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Reticulated platelet count used for differentiation of the type
of thrombocytopenia in pregnant women
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Streszczenie
Badanie retykuloptytek (RP), najwczesniejszej formy ptytek krwi obecnej w krwiobiegu, znalazto zastosowanie
w ocenie odpowiedzi trombopoetycznej u chorych z matoptytkowoscia wywotang zwiekszonym obwodowym
immunologicznym niszczeniem ptytek.
Cel pracy: W pracy oceniano przydatnosc badania retykuloptytek w réznicowaniu matoptytkowosci cigzowej (MC),
immunologicznej (Ml), rodzinnej (MR) u kobiet w cigzy z liczbg ptytek krwi ponizej 100 G/L.
Materiat: 49 kobiet ciezarnych z matoptytkowoscig (21 z MC, 22 z MI, 6 z MR) i 22 zdrowe kobiety ciezarne
(kontrola).
Metody: Odsetek RP we krwi obwodowej oznaczano technikg immunofluorescencyjng, z zastosowaniem
podwojnego znakowania: anty-CD41 PE (Dako) i oranzem tiazolu (Beckton Dickinson). Badania wykonywano
kilkakrotnie u kobiet w czasie ciazy (w drugim i trzecim trymestrze cigzy) i po porodzie. Przeciwciata przeciwptytkowe
badano metodg immunofluorescencyjng i immunoenzymatycznag. Antygen HFAla oznaczano metodg PCR SSP,
Wyniki: Srednia liczba ptytek we wszystkich grupach kobiet z matoplytkowoscig byta statystycznie istotnie nizsza
niz w grupie kontrolnej. Sredni odsetek RP w grupie kontrolnej (5,31%) miescit sie w zakresie wartosci ustalonych
norm hematologicznych (0,5-6%), a u kobiet z matoptytkowoscig wynosit MC — 9,19%, MI—14,75% a MR — 14,94
i byt statystycznie istotnie wyzszy od odsetka RP w grupie zdrowych kobiet w cigzy. Wykazano, ze w Il trymestrze u
kobiet w cigzy z Ml odsetek retykuloptytek jest statystycznie wyzszy w poréwnaniu do RP kobiet z matoptytkowoscig
cigzowg. Na podstawie badar przeciwciat przeciwptytkowych i antygenu HPA1a wykluczono w badanym materiale
wystagpienie alloimmunologicznej matoptytkowosci ptodowo/noworodkowe.
Whioski: Badanie retykuloptytek jest przydatne do wstepnego roznicowania MC i Ml w drugim trymestrze
cigzy. Podwyzszony odsetek RP jest informacjg dla lekarza opiekujgcego sie ciezarng, ze istnieje wieksze
prawdopodobieristwo rozpoznania matoptytkowosci immunologicznej i urodzenia dziecka z matoptytkowoscia.

Stowa kluczowe: retykulocyty / maloplytkowos¢ kobiet cigzarnych /
/ pierwotna maloplytkowo$¢ immunologiczna / maloplytkowos¢ ciazowa /
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Summary

Background: Analysis of reticulated platelets (RP), the youngest form of platelets in peripheral blood, is useful
for assessment of thrombopoietic response in thrombocytopenic conditions due to intense immunological platelet
destruction.

Aim: The aim of the study was to assess the value of RP measurement for differentiation between pregnancy-
related thrombocytopenia (PT), immunological thrombocytopenia (IM ) and hereditary thrombocytopenia (HT) in
pregnant women with platelet count below 100 G/L.

Material: The study included 49 pregnant thrombocytopenia women (21 with PT, 22 with IM , 6 with HR) as well as
22 healthy pregnant women (Control).

Methods: The percentage of RP in peripheral blood was measured using double staining with: PE-labeled anti
CD41 (Dako) and thiazole orange (Beckton Dickinson). The measurements were performed several times during
pregnancy (Il and Ill trimester) and delivery. Anti-platelet antibodies were tested by immunofluorescence and
immunoensimatic assays. HPA1a antigen was determined by PCR/ SSP.

Results: The average platelet count in all groups of thrombocytopenia women was significantly lower than in
control group. The mean RP percentage in the control group (5.31%) was within the range of the haematological
normal value (0.5-6%), and for thrombocytopenia women it was: 9.19% for PT women, 14.75% for IM women and
14.94% for HT women and was significantly higher than that in the control group. .

In the group of IM pregnant women the RP percentage was significantly higher in the Il trimester than in the PT women.
Anti-platelet antibody and HPA1a antigen testing excluded alloimmunological/fetus/neonatal thrombocytopenia in
the study material.

Conclusion: RP analysis has been proved useful for preliminary differentiation of PT and IT in the Il trimester of
pregnancy. Higher RP percentage informs the physician of the likelihood of immunological thrombocytopenia in the

pregnant woman as well as of the delivery of a thrombocytopenia child.

