sysmex | i
with diagnostics

SYSMEX EDUCATIONAL ENHANCEMENT
AND DEVELOPMENT | Sierpieri 2016

SEED Hematologia

Ptytki krwi i znaczenie ich wiarygodnego oznaczenia

Produkcja ptytek

Ptytki krwi, tak jak opisat je po raz pierwszy Wright [1], s3 to

mate, bezjadrzaste ,wydtuzenia” cytoplazmy megakariocytéw.
Komérki prekursorowe ptytek sg obecne w szpiku i rozwijaja sie
z komérek macierzystych w procesie trombopoezy (tworzenia

ptytek). W procesie produkcji ptytek, wokét ziarnistosci 0 :g‘:‘t
w cytoplazmie megakariocytéw, formuja sie btony komérkowe, el
ktdre nastepnie roznicujg sie do podjednostek ptytkowych. = 4
Po osiggnieciu pewnego poziomu dojrzatosci, ptytki uwalniane T L ; ,-’/
sg do krwi obwodowe;. : ;“"/

Ptytki to najmniejsze elementy morfotyczne krwi, o srednicy 1-4
pm i objetosci 2 - 20 fl, przy czym miodsze ptytki krwi sg wieksze

niz ptytki dojrzate (ryc. 1). Nie posiadajg one jagdra komérkowego, a
jedynie szczatkowe mRNA pochodzace z megakariocytow.

Prawidtowa liczba ptytek w krwi cztowieka wynosi 166 — 308 x 10%/I
u mezczyzn oraz 173 - 390 x 10%/1 u kobiet [2]. Wartosci poza
tymi zakresami nie musza $wiadczy¢ o wystepujacych zaburzeniach.

Ryc. 1 llustracja ptytki dojrzatej (po lewej) i niedojrzatej (po prawej)

W celu dopasowania zakreséw referencyjnych do populacji
pacjentéw, zalecane jest wyznaczenie lub weryfikacja zakreséw
referencyjnych zgodnie z metodami rekomendowanymi przez
Miedzynarodowa Federacje Chemii Klinicznej i Diagnostyki
Laboratoryjnej (IFCC) [3].
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Ryc. 2 Prezentacja wytwarzanych sygnatéw oporu elektrycznego proporcjonalnych do objetosci komérki

Ocena liczby ptytek krwi

Istnieje kilka metod umozliwiajgcych ocene liczby ptytek krwi
obwodowej. Poczatkowo wykonywato sie to w komorach zlicze-
niowych, natomiast w dzisiejszych czasach pomiar liczby ptytek
dokonywany jest niemalze wytacznie na zautomatyzowanych
analizatorach hematologicznych, w trakcie badania podstawowej
morfologii krwi.

Zautomatyzowane okre$lenie liczby ptytek zastapito ich zliczanie
w komorach juz wiele lat temu. Utatwito ono znaczaco oraz widocznie
ulepszyto oznaczanie liczby komérek. Jednym z najwazniejszych
powoddw automatycznego zliczania — pomijajac oszczednos¢
czasu - jest wyraZnie wyzsza doktadnos¢, dzieki wiekszej liczbie
analizowanych komérek. Jednakze, techniczna walidacja liczby
ptytek nie jest tak prosta i czasami wymaga weryfikacji w rozmazie
mikroskopowym.

Zasada pomiaru metoda impedancyjna

Metode te stosuje sie od wielu lat. Wykorzystywana jest przez
wszystkie analizatory dostepne na rynku i stanowi bardzo dobra
metode w przypadku braku interferencji.

Podczas pomiaru impedancyjnego, komérki przechodza jedna po
drugiej przez otwdr kapilary - aperture. Po kazdej stronie apertury
znajdujg sie elektrody, miedzy ktérymi przeptywa staty prad.
Przechodzaca komdrka generuje zmiane natezenia pradu statego,
tym samym powstaje sygnat elektryczny proporcjonalny do
wielkosci komdrki (ryc. 2). Dzieki temu, komérki identyfikowane
sg na podstawie ich rozmiaru i zostaja zaprezentowane w postaci
krzywej rozktadu objetosci, tzw. histogramu (ryc. 3).

Ta metoda pomiarowa zostata udoskonalona w nowszych aparatach
dzieki ogniskowaniu hydrodynamicznemu. Jest to metoda, w ktérej
ptyn optaszczajacy otacza strumieri czastek tak, aby przechodzity
one przez srodek kapilary pomiarowej, jedna po drugiej (ryc. 4).
Wyklucza to interferencje, takie jak przypadkowe, podwdjne
przejscie, recyrkulacje itp., dzieki czemu komérki sg zliczane
z wiekszg doktadnoscia.

