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Retikulocyty i ich znaczenie

Wytwarzenie retikulocytéw

Wszystkie komérki krwi pochodza z komérek macierzystych.
W czasie proliferacji réznicujg sie do komérek trzech linii komor-
kowych (erytropoeza, granulopoeza i trombopoeza). Zywotno$¢
krazacych krwinek czerwonych (RBC) wynosi okoto 120 dni.

W czasie jednej doby prawie 1% ogélnej liczby czerwonych krwinek
zostaje utraconych i uzupetnionych przez nowe komarki.

W kazdej sekundzie produkowanych jest okoto dwéch milionow
krwinek czerwonych. W szpiku kostnym mtode erytroblasty
ortochromatyczne pozbywaja sie jadra komérkowego i stajac sie
retikulocytami przechodzg do krwioobiegu.

Z reguty retikulocyty pozostajg w szpiku kostnym przez trzy
dni, a we krwi obwodowej sg obecne przez jeden dzien. Nazwa
"retikulocyt” pochodzi od struktury podobnej do siateczki, ktéra
staje sie widoczna po barwieniu przyzyciowymi barwnikami
takimi jak btekit brylantowo-krezolowy lub btekit metylenowy
(stracanie fragmentéw kwasu rybonukleinowego; ryc. 1). Poprzez
usuniecie retikulum endoplazmatycznego, retikulocyt w ciagu
czterech dni rozwija sie w dojrzatg krwinke czerwona.

Historia

Erb odkrywa siateczke wewnatrzkomérkowa z uzyciem
kwasu pikrynowego - pierwszy opis retikulocytéw, rok
1865.

Ehrlich wykorzystuje barwienie przyzyciowe do
pokazania sieci wewnatrzkomaérkowej substantia
reticulo-filamentosa, rok 1881.

Smith opisuje retikulocyty jako niedojrzate krwinki
czerwone, rok 1891.

Heilmeyer klasyfikuje etapy dojrzewania, rok 1932 (tabela 1).

Seip wyznacza zakresy referencyjne etapéw dojrzewania,
rok 1953 (tabela 1).

Zliczanie retikulocytéw za pomocg metod opartych
na fluorescencji (oranz akrydynowy), opracowane przez
Kosenov i Mai, rok 1960.

Tanke automatyzuje pomiar retikulocytéw za pomoca
fluorescencji i cytometrii przeptywowej, rok 1983.
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Tabla 1 Stadia dojrzewania retikulocytéw

Stadium Opis morfologiczny Kwantyfikacja
dojrzewania wg wg Seipa
Heilmeyera (prawidtowo %)
Stadium O Jadro
Stadium | Zwarte retikulum <0,
Stadium 11 Luzne retikulum 7,0
Stadium Il Rozproszone retikulum 32,0
Stadium IV Niewiele rozproszonych 61,0
ziarnistosci

I'i IV etap dojrzewania czesto sa btednie interpretowane - zdarza
sie, ze etap | zostaje opisany jako erytroblast, a stadium 1V jako
dojrzata krwinka czerwona, poniewaz niska zawartosc¢ RNA nie jest
wykrywana. Prawidtowa interpretacja stadium IV jest szczegdlnie
wazna, gdyz ten etap dojrzewania dominuje we krwi obwodowe;.

W 1986 roku National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) zdefiniowat retikulocyt, jako: ,niezawierajaca jadra
krwinke czerwong, ktéra posiada co najmniej dwie lub wiecej
"kropek" z niebiesko zabarwionym materiatem odpowiadajagcym
rybosomalnemu RNA [1].” Miedzynarodowa Rada ds. Standaryzacji
w Hematologii (International Council for Standardization in
Haematology, ICSH) réwniez zaakceptowata te definicje [2].

P

& O. -

Ryc. 1 Retikulocyty w réznych stadiach dojrzatosci, barwienie przyzyciowe

Retikulocyty odzwierciedlaja regeneracje erytropoezy. W zréw-
nowazonym uktadzie ponad 90 % retikulocytéw w koricowych
stadiach dojrzatosci (faza |11 i 1V) znajduje sie we krwi obwodowej.

