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Znaczenie kliniczne NRBC

Termin ,NRBC” (ang. nucleated red blood cells -
czyli jadrzaste krwinki czerwone) opisuje komorki
prekursorowe linii krwinek czerwonych; znane
réwniez jako erytroblasty lub dawniej nhormoblasty.
U zdrowych, dorostych osé6b lub u starszych dzieci,
NRBC podczas dojrzewania znajdujg sie
w krwiotwérczym szpiku kostnym. Ich obecnos¢ we
krwi  obwodowej wskazuje na erytropoeze
pozaszpikowg lub uszkodzenie bariery krew -
szpik. Obie te przyczyny sg mozliwe jedynie
w czasie powaznych schorzeh. Fizjologicznie
NRBC mogg pojawia¢ sie we krwi wczesniakow lub
noworodkow.

Jakie znaczenie ma liczba NRBC
u noworodkow?

Koniecznos¢ okreslenia liczby NRBC w prébkach
noworodkow jest oczywista, poniewaz pozwala na
otrzymanie wiasciwej liczby krwinek biatych (WBC).
Poza tym, zliczenie NRBC we krwi obwodowej
noworodkow moze da¢ dodatkowe, wazne
informacje. W roku 1924 zostaly opublikowane
zakresy referencyjne  liczby NRBC
u jednodniowych noworodkéw'. W tym badaniu 41
z42 noworodkéw posiadalto NRBC we krwi
obwodowej; $rednio 500 NRBC/pl lub 0,1%
krazacych  krwinek czerwonych. W kolejnych
dekadach rézni autorzy wykazywali podobne wyniki
dla noworodkéw w czasie ich pierwszych dni zycia.
Niektére ztych zrédet sg wymienione w tabeli 1,
ktora zawiera réwniez zakresy referencyjne.
U zdrowych noworodkéw erytroblasty znikajg z krwi
obwodowej w ciggu pierwszego tygodnia zycia.

Nawet uwczesniakbw i noworodkéw, znajgc
doktadng liczbe NRBC mozna wysnu¢ wnioski na
temat stanu ich zdrowia. Liczba NRBC powyzej
wskazanych zakresow referencyjnych moze
wskazywa¢ na przewlekltg lub pourodzeniowg
hipoksje, anemie, cukrzyce u matki lub ostry stres.
Wartosci NRBC zwiekszone do 500 NRBC/100
WBC mogag takze wskazywac¢ na choroby zakazne,
takie jak wrodzony syfilis". Chociaz w1 - 2 %
przypadkow duze zwiekszenie stezenia NRBC

Zrodio Liczba NRBC/pL
(pierwszy autor) prébek [@ + 1 SD]
Naeye" 84 919 + 1425
560 + 771
Green" 102 400 + 1300
Green" 26 2900 + 3600
37 1200 + 1800
86 1000 + 900
Buonocore "’ 47 8521 + 1620
185 4548 + 473
105 1689 + 290
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moze byc¢ idiopatyczne"“, wymaga to szybkiego
sprawdzenia  przyczyny wcelu rozpoczecia
mozliwie najszybszego i koniecznego leczenia.

Jakie znaczenie ma liczba NRBC u starszych
dzieci i dorostych?

U dorostych i starszych dzieci obecnos¢ NRBC we
krwi krgzgcej zawsze wskazuje na powazng
chorobe. NRBC moze praktycznie towarzyszyé
prawie wszystkim ciezkim anemiom. Dodatkowo sg
one czesto obecne wanemii hemolitycznej,
talasemiach, hematologicznych chorobach
uktadowych, takich jak zespoty mielodysplastyczne
lub biataczkach oraz ciezkich krwawieniach, ale
moga réwniez pojawiac¢ sie w stanach krytycznych
dla zdrowia np. upacjentbw po urazach na
oddziatach intensywnej terapii. W punkcie Badania
dotyczgce znaczenia Kklinicznego liczhy NRBC
pokazano, ze obecno$¢ NRBC we krwi obwodowej
osob dorostych koreluje takze ze $miertelnoscia.
Poniewaz zwieksza sie on — poza innymi
czynnikami - wraz zliczbg NRBC, pomocna jest
znajomosé¢ ich dokiadnej liczby w celu lepszego
oszacowania ryzyka. Ponadto stezenie NRBC
moze wskazywac¢ w jakim stopniu uszkodzony jest
szpik kostny.