Lower Upper
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Ryc. 3 Przyktad histogramu ptytkowego

W warunkach fizjologicznych, erytrocyty (RBC) i ptytki réznia
sie znaczaco rozmiarem i moga byc tatwo réznicowane metoda
impedancyjna. Dzieki ptynnym dyskryminatorom (dolny i gérny
dyskryminator; ryc. 3) populacje komérek sg od siebie optymalnie
oddzielone. Gérny dyskryminator jest tym, ktéry oddziela ptytki
krwi (fizjologiczna objetos¢ 8 - 12 fl, zliczane w zakresie 2 - 30 fl)
od erytrocytéw (fizjologiczna objetosc 80 - 100 fl, zliczane

w zakresie 25 - 250 fl). Jednakze w warunkach patologicznych,
kiedy ptytki sg wieksze niz 30 fl (np. ptytki olbrzymie) lub kiedy
erytrocyty sa mniejsze niz 25 fl (np. fragmentocyty), doktadny
rozdziat nie jest zagwarantowany. W takich przypadkach analizator
hematologiczny zwykle wyswietla komunikat ostrzegawczy, a
uzytkownik musi sprawdzic¢ wiarygodnos¢ wyniku inng metoda.

Ryc. 4 Przeptyw czgsteczek w metodzie ogniskowania hydrodynamicznego
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Mozliwe interferencje w metodzie impedancyjnej

Interferencje analityczne moga powodowac fatszywie zanizona
lub zawyZzona liczbe ptytek. Ponizej opisano czynniki, ktére moga
powodowac wystapienie interferencji w metodzie impedancyjne;.
Ptytki olbrzymie
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Ryc. 5 Ptytki olbrzymie u pacjenta z nadptytkowosciq samoistng (ET)
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Bardzo duze ptytki
sg ptytkami olbrzymimi (przyktad zaprezentowano na ryc. 5).

Pojawiaja sie w chorobach wrodzonych, takich jak zespét Bernarda-
Souliera i zespotach mieloproliferacyjnych, takich jak MDS, AML

- wieksze niz przecietny erytrocyt - nazywane

czy nadptytkowosc¢ samoistna.

Ze wzgledu na ich rozmiar - podobny do wielkosci erytrocytéw —
ptytki olbrzymie moga przekraczac prég wielkosci normalnej ptytki.
Wyjasnia to, dlaczego pojawiajg sie problemy z prawidtowym
zliczaniem ptytek w metodzie impedancyjnej, ktéra rozdziela
elementy tylko na podstawie ich wielkosci. Niemniej jednak,
problem ten jest odpowiednio zaznaczony w postaci ostrzezenia.
Duze ptytki sg btednie liczone jako RBC, co przy zignorowaniu
ostrzezenia, moze powodowac pseudotrombocytopenie.

Aby wyznaczy¢ prawidtowa liczbe ptytek, prébka musi zosta¢
przeanalizowana alternatywna metoda.

Agregacja i aglutynacja ptytek krwi

Fatszywie niska liczba ptytek krwi jest czesto spowodowana
obecnoscig zlepdw ptytek lub rzadziej satelityzmem ptytek. Mozna
réznicowac agregacje i aglutynacje ptytek. Agregacja ptytek jest
to zlepianie sie ptytek we krwi. Jest to nieodwracalna cze$¢ procesu
prowadzacego do powstania skrzepu. Najczesciej pojawia sie na
skutek aktywacji ptytek krwi po nieprawidtowym pobraniu krwi.

W przeciwieristwie do tego, aglutynacja ptytek (ryc. 6) jest procesem
odwracalnym, spowodowanym zwykle obecnoscia przeciwciat
we krwi. Przyktadem moga by¢ przeciwciata typu zimnego, ktére
poprzez przytaczanie sie do ptytek w temperaturze ponizej 34°C
powoduja fatszywa trombocytopenie. Jest to zaburzenie ex vivo,
ktdre nie wystepuje w fizjologicznym zakresie temperatur ciata.

Innymi przyczynami mogacymi prowadzi¢ do fatszywej trombocy-
topenii jest niezgodno$¢ z antykoagulantem EDTA lub w rzadszych
przypadkach, heparyng czy cytrynianem. Pojawienie sie satelityzmu
ptytek jest réwniez zwigzane z dziataniem przeciwciat w préobkach

pobranych na EDTA. Wszystkie te zjawiska sg technicznymi proble-
mami wystepujacymi in vitro i nie pojawiaja sie in vivo.