Im wczes$niej pobudzana jest erytropoeza tym wczesniej retikulocyty,
0 nizszym stadium dojrzewania, przechodza do krwi obwodowej
(podobnie do "przesuniecia w lewo" w granulopoezie).

Liczba retikulocytéw

Prawidtowy odsetek retikulocytow we krwi zalezy od stanu
klinicznego pacjenta, ale zazwyczaj wynosi od 0,5% do 1,5%
u 0séb dorostych [3] i od 2% do 6 % u noworodkéw [4]. Liczba
retikulocytéw stanowi dobry marker aktywnosci szpiku, poniewaz
odzwierciedla aktualne wytwarzanie i status erytropoezy.

W artykule opublikowanym przez Piva et al. [5] przedstawione
zostato poréwnanie réznorodnych zakreséw referencyjnych
sugerowanych przez réznych autoréw

Wskazania do pomiaru retikulocytow

m Podstawowa diagnostyka we wszystkich rodzajach
niedokrwistosci.

m Terapia monitorowana suplementacji zelaza,
witaminy B12 i kwasu foliowego.

B Monitorowanie terapii w czasie podawania
erytropoetyny.

® Monitorowanie podczas transplantacji komérek
macierzystych.

m Pacjenci pediatryczni oraz noworodki.

Ustalenie liczby retikulocytéw z krwi pobranej na EDTA jest
wiarygodne do 72 godzin po pobraniu prébki krwi. Temperatura
przechowywania +4°C lub +20°C, nie ma znaczgcego wptywu
na wynik pomiaru [6].
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Zliczanie manualne

Materiaty: barwnik przyzyciowy np. btekit brylantowo-krezolowy
lub btekit metylenowy, szkietko mikroskopowe, mikroskop.

1. Krew wymieszac z réwna objetoscig barwnika
przyzyciowego.

2. Po inkubacji, prébke nalezy rozmazac na szkietku
mikroskopowym i wysuszy¢ na powietrzu.

3. Retikulocyty nalezy zlicza¢ pod mikroskopem przy
1000-krotnym powiekszeniu (obiektyw imersyjny).

4. Zliczanych jest 1000 krwinek czerwonych. Przy
1000-krotnym powiekszeniu odpowiada to okoto pieciu
polom widzenia, kazde sktada sie z okoto 200 komérek.

5. Liczba retikulocytéw podawana jest w promilach [%o]
lub w procentach [%].

Cytowany w literaturze poziom btedu liczenia recznego wynosi od
25do 50% CV [7, 8] lub wiecej, w zaleznosci od liczby retikulocytow.
Rutynowo zalecane jest liczenie 1000 komdrek. Zgodnie z zalece-
niem ICSH (1990) [9] w sprawie zliczania retikulocytéw, bedacych
w zakresie referencyjnym, nalezy zliczy¢ co najmniej 4000 komérek,
aby unikna¢ przekroczenia btedu statystycznego w wysokosci 5%
(tabela 2).

Tabla 2 Wptyw liczby zliczonych RBC na btqd statystyczny w zliczaniu
retikulocytow. Podane wartosci odpowiadajg CV 5 %.

Wartosc¢ retikulocytéow

Liczba komérek, ktére nalezy

we krwi (%) zliczy¢, aby uzyskac CV =5%

1 39600
2 19600
5 7600
10 3600
20 1600
50 400

Zliczanie automatyczne

Do doktadnego pomiaru retikulocytéw, analizatory automatyczne

wykorzystujg kombinacje pobudzenia laserem, czujnikéw i markeréw
fluorescencyjnych, ktére znakuja RNA i DNA (takie jak oranz tiazolu

lub polimetiny) [10].

W celu pomiaru retikulocytéw, prébka jest inkubowana z barw-
nikiem fluorescencyjnym, ktory wiaze sie z RNA. Retikulocyty
zliczane sg za pomocg cytometrii przeptywowej. Zautomatyzo-
wane zliczanie retikulocytéw pozwala na obiektywna klasyfikacje

komorek i zapewnia wysoki poziom powtarzalnosci wynikéw.
W zliczaniu automatycznym liczba ocenianych krwinek czerwonych
waha sie od 10000 do 30000. W poréwnaniu do metody manualnej
daje to zaréwno wysoki poziom zliczania (ryc. 2), jak i wysoki stopieri
precyzji, w czasie krétszym niz jedna minuta.