Key words: reticulated platelets / pregnancy thrombocytopenia
idiopathic thrombocytopenia / thrombocytopenic purpura
gestational thrombocytopenia

Mtode postaci ptytek obecne w krwi obwodowej — retykulo-
ptytki (RP) — sa wigksze niz dojrzale ptytki, nie posiadaja jadra,
ale zawieraja szczatkowe ilosci mRNA. Uzycie oranzu tiazolu,
barwnika wiazacego kwasy nukleinowe, umozliwia identyfikacj¢
retykuloptytek metoda cytometrii przeptywowe;j.

Po raz pierwszy doniesienie o diagnostycznym znaczeniu
badania RP opublikowali Kienast i Schmitz w 1990 roku [1].
Badanie RP znalazto migdzy innymi zastosowanie w ocenie: od-
powiedzi trombopoetycznej u chorych z matoptytkowoscia wy-
wotlang zwigkszonym obwodowym immunologicznym niszcze-
niem plytek oraz odnowy szpiku u pacjentdow po przeszczepieniu
komoérek macierzystych uktadu krwiotworczego [2-7]. Wzrost
odsetka retykuloptytek obserwowano u pacjentdw z pierwotna
matoplytkowo$cia immunologiczna, u ktorych liczba megakario-
cytow w szpiku jest prawidtowa lub podwyzszona [6, 7]. U cho-
rych po przeszczepieniu wzrost liczby mtodych ptytek poprzedza
0 2-3 dni zwigkszenie liczby ptytek dojrzatych [2, 5].

Matoptytkowos¢ w ciazy stanowi powazny problem klinicz-
ny dla kobiety i jej dziecka. Stwierdzana jest u 6-10% kobiet
cigzarnych. Jej cigzka postac¢ (plytki <50G/L) wystgpuje z czg-
stoscia <0,1% [8]. Najczgsciej, bo w 75% rozpoznawana jest ma-
toptytkowosc¢ ciazowa (MC) [9, 10].

Matoptytkowos¢ ciazowa i maloptytkowos¢ immunolo-
giczna (MI) rozpoznawane sa po wykluczeniu innych przyczyn
maloptytkowosci, ktore mogty ja spowodowac. Matoptytkowosc
ciazowa jest tagodna matoptytkowoscia (liczba ptytek rzadko
jest nizsza niz 80G/L) bez konsekwencji krwotocznych u mat-
ki i dziecka [11]. Kryterium wystgpowania matoptytkowosci
jedynie w czasie ciazy i trwala normalizacja liczby ptytek w cia-
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gu dwoch do dwunastu tygodni po porodzie, réznicuje MC od
MI. Matoplytkowo$¢ ciazowa moze nawrédei¢ w kolejnej ciazy.
U chorych z MI, u ktérych stwierdzono remisj¢ choroby, ciaza
moze spowodowac jej nawrot. Matoptytkowos¢ immunologiczna
moze si¢ tez ujawni¢ dopiero w czasie ciazy. Rozpoznanie MI
jest ustalane przez wykluczenie wtornej przyczyny matoptytko-
wosci (i gdy nie ustapi po porodzie) [12].

W MI stwierdzane sa przeciwciata przeciwplytkowe klasy
IgG skierowane do glikoprotein (GP) blony komoérkowej krwi-
nek ptytkowych, ktore sa nosnikami swoistych antygenow ptyt-
kowych HPA. Po przejsciu przez tozysko, moga one spowodo-
waé matoptytkowos¢ i/lub krwawienia narzadowe u ptodu albo
noworodka. Niewykrycie przeciwcial nie wyklucza immuno-
logicznego tta matoptytkowos$ci, poniewaz patogeneza MI jest
zwiazana nie tylko z odpowiedzia typu humoralnego, ale takze
komoérkowego [13].

W pojedynczych przypadkach matoptytkowosci cigzarnych
i u 0s6b zdrowych stwierdza si¢ obecnos$¢ przeciwcial [9]. Ba-
danie obecnos$ci przeciwcial nie jest badaniem roéznicujacym MI
od MC [12].

W czasie ciazy moga tez zosta¢ rozpoznane tagodnie prze-
biegajace postaci matoptytkowosci wrodzonych, dlatego ta grupa
pacjentek zostata wlaczona do badan [14].

Cel pracy

W pracy oceniano przydatno$¢ badania odsetka retykulopty-
tek w roznicowaniu matoptytkowosci cigzowej (MC), immuno-
logicznej (MI), rodzinnej (MR) u kobiet w ciazy z liczba plytek
krwi ponizej 100G/L.
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Przydatno$¢ badania retykuloptytek w rdznicowaniu matoptytkowosci wystepujacej u kobiet ciezarnych.

Materiat

Badaniami objeto 49 kobiet ci¢zarnych z matoptytkowoscia
<100 G/L, ktore leczyly sig w latach 2007-2010 w Poradni He-
matologicznej dla Kobiet w Ciazy Instytutu Hematologii i Trans-
fuzjologii w Warszawie.