Metody zliczania NRBC

Zliczanie manualne

W manualnym zliczaniu krwinek, kazdy obecny
erytroblast moze by¢ znaleziony przypadkowo.
Powszechne w metodzie mikroskopowej jest
podanie liczby NRBC na 100 obejrzanych WBC.
Zazwyczaj 100 — 200 WBC (rzadko do 400 WBC)
sg oceniane pod mikroskopem. Problem
w zliczaniu manualnym, polega jednak na tym, ze
NRBC bardzo przypominajg mate limfocyty; nawet
doswiadczony personel moze biednie
zaklasyfikowaé je jako limfocyty. To skutkuje
falszywie wysokg liczbg WBC, ktéra moze byé
szczegblnie wazna u pacjentdow leukopenicznych,
np. wczasie chemioterapii. Ztego powodu
i duzego naktadu pracy, zliczanie manualne nie jest
dla NRBC odpowiednig metodg przesiewowa. Jesli

Czas po urodzeniu Wiek ci gzowy
1h terminowy
6h terminowy
12-24h 37-41 tydzien
23-26 tydzien
<24h 27-29 tydzien

30-32 tydzien
24-27 tydzien
28-36 tydzien
37-41 tydzien

narodzenie (krew
pepowinowa)

Tabela 1. Zakresy referencyjne u zdrowych noworodkéw w odniesieniu do czasu po urodzeniu i wieku cigzowego
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laboratorium korzysta z analizatora
hematologicznego, ktory jest w stanie przynajmniej
generowa¢ flage dla NRBC, zliczanie manualne
moze by¢ bardziej ukierunkowane. Niemnigj
jednak, zliczanie manualne nalezy traktowac¢ jako
wazne wujeciu statystycznym ze Srednim
wspotczynnikiem zmienno$ci 40% (20 — 110%)™".

Zliczanie w cytometrii przeptywowe;j

Istnieje wiele réznych mozliwosci okreslenia liczby
NRBC za pomocg cytometrii przyptywowej
wykorzystujgcej przeciwciata. Wszystkie te metody
majg pewng cechg wspolng — przeciwciata sg czute
wobec antygendw réznicowanie komorkowego
(CD, ang. cluster of differentiation). Zazwyczaj
wykorzystywane jest przeciwciato przeciw CD71,
ktére jest obecne tylko na powierzchni zaréwno
dojrzatych jak i niedojrzatych krwinek czerwonych
(RBC). W celu upewnienia sie, ze dojrzale
bezjgdrzaste krwinki czerwone, mozna odrézni¢ od
niedojrzatych jadrzastych krwinek czerwonych,
jadro i DNA sg dodatkowo barwione. Alternatywnie,
zamiast CD71 mozna wykorzysta¢ CD45, ktory jest
obecny tylko na powierzchni krwinek biatych
i zapewnia ujemng selekcje krwinek czerwonych.
Chociaz ta metoda jest bardzo dokfadna,
przewazajg w niej wady: wykorzystanie przeciwciat
jest dos¢ drogie, jest to metoda czasochtonna
i wymaga wyszkolonego personelu, co czyni jg

Liza Znakowanie

Bazofile | — | —
Limfocyty — j =
Monocyty T T~
Granulocyty — : —

NRBC O“*.—*

RBC @ | N |-

Ryc. 1. Mechanizm znakowania w kanale WNR
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nieodpowiednig dla rutynowych badan.