Swiatto rozproszone czotowo

SFL

Fluorescencja

Ryc. 2 Skatergram z kanatu RET (RBC: dojrzate krwinki czerwone; RET:
retikulocyty; PLT: ptytki krwi zmierzone optycznie)

Znaczenie kliniczne liczby retikulocytéw

Interpretacja liczby retikulocytéw jest problematyczna w przypadku
ciezkich niedokrwistosci. Umiarkowany wzrost wzglednej liczby
retikulocytéw w ciezkich niedokrwistosciach nie wskazuje na
wystarczajaco silng regeneracje erytropoezy, lecz jedynie na skrécong
zywotnos¢ czerwonych krwinek. Preferowane jest raportowanie
bezwzglednego stezenia retikulocytéw, jako liczby retikulocytow/pl,
poniewaz zapewnia to bezposredni pomiar wydajnosci erytropoezy.

Przyktad: Wartos¢ 20 %o retikulocytéw uwazana jest za wzrost.
Jednakze w ciezkiej niedokrwistosci, z liczbg krwinek czerwonych
wynoszaca na przyktad dwa miliony, 20 %o retikulocytéw stanowi
jedynie 40000 retikulocytéw/pl, czyli wartosc¢ w zakresie referen-

cyjnym.

Wartos¢ wzgledna retikulocytéw (%o i %) opisuje zywotnos$¢ krwinek
czerwonych, podczas gdy stezenie komérek (retikulocytéw/pl)
wskazuje na wydajnos¢ erytropoezy.

Przeliczenie warto$ci wzglednej (%) na stezenie retikulocytéw
RET# (RET x 108/pl):

RET [%] x RBC [10¢/pl]
100

= RET [105/l]
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Zakresy referencyjne wyrazone w wartosciach wzglednych i
bezwzglednych wedtug Cavill i wsp. [6] prezentuja sie nastepujaco:

m/k 0,43 -1,36%
k17,0 - 63,8 x 10%/1
m 23,0 - 70,1 x 10%/1

Wartosci wzgledne:
Wartosci bezwzgledne:

Nalezy pamietac, ze publikowane zakresy referencyjne moga by¢
wykorzystane dla réznych rodzajéw analizatoréw pod warunkiem,
ze zostaty one zweryfikowane, poniewaz istnieja réznice miedzy
zakresami referencyjnymi zalezne od danej populacji. Kazde
laboratorium powinno oceni¢, ktére z publikowanych zakreséw
s najbardziej odpowiednie dla ich pacjentdw.

Parametry zwigzane z retikulocytami

Index retikulocytéw (RI)

Wartos¢ wzgledna (%, %o) retikulocytéw moze wzrosnac, jesli
faktycznie zwiekszona jest liczba retikulocytéw lub zmniejszona
zostata liczba krwinek czerwonych. Korekcja tej wartosci moze by¢
wykonana z wykorzystaniem hematokrytu pacjenta w odniesieniu
do prawidtowego hematokrytu 0,45 [I/1]. Ponizszy typ korekcji
zalecany jest w przypadku niedokrwistosci:

RET [%] x HCT [I/1]
0,45 [I/1] (HCT wzorcowy)

Indeks produkcji retikulocytéw (RPI)

RPI jest indeksem, ktéry pozwala na ocene skutecznosci erytropoezy,
a tym samym wydajnosci szpiku kostnego. Fizjologiczne dojrzewanie
retikulocytéw dzieli sie na dojrzewanie w szpiku kostnym (8-10 dni
liczac od pierwszego podziatu proerytroblastu) i dojrzewanie we
krwi obwodowej (1-2 dni).

Zadaniem RPI jest ocena czy szpik kostny wykazuje wystarczajaca
odpowiedZ w stanie niedokrwistosci. Po znacznym krwawieniu,
produkcja retikulocytéw powinna wzrosng¢ w ciggu 2-3 dni
w odpowiedzi na utrate RBC i osiggna¢ maksimum miedzy 6,
a 10 dniem [11]. Jesli tak sie nie dzieje, moze to wskazywac na
zaburzenie procesu erytropoezy w szpiku.

