) percentage in blood
samples: A/RP isolated on sample collection day (con-
trol group) (n = 55), B/RP isolated on sample collection
day and stored for 24 h at 4°C (n = 30), C/RP isolated
from blood samples after 24 h storage at 4°C (n = 25)

Zaobhserwowano, ze u niektorych osob wie-
lokrotnie oddajacych krew zdarza sie odnotowywac
wartoSci odsetka RP znacznie wykraczajace poza
zakres warto$ci prawidiowych, co mogto by¢ zwia-
zane z harmonogramem oddawania przez te osoby
krwi w punktach krwiodawstwa (dane niezamiesz-
czone w pracy). U tych osob obserwowano podwyz-
szony poziom fizjologiczny retykuloplytek, czego
przyczyna jest fakt adaptacji organizmu do wielo-
krotnego ubytku krwi podczas jej cyklicznego od-
dawania w centrach krwiodawstwa [8].

Ocena przydatnoS$ci badania retykuloplytek
przechowywanych w r6znych warunkach

Odsetek RP badanych w dniu pobrania probek
krwi, w porownaniu z liczbg RP po 24 h réznie prze-
chowywanych probek krwi przedstawiono na ryci-
nie 3. Srednia wartoéé RP wynosita w grupie kon-
trolnej A — 3,03 = 1,57%, natomiast w grupach
probek krwi przechowywanych: w grupie B—1,29
+ 1,01%, a w grupie C — 5,38 = 3,3%. W porow-
naniu z poziomem RP w grupie kontrolnej zaobser-
wowano istotny spadek odsetka RP w probkach
krwi izolowanych w dniu badania 1 przechowywa-
nych przez 24 godziny (p < 0,01), natomiast istot-
ny wzrost odsetka retykuloptytek w probkach RP
1zolowanych z peinej krwi, ktorg uprzednio przecho-
wywano przez 24 godziny (p < 0,05).

Justyna Karandys i wsp., Badanie retykuloplytek

Przeprowadzone przez autorki pracy do-
Swiadczenia wykazaly, ze przechowywanie probek
pelnej krwi czy wyizolowanych i utrwalonych RP
wplywa na zafalszowanie wyniku badania liczby RP.
Spadek odsetka RP w grupie B moze by¢ ttumaczo-
ny niestabilno$cia mRNA, ktore w trakcie izolacji
podlega szybkiemu trawieniu przez obecne w Sro-
dowisku badania RNAzy. Natomiast wzrost odset-
ka RP w przechowywanych probkach peinej krwi
(grupa C) moze by¢ zwigzany z rozpadem komorek
w wyniku starzenia sie probek krwi. Podobne ob-
serwacje przedstawiono w pracy Osei-Bimpong [5],
ktorego wyniki badan takze pokazuja wzrost war-
toSci RP oznaczanych w probkach pelnej krwi prze-
chowywanych w 4°C przez 24 h. W cytowanej wy-
zej pracy autor podaje, ze wzrost warto$ci RP jest
najprawdopodobniej zwigzany z dezintegracja struk-
tury leukocytow, ktorej nastepstwem jest uwalnia-
nie RNA przez pory w blonie jadrowej, co wplywa
na falszywie zawyzone wartosci RP.

Uzyskane przez autorki niniejszego artykultu
wyniki badan oraz obserwacje Osei-Bimpong [5] po-
twierdzaja konieczno$¢ wykonywania oznaczenia
liczby RP ze Swiezo pobranych probek krwi, zgod-
nie z procedura dotychczas stosowana. Wobec tego
oznaczanie odsetka RP z przechowywanych przez
24 godziny probek pelnej krwi lub z izolowanych
1 utrwalonych RP daja na tyle falszywe wyniki, ze
nie mogg by¢ brane pod uwage w formulowaniu dia-
gnozy lekarskiej 1 planowaniu leczenia.

Whnioski

Norma hematologiczna oraz zakres wartoSci
prawidiowych RP u zdrowych os6b ustalone w toku
przeprowadzonych badan wynosza odpowiednio,
w procentach: 1,3 + 0,8%, 0,5-6%, w wartoSciach
bezwzglednych: 3,29 + 2,02 X 10%/ul, 1,26-15,2 X
X 10%/ul.

Stosowana przez autorki niniejszej pracy me-
toda do rutynowego oznaczania liczby RP odznacza
sie dobra powtarzalnoScia.

Odsetek RP, badany $rednio w odstepie 3 mie-
siecy, nie podlega istotnym wahaniom.

Liczbe RP powinno sie oznaczac z probki krwi
pobranej w dniu badania.
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