W wielu przypadkach, analizator hematologiczny wyswietla ostrze-
zenia i flaguje nieprawidtowy rozktad na histogramie. Jednakze
trzeba wzig¢ pod uwage, ze agregaty ptytek mogty nie zostac
zaaspirowane przez analizator, ze wzgledu na niehomogeniczny
rozktad w prébce i moga nadal byc¢ obecne w prébce. W takim
przypadku zlepy mogg zostac niewykryte, otrzymany wynik nie
jest oznaczony jako niewiarygodny, a liczba ptytek jest fatszywie
niska. Ogdlnie, liczba ptytek, ktdra jest uwazana za niewiarygodna,
pomimo dodatkowej oceny rozmazu krwi, powinna by¢ oceniona
ponownie ze $wiezo pobranej prébki krwi.

Ryc. 6 Aglutynacja ptytek
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Ryc. 7 Fragmenty erytrocytow w zakrzepowej plamicy matoptytkowej (TTP)
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Fragmentocyty

Fatszywie podwyzszona liczba ptytek moze by¢ spowodowana
obecnosciag fragmentéw erytrocytéw lub erytrocytami dysplastycz-
nymi (np. u pacjentéw z MDS; ryc. 7). Liczne fragmenty, ktére sg
mniejsze niz 25 fl, mieszcza sie ponizej gérnego dyskryminatora dla
ptytek krwi. Nawet przy zmiennych wartosciach dyskryminatoréw
nie zawsze jest mozliwe rozdzielenie bardzo matych erytrocytéw
lub ich fragmentéw od ptytek. W takich przypadkach, doktadna
liczbe ptytek mozna uzyskac wykorzystujac barwniki wiazace sie

z RNA, znakowanie przeciwciatami lub nawet zliczanie w komorze,
jesli wezmiemy pod uwage statystyczna niedoktadnos¢.

Zjawisko to moze réwniez wystepowac w przypadku obecnosci
fragmentdw leukocytéw. Takie czasteczki moga réwniez interfe-
rowa¢ w metodzie impedancyjnej i by¢ zliczane jako ptytki.

Mikrocyty

Mikrocyty sa klasyfikowane jako wyjatkowo mate ze wzgledu
na $rednia objetos¢ krwinki [4] i réwniez mogg interferowac
w liczbe ptytek krwi. Jest wiele przyczyn mikrocytozy - terminu,
ktéry odnosi sie jedynie do wielkosci krwinki. Komérki moga by¢
mate z powodu obecnosci mutacji wptywajacych na erytropoeze
(dziedziczna mikrocytoza) lub nie zawierajg dostatecznej ilosci
hemoglobiny, jak w przypadku powigzanej z mikrocytoza anemii

z niedoboru zelaza. W analizatorach hematologicznych wykorzy-
stujgcych metode impedancyjna, mikrocyty sa czesto zliczane
jak ptytki, poniewaz ich rozmiar jest taki sam jak ptytek.

PLT

40fL

Ryc. 8 Interferencje spowodowane zlepianiem sie ptytek

PLT

40fL

Ryc. 9 Interferencje spowodowane obecnosciq fragmentocytow

Bakterie

Bardzo mate czasteczki, jak fragmenty WBC lub komérki, takie jak
bakterie, réwniez moga by¢ btednie zliczane jako ptytki. Jednakze,
rozmiar takich czasteczek zwykle nie przekracza 2 fl a system
wyswietla odpowiedni komunikat, wskazujacy na koniecznos¢
wykonania kontroli wartosci tta oraz konieczno$¢ rozwigzania
problemu w przypadku powtarzajacych sie komunikatéw.

Przypadki histogramoéw ptytkowych obrazujacych wystepowanie
réznych interferencji znajduja sie na ryc 8. i ryc. 9. Podsumowanie
mozliwych interferencji zebrano w ponizszej tabeli 1.
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Tabela 1 Elementy mogqce potencjalnie interferowac w pomiarze ptytek w metodzie impedancyjnej

Element

Wptyw na liczbe PLT

Czynnos¢ jaka nalezy wykona¢

Ptytki olbrzymie Nizsza niz prawdziwa wartos¢

Fragmentocyty Wyzsza niz prawdziwa wartosc

Ocen histogram. Jesli mozliwe, powtérz pomiar metoda fluorescencyjna.