W przypadku znacznej produkgji krwinek czerwonych, retikulocyty
przechodzg do krwi obwodowej bedac we wczesniejszej fazie i tam
dojrzewaja (zmieniony czas przebywania we krwi obwodowe;j
nazywany jest ,przesunieciem”). Prowadzi to do wyraznego wzrostu
retikulocytéw w krwiobiegu, ale nie §wiadczy o wydajniejszej
erytropoezie. Czas dojrzewania retikulocytéw w szpiku kostnym
jest proporcjonalny do hematokrytu — im nizszy hematokryt, tym
krétszy czas przebywania retikulocytéw w szpiku, a dtuzszy we krwi.
Aby okresli¢ wydajnosc szpiku kostnego, ilosc retikulocytéw jest
korygowana przez wspétczynnik zalezny od hematokrytu (RPI).

Tabla 3 Czas dojrzewania retikulocytéw we krwi obwodowej w zaleznosci
od hematokrytu

Czas przebywania retikulocytow we

Haematokryt krwi = korekta dojrzewania
36 -45% 1dzien
26-35% 1,5 dnia
16-25% 2 dni
15% i ponizej 2,5 dnia

RPI u zdrowych oséb powinien miescic sie w zakresie 0,5% - 2,5%
[11]. W przypadku anemii RPI ponizej 2% wskazuje na niewystarcza-
jaca produkgje retikulocytéw. Natomiast RPI powyzej 3 % wskazuje
na wystarczajaca kompensacje utraty krwinek czerwonych [12].

RET [%] HCT [I/1] (pacjent)
RPI =
Czas dojrzewania 0,45 (HCT wzorcowy)
RET we krwi w dniach
Przyktad

Wynik pacjenta: HCT= 0,25 I/I, retikulocyty = 20 [%]

20 [%] 0,25
RPI = X =55
2 0,45

Frakcja niedojrzatych retikulocytéw (IRF)

Wartos$¢ IRF jest wczesnym markerem oceny regeneracji erytropoezy.
Liczba retikulocytéw zwieksza sie po 2-3 dniach, podczas gdy
wartos$c¢ IRF wzrasta zaledwie po kilku godzinach. Jesli wartosc IRF
nie zwieksza sie podczas leczenia niedokrwistosci niedoborowych
(erytropoetyna lub witaminami) wskazuje to na brak reakcji na
leczenie. Ponadto pomaga sklasyfikowa¢ anemie hipo-, normo-
i hiperregeneratywne.

Wartos¢ IRF i liczba retikulocytéw sprawdzity sie w monitorowaniu
przeszczepu szpiku kostnego i komérek macierzystych. W udanych
przeszczepach, w 80 % przypadkdéw, wartos¢ IRF osiggnie wartosc
5% wczesniej niz granulocyty ich klasyczny prég 0,5 x 10° granu-
locytow/I [13].

Przyktadowe zastosowanie przedstawione jest na ryc. 3, w ktdrej
rézne patologie charakteryzuja sie ré6zna wartoscia dojrzatych

i niedojrzatych retikulocytéw. Na przyktad w aplazji zaréwno liczba
niedojrzatych retikulocytéw (IRF), jak i catkowita liczba retikulo-
cytow jest niska. Ten rodzaj anemii dotyczy prekursoréw krwinek.
Szpik kostny nie wytwarza krwinek czerwonych, dlatego nie ma
ani dojrzatych, ani niedojrzatych retikulocytéw. Zakres referen-
cyjny dla IRF wynosi 1,6 — 10,5 % dla kobiet i mezczyzn [14].
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Hemoliza

Dyserytropeza

Wysoka

Czerw. prawd.
Dyserytropeza

Liczba niedojrzatych retikulocytéow
Normalna

Aplazja

Niska

Niska Normalna Wysoka

Liczba retikulocytow

Ryc. 3 Znaczenie retikulocytéw w diagnostyce klinicznej

Dojrzewanie retikulocytéw

Oprocz konwencjonalnego pomiaru retikulocytéw, fluorescencyjna
cytometria przeptywowa pozwala na klasyfikacje retikulocytéw
na trzy etapy dojrzewania, ktdre sg zdefiniowane poprzez zawartosc
RNA (czyli intensywnos¢ fluorescencji) w retikulocytach. Im wyzsza
zawarto$¢ RNA, tym mniej dojrzaty jest retikulocyt.