Zliczanie NRBC na analizatorach Sysmex
serii XN

Zliczanie NRBC na analizatorach jest mozliwe od
ponad 10 lat, ale tylko dzieki analizatorom serii XN
mozliwe stato sie dokladne irutynowe oznaczenie
NRBC bez zwiekszenia czasu pomiaru. Poniewaz
teraz NRBC jest wigczone do podstawowej
morfologii XN-CBC — czas oczekiwania, ktory byt
potrzebny w badaniu potwierdzajgcym i zliczaniu
manualnym, nie jest juz konieczny iominiete sg
potencjalne bledy zwigzane ztymi badaniami.
Wynik WBC w probkach zawierajgcych erytroblasty
jest automatycznie korygowany. Pod pewnymi
wzgledami monitorowanie pacjenta jest utatwione,
co jest szczegllnie korzystne np. dla pacjentéw
z oddziatéw chirurgicznych, gdzie czesto
wymagana jest jedynie podstawowa morfologia.

W jaki sposéb zliczane sg erytroblasty
w analizatorach XN? Specjalne odczynnik o niskim
pH stabilizuje komérki zasadochtonne, ktére sg
zliczane w tym samym kanale. Podczas gdy inne
krwinki biate sie obkurczajg, odczynnik lizuje btone
krwinek czerwonych i specyficznie znakuje jgdra
obecnych erytroblastéw. W ten sposob niweluje sie
interferencje ze strony lipidow lub erytrocytow
opornych na lize. Dokladny mechanizm jest

Fluorescencja Swiatto rozproszone

bocznie

2 Silne Silne
> Srednie Srednie
Stabe Srednie

Bardzo stabe Bardzo stabe
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pokazany na rycinie 1. Ze wzgledu na réznice
w Swietle fluorescencyjnym i $wietle rozproszonym,
komorki moga by¢ rozdzielone, tak jak to pokazano
na rycinie 2.

Ryc. 2 Skatergram WNR

Z pomocg analizatora XN, erytroblasty mogg byé¢

dokladnie  zliczane zaréwno w niskich jak
i wysokich ~ zakresach, awynik moze byc¢
przedstawiony  w wartosciach  bezwzglednych
(NRBC#) iwzglednych (NRBC%, /100 WBC)
(ryc. 3).  Okreslenie iwyswietlenie  wartosci
bezwzglednej chroni przez sytuacjg kiedy np.
wzglednie niska liczba NRBC pojawia sie

w przypadku wysokiego stezenia NRBC i znacznej
leukocytozy. To samo dotyczy sytuaciji odwrotne;.
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Badania dotycz gce klinicznego znaczenia
warto $ci NRBC

Badania z lat 2002 - 2011 (wymienione ponizej)
zostaly wykonane na analizatorze XE-2100.
Niemniej jednak, wnioski mogg byé odniesione
rowniez do serii XN.

1. Badanie obejmujgce
przeszczepiekomarek macierzystych
przeprowadzone przez Jikei University Tokyo
w Japonii, opublikowane w 2005 r."™:

#® Poréwnano stopien wykrycia NRBC we krwi
obwodowej 44 pacjentéw Z roznymi,
ztosliwymi zmianami hematologicznymi,
rozpoczynajgc od jednego miesigca przed
przeszczepem komorek macierzystych do
momentu przyjecia przeszczepu.
llos¢ NRBC bezposrednio po transplantacii
bezwzglednie wzrosta zaréwno u oséb, ktére
przezyty i ktore zmarly. Wykrywalnos¢ NRBC
po zagniezdzeniu komérek macierzystych
spadta do 17%. w grupie 0séb, ktére przezyty.
W grupie chorych, ktérzy zmarli wykrywalnosé
NRBC wzrosta nawet do 100% po
zagniezdzeniu komdrek macierzystych.
Monitorowanie liczby NRBC po przeszczepie
komoérek macierzystych moze dostarczyé
warto$ciowych informaciji dotyczacych
ciezkosci choroby i jej progresiji.