Ocen histogram (ptytki i fragmentocyty nie sg wyraznie oddzielone).

Jesli mozliwe, powtdérz pomiar metoda fluorescencyjna.

Mikrocyty Wyzsza niz prawdziwa wartos¢

Ocen histogram (ptytki i mikrocyty nie s wyraznie oddzielone).

Jesli mozliwe, powtérz pomiar metoda fluorescencyjna.

Czasteczki pochodzenia
zewnetrznego

Wyzsza niz prawdziwa wartos¢

Agregaty ptytek Nizsza niz prawdziwa wartos¢

Ocen histogram.
Jesli mozliwe, powtdrz pomiar metoda fluorescencyjna.

Ocen histogram.

W przypadku niewiarygodnej trombocytopenii sprawdZ mozliwo$¢ wystapienia
trombocytopenii EDTA-zaleznej.
Powtérz pomiar na swiezej prébce krwi.

Alternatywy dla pomiaru impedancyjnego

W przypadku gdy podejrzewana jest btedna analiza liczby ptytek
krwi, jest wiele mozliwosci powtdrnej oceny liczby ptytek: np.
komora zliczeniowa, znakowanie przeciwciatami lub pomiar
fluorescencji przy uzyciu analizatora hematologicznego.

Zliczanie w komorze

Manualne oznaczanie liczby ptytek krwi wykonuje sie zwykle
w komorze. Z powodu wysokiej ilosci erytrocytéw w prébce krwi,
niezbedne jest przeprowadzenie wstepnego etapu lizy, w celu ich
usuniecia. Jednakze, jak juz wspomniano, w wielu laboratoriach

zaprzestano oceny liczby ptytek krwi w komorach zliczeniowych.

Jednym z najwazniejszych powoddw jest wysoka niedoktadnosc
takiego oznaczenia oraz oszczednos¢ czasu w metodach auto-
matycznych. Szczegdlnie w prébkach z niskg liczba ptytek, gdzie
wymagana jest wyzsza doktadnos¢, metoda manualna okazuje
sie by¢ bardzo niedoktadna.

Szacowanie liczby ptytek metoda Fonio

Ta metoda jest uzyteczna do szybkiej oceny doktadnosci danego
(zautomatyzowanego) pomiaru liczby ptytek krwi. Przeprowadza
sie jg pod mikroskopem, w normalnym rozmazie krwi, w 1000-
krotnym powiekszeniu (okular 10, obiektyw 100). Zliczana jest
liczba ptytek w polu widzenia, a nastepnie przyréwnywana do
catkowitej liczby ptytek krwi: 1 ptytka w polu widzenia réwna
sie 20000/pl ptytek we krwi obwodowej. Oczywiscie wartosci
uzyskane w tej metodzie zawsze s3 tylko przyblizeniem i nie
moga by¢ uznane za doktadne.

Znakowanie immunologiczne CD61/CD41
Znakowanie immunologiczne receptoréw powierzchniowych
ptytek jest obecnie, zgodnie z ICSH/ISLH, metoda referencyjna

dla oznaczania ptytek krwi. Metoda ta polega na oznakowaniu
receptoréw powierzchniowych ptytek krwi CD61i CD41za pomoca
monoklonalnych przeciwciat znakowanych fluorescencyjnie

i wykrywaniu ich w cytometrze przeptywowym. Ta metoda zastgpita
zliczanie w komorze jako metode referencyjna. Najwieksza zaletg
omawianej metody jest wyjgtkowo wiarygodny wynik oznaczania
ptytek o kazdej wielkosci, jednakze moze byc on zalezny od labora-
torium. Badanie to nie jest wystandaryzowane oraz zautomaty-
zowane, co moze powodowac znaczace réznice w wynikach
pomiedzy laboratoriami. Innymi wadami sa: skomplikowanie
metody, brak mozliwosci wykonywania badania w rutynowe;j
pracy laboratorium oraz wysoka cena.