Retikulocyty dzielone sg na 3 frakcje. Kryterium ich podziatu jest
intensywnos¢ fluorescencji, ktéra odzwierciedla poszczegdlne
stadia dojrzewania (tabela 4):

m LFR (low-fluorescence reticulocytes) -
»dojrzate” retikulocyty

B MFR (medium-fluorescence reticulocytes) -
»Srednio-dojrzate” retikulocyty

m HFR (high-fluorescence reticulocytes) -

“niedojrzate” retikulocyty

IRF jest suma MFR i HFR i stanowi wskazZnik dojrzatosci retikulocytéw.
IRF=MFR + HFR

FSC

Ryc. 4 Skatergram z kanatu retikulocytarnego

Tabela 4 Stadia dojrzatosci retikulocytéw

LFR MFR HFR

Retikulocyty o niskiej
fluorescencji

Retikulocyty o posredniej
fluorescencji

Retikulocyty o wysokiej
fluorescencji

Niewielka zawartos¢ Wieksza zawartos¢ Wysoka zawartos¢
RNA RNA RNA

Srednio-dojrzate
retikulocyty

Dojrzate retikulocyty Niedojrzate

retikulocyty

Zakres referencyjny:
86,5-98,5%

Zakres referencyjny:
1,5-1,5%

Zakres referencyjny:
0-14%

Ekwiwalent hemoglobiny w retikulocytach (RET-He)
Oproécz ilosciowej oceny parametréw morfologii krwi (RBC HGB,
RET#/%, IRF, MCV), RET-He umozliwia ocene jakosciowa. Krwinki
czerwone wykazuja 120-dniowy okres przezywalnosci. Z tego
powodu wykorzystanie ich do wykrywania niedoboréw zelaza

i zmian statusu dostepnosci zelaza w procesie erytropoezy jest
mozliwe tylko po relatywnie dtugim czasie. RET-He (ekwiwalent
hemoglobiny w retikulocytach) pokazuje zawartos¢ HGB w $wiezo
produkowanych czerwonych krwinkach, a tym samym zapewnia
w czasie rzeczywistym informacje na temat podazy zelaza do
erytropoezy.

Pomiar zawartosci hemoglobiny w retikulocytach oznacza mozliwos¢
oceny dostepnosci zelaza dla potrzeb erytropoezy i oceny jakosci
nowo produkowanych krwinek czerwonych. Pozwala na wykrycie
zmian poziomu hemoglobiny znacznie wcze$niej niz pomiar zawar-
tosci hemoglobiny w dojrzatych krwinkach czerwonych.

Oznaczenie RET-He moze by¢ przeprowadzone na analizatorze
hematologicznym wspdlnie z rutynowymi parametrami krwi
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obwodowej. Gtéwna zalete parametru RET-He w odniesieniu do
ferrytyny i transferryny stanowi fakt, ze jest on niezalezny od
stanu ostrej fazy. Poziom tych standardowych markeréw bioche-
micznych zostaje drastycznie zaburzony np. w stanach zapalnych,
cigzy lub w przypadku wystepowania wielu innych ciezkich
zaburzen. Z tego powodu kliniczna interpretacja ich wynikéw
moze by¢ trudna lub wrecz niemozliwa.

Uzytecznosc¢ kliniczna RET-He zostata udowodniona i jest obecnie
powszechnie stosowanym parametrem w zaawansowanej diagnostyce
klinicznej.

Wskazania

m Klasyfikacja anamii normochromicznych
i hipochromicznych.

B Monitorowanie terapii przewlektych zakazen
i nowotwordéw.

® Monitorowanie terapii erytropoetyna
i suplementacji zelazem.

m Okreslanie aktualnego statusu zelaza.

B Réznicowanie miedzy niedokrwistoscig z niedoboru
zelaza i funkcjonalnym niedoborem Zzelaza.

m Wczesny marker choroby. Wspélnie z RET# pozwala na
okreslenie zaréwno ilosci, jak i jakosci nowych RBC.