pacjentéw po

2. Badanie pacjentéw cierpigcych na talasemie,
przeprowadzone w dwdéch szpitalach we Wtoszech,
opublikowane w 2009 r.*:

® W badaniu oceniono stezenie NRBC we krwi
obwodowej 152 pacjentéw i poréwnano je z 26

wynikami pacjentow z dziedziczng
WBC Flagi(s)
Data Unmit | LL uL
3.806 10°3/ul H—e——+
3.11 10*3 ul ¥ L
.57 ; t 1
8.21 - f
2.83 .
43.8 ey
4.6 | 1
B.2 | Bt
3.0 |% T —
8.4 ¥ -
8.81 103 ul Me—i RBC Flag(s)
8.1 b - 4 '
Data Unit LL L
1.2 ——+ or Flag(s)

Ryc. 3. Wyglad ekranu gtéwnego w przypadku prawidtowych winikéw
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sferocytoza.
#® Liczba NRBC odzwierciedla nieefektywnosc
erytropoezy: najwyzsze ilosci byty obecne

w zespotach talasemii z prawie catkowicie
nieefektywna erytropoeza.

® U pacjentow z dziedziczng sferocytoza
(efektywna erytropoeza) nie byto
erytroblastéw.

& Liczcba NRBC moze byé pomocna
w okresleniu i doktadnej ocenie
nieefektywnosci  erytropoezy i potencjalnie

moze pomoc w doborze odpowiedniej terapii
w pacjentéw z ciezkg talasemiag.

3. RoOzne badania pacjentow z oddziatow
intensywnej terapii, przeprowadzone przez Ruhr
University Bochum w Niemczech, opublikowane
w latach 2002 i 2011% ¥ X" xV.

] W)Jednym z pierwszych badan A. Stachon et

oceniono wartosci NRBC u 4173
paCJentow z kliniki w Bochum (z oddziatéw
chirurgii  ogélnej iurazowej, oddziatow
neurologii ichor6b  wewnetrznych  oraz
u pacjentow po operacji serca). Czas badania
wynosit 12 tygodni. Zauwazalne bylo, ze
NRBC byly obecne najczesciej u pacjentéw
z oddziatéw chirurgii ogdlnej i urazowej (20%)
i wzrastaty wraz z wiekiem. Poza tym,
Smiertelnos¢ pacjentéw, u ktérych wykryto
NRBC byla wieksza (21,1%) niz pacjentéw,
u ktéorych nie  wykryto NRBC (2,1%).
Wspoitczynnik  $miertelnosci  zwiekszat  sie
wraz z liczbg NRBC i okresem ich obecnosci.

® W kolejnych badaniach™"™" badacze pogtebili
swe badania i potwierdzili rezultaty. Widoczne
stalo sie, ze $Smiertelnos¢ jest wyzsza u
pacjentow, u ktérych wystepujg NRBC we krwi
obwodowej (okoto 10-krotnie, zaleznie od
badanej populaciji). Najwieksza byta
Smiertelnosé pacjentow z oddziatéw
intensywnej terapii chirurgicznej.

® Monitorowanie liczby NRBC po transplantaciji
komoérek macierzystych moze dostarczyé
pomocnych informacji na temat ciezkosci
i progresji choroby.

& Skrining NRBC moze by¢ pomocny w szybkiej
identyfikacji pacjentow z duzym ryzykiem,
poniewaz obecnos¢ NRBC we  Kkrwi
obwodowej jest objawem obecnym w okresie
wzglednie bliskim przed $miercig. Dodatkowo
pacjenci z NRBC powinni otrzymywac diuzsze
leczenie, poniewaz $miertelno$¢ pacjentéw
z NRBC, przeniesionych na zwykly oddziat
byta wyzsza niz u pacjentéw, u ktérych w dniu
przeniesienia nie wykryto NRBC.
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