Znakowanie fluorescencyjne oraz cytometria przeptywowa
Szybka i niedroga alternatywa jest pomiar ilosci ptytek krwi
poprzez fluorescencyjne znakowanie RNA ptytek. Znakowanie
kwaséw nukleinowych umozliwia analizatorowi wyznaczenie
doktadnej ilosci ptytek w sposéb zautomatyzowany na podstawie
aktywnosci fluorescencyjnej komorki oraz objetosci. Pozwala to
réwniez na prawidtowa klasyfikacje ptytek olbrzymich (o takiej
samej objetosci jak erytrocyty, ale réznigcej sie zawartoscig RNA)
i fragmentocytéw (nie poosiadaja RNA). W dwuetapowej reakgji,
pierwszym krokiem jest perforacja bton komérkowych ptytek,
ktére zachowuja swaj rozmiar. Nastepnie znacznik fluorescencyjny
specyficznie znakuje ptytki, dzieki czemu praktycznie catkowicie
maskuje interferujace czasteczki (np. fragmenty innych komérek
o podobnym rozmiarze), aby zminimalizowac interferencje.
Zmierzony sygnat fluorescencji jest wprost proporcjonalny do
stopnia dojrzatosci ptytek, co pozwala na uzyskanie dodatkowych
informacji o niedojrzatych ptytkach.
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Ryc. 10 Skatergram dla kanatu PLT-F

Dobrym przyktadem znakowania fluorescencyjnego jest kanat PLT-F
w analizatorach hematologicznych serii XN (Sysmex). Posiada on
udokumentowang wiarygodnosc oznaczania ptytek krwi, ktéra
wysoko koreluje z referencyjng metoda immunocytometrii prze-
ptywowej nawet w przypadku prébek trombocytopenicznych [5-8].
Specyficzne odczynniki oraz 5-krotnie wieksza objetosc¢ prébki w
poréwnaniu do metody impedancyjnej, pozwalajg na uzyskanie
wynikéw o wysokiej wiarygodnosci nawet w prébkach trombocy-
topenicznych. W jednym z ostatnich opublikowanych artykutéw
Wada i wsp. stwierdzaja, ze wtasciwosci znakujace odczynnikéw
stosowanych w kanale PLT-F, dzieki ktérym ptytki oraz fragmenty
czerwonych krwinek sa doktadnie rozdzielone, przyczyniaja sie do
wysokiej doktadnosci zliczania ptytek w kanale PLT-F.

Na ponizszej rycinie (ryc. 11) przedstawiono, w jaki sposéb kanat PLT-F
dostarcza duzo doktadniejsze wyniki w przypadku interferencji

ze strony fragmentocytéw. Warto$¢ PLT-I (metoda impedancyjna)
wynosi 180 x 10%/pl, podczas gdy kanat PLT-F wskazuje na 31 x 10%/pl,
ujawniajac trombocytopenie, ktéra mogtaby zostac¢ niezauwazona
przy wykonaniu oznaczenia wytgcznie metodg impedancyjna.

FSC

Kanat PLT-F jest doskonatym narzedziem do oceny ptytek krwi.
Nie tylko dostarcza doktadnej i precyzyjnej liczby ptytek, ale
réwniez pozwala na oznaczenie frakcji niedojrzatych ptytek we
krwi za pomocg parametru IPF. IPF pozwala na ocene obecnego
stanu trombopoezy, dostarczajgc informacji o produkcji ptytek
w szpiku kostnym [10-14].

W przypadku prébek z ostra trombocytopenia oraz tych wyma-
gajacych podjecia akcji na skutek niewiarygodnej liczby ptytek
krwi z metody impedancyjnej, aparaty z serii XN maja wbudowang
regute, ktéra automatycznie zleci pomiar prébki w kanale PLT-F
jako ,reflex test”. Od niedawna, nowo opracowany algorytm TWO,
zostat wiaczony do Extended IPU, co pozwala na optymalizacje
zlecania PLT-F i wspieranie diagnostyki réznicowej u pacjentéw

z trombocytopenig oraz monitorowanie ich leczenia.

Kanat PLT-F stanowi szybka i doktadna metode zapewniajaca
wiarygodna liczbe ptytek krwi. Dzieki parametrowi IPF, pozwala
réwniez odpowiedziec na pytania lekarzy, dostarczajac informacji,
ktdre pozwalaja réznicowac zwiekszone niszczenie ptytek z dys-
funkcja szpiku kostnego.

PLT-F

»
FaC

Item Data Unit PLT Abn Distributi
PLT &F 31 -|1e”3/uL Thrombocytopenia
PDW --——-  fL
MPV -———— fl
P-LCR --—- % i
PCT ---- %

Blq-& 180 10~3/ulL

PLT-F 31 |18~3/uL PLT
IPF 13.6 % : '
IPF# 4.2 10”3 /ulL

H-IPF 4.8 %

Ryc. 11 Skatergram dla kanatu PLT-F
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