Zakresy referencyjne RET-He wynosza [14] (dla kobiet
i mezczyzn): 1,996 - 2,407 fmol lub 32,1 - 38,8 pg.

RET-He dostarcza informacje na temat aktualnej biodostepnosci
zelaza - niskie wartos$ci oznaczaja brak zelaza lub niedostepnos¢
zelaza dla procesu erytropoezy. Czesto parametr ten stosowany
jest wspdlne z ferrytyna — wysoka lub prawidtowa wartos¢ ferry-
tyny przy niskiej wartosci RET-He sugeruje klasyczny niedobdr
zelaza. Poniewaz ferrytyna jest fatszywie podwyzszona w czasie
ostrej fazy, nalezy wykluczyc zapalenie, np. poprzez sprawdzenie CRP.

RET-He wykorzystuje sie w monitorowaniu terapii erytropoetyna
i/lub IV terapii zelazem. Jesli wartos$c wzrasta, wskazuje to na
pozytywna odpowiedz.

Diagram Thomasa

W 2006 Thomas i wsp. stworzyli diagram pomocny w réznicowaniu
stanoéw niedoboru zelaza i identyfikowania pacjentéw, u ktérych
wystapi odpowiedZ na terapie erytropoetyna [15]. Gospodarka
zelazem w naszym organizmie jest regulowana przez obecny stopien

erytropoezy i ilos¢ zapaséw zelaza. Zalezno$¢ pomiedzy zawar-
tosciag wbudowanej hemoglobiny (RET-He), a zapasami zelaza moze
zostac przedstawiona na schemacie diagnostycznym. Tak zwany
,Diagram Thomasa” (Thomas-Plot) pozwala na rozréznienie
klasycznego niedoboru zelaza od anemii choréb przewlektych.
Diagram ten ukazuje korelacje pomiedzy stosunkiem sTfR/log
ferrytyny (wskaznik ferrytyny, ktéry jest markerem dostepnosci
zelaza w procesie erytropoezy), a RET-He (ryc. 5) [16].

Diagram Thomasa moze by¢ wykorzystany w celu monitorowania
pacjentéw poddawanych leczeniu, aby obserwowac jak przesuwaja
sie oni pomiedzy ¢wiartkami diagramu.

Thomas plot

35

Niedobér zelaza,
erytropoetyna w normie
(80 % pacjentéow
z ACD i ERF)

Zmniejszona podaz
zelaza, jednak bez wptywu
na erytropeze. Utajony
niedobér zelaza

28 F

RET-He [pgl

Wyczerpanie zapaséw
zelazaijego puli
funkcjonalnej. Zmniejszenie
hemoglobinizacji RBC.
Klasyczna anemia
z niedoboru zelaza.

procesu erytropoezy

Funkcyjny niedobér
zelaza w stanie przesycenia
zelazem. Zmniejszona
hemoglobinizacja RBC
(20% pacjentéw z ACD)

Zapotrzebowanie zelaza do

1 1
0 1.5 10

? sTfR/log ferrytyny

Podaz zelaza do procesu erytropoezy

Ryc. 5 Diagram Thomasa do identyfikacji réznych faz postepujgcego
niedoboru zelaza (ACD: anemia chordb przewlektych, ERF: schytkowa
niewydolnosc nerek, IDA: anemia z niedoboru zelaza, ID: klasyczny
niedobdr zelaza)

Podsumowanie

Wiarygodna liczba retikulocytéw oraz niektére parametry
retikulocytarne (IRF, RPI, etc.) s bardzo waznym elementem
w okresleniu czy szpik kostny funkcjonuje prawidtowo

w aspekcie produkcji nowych krwinek czerwonych. Jednak
réwnie wazna jest ocena jakosciowa, mozliwa dzieki parametrowi
RET-He, okreslajacemu hemoglobinizacje retikulocytéw.

Wiarygodna informacja na temat retikulocytéw, zaréwno
ilosciowa jak i jakosciowa, jest pomocna w diagnostyce
réznicowej anemii, jak réwniez w monitorowaniu pacjentow.
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