U 21 kobiet stwierdzono matoplytkowo$¢ ciazowa, u 22 ko-
biet - maloptytkowo$¢ immunologiczna i u 6 kobiet matoptytko-
wos$¢ wrodzona. Grupg kontrolng stanowily 22 zdrowe kobiety
cigzarne, bedace pod opieka Poradni Specjalistycznej Szpitala
Ginekologiczno-Potozniczego im. Sw. Rodziny w Warszawie.
W tabeli I przedstawiono mediang i zakres wieku w poszczegol-
nych badanych grupach.

Metody

Izolacjg 1 oznaczenie RP wykonano zgodnie z procedura po-
dana przez Kienast i Schmitz [ 1], w modyfikacji Michur i wsp. [2].
W skrocie: odsetek RP we krwi obwodowej oznaczano technika
immunofluorescencyjna z 2,7 ml krwi pobranej na antykoagulant
EDTA. Do wyizolowanych ptytek krwi dodawano przeciwcialo
monoklonalne anty-CD41, PE (Dako), ktore swoiscie wiaze si¢
z GPIIb/IIIa ptytek krwi i oranz tiazolu (Beckton Dickinson) 13-
czacy si¢ z mRNA. Badanie podwdjnie znakowanych RP odczy-
tywano w cytometrze przeptywowym FACS Canto II i analizo-
wano w programie FACS Diva [15]. W Pracowni Immunologii
Leukocytow i Ptytek Krwi IHiT dla opracowanej metody ozna-
czania retykuloptytek ustalono normy hematologiczne: wartosci
$rednie 1,34+0,8%, zakres 0,5-6%; w wartosciach bezwzglednych
3,2942,02 x10%/uL RP, co odpowiada zakresowi 1,26-15,2 x10%/
pL [15].

Badania u kobiet cigzarnych wykonywano dwukrotnie
w czasie cigzy (w drugim i trzecim trymestrze) i okoto 6 tygodnia
po porodzie, gdy kobieta zglaszata si¢ do kontroli lekarskie;j.

Dodatkowo badano:

1) przeciwciata zwiazane z krwinkami ptytkowymi w bez-
posrednim teScie immunofluorescencyjnym z uzyciem
surowicy antyglobulinowej znakowanej fluoresceing
[16];

2) przeciwciata w surowicy metoda immunoenzymatyczna
w tescie MAIPA (Monoclonal Immunobilization of Pla-
telet Antigens) z uzyciem przeciwcial monoklonalnych
skierowanych do GP IIb/I11a, Ib, Ia/ITa [17];

3) oznaczano antygen HPAla metoda PCR SSP [18].

Analizg statystyczna przeprowadzono za pomoca testu t-Stu-
denta przy uzyciu aplikacji statystycznej Statistica 7.1. Za istotny
statystycznie przyjgto poziom p<0,05.

Wyniki
W tabeli II przedstawiono odsetek retykuloptytek i liczbg
ptytek w grupie kontrolnej i grupach kobiet z matoptytkowoscia.
W tabeli III — odsetek retykuloptytek i liczbg ptytek w grupie
kontrolnej i grupach kobiet z maloptytkowoscia z uwzglednie-
niem czasu trwania ciazy: migdzy 14-28 tygodniem ciazy, po 29
tygodniu cigzy — do porodu i okoto 6 tygodnia po porodzie.
Srednia liczba plytek we wszystkich grupach kobiet z mato-
plytkowoscig byla istotnie statystycznie nizsza niz w grupie kon-
trolnej. Sredni odsetek RP w grupie kontrolnej (5,31%) miescit
si¢ w zakresie wartosci ustalonych norm hematologicznych (0,5—
6%), a u kobiet z matoptytkowoscia wynosit w MC — 9,19%,
MI - 14,75% a MR — 14,94 i byl istotnie statystycznie wyzszy
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od odsetka RP w grupie zdrowych kobiet w ciazy. Wykazano, ze
w II trymestrze u kobiet w ciazy z MI odsetek retykuloptytek jest
statystycznie wyzszy w porownaniu do odsetka RP stwierdzane-
go u kobiet z matoptytkowoscia ciazowa.

Przeciwciata klasy IgG zwiazane z krwinkami plytkowymi
stwierdzono u 4 kobiet cigzarnych: dwoch z grupy z MC i dwoch
z grupy MI. Jedna matka z grupy MI miata oprécz immunoglo-
bulin zwiazanych z krwinkami plytkowymi réwniez przeciwciata
klasy IgG krazace w surowicy, skierowane do GP IIb/II]a.

Sposrod wszystkich 49 badanych kobiet, jedna z grupy kon-
trolnej nie miata antygenu HPAla na ptytkach. Nie wytworzyta
ona jednak przeciwcial anty-HPA1a, ktore moglyby by¢ przyczy-
ng alloimmunologicznej matoptytkowosci ptodowo/noworodko-
wej.

Zadna kobieta z MC nie urodzita dziecka z matoptytkowos-
cig.

Szes¢ (27%) sposrod 22 matek z MI urodzito dzieci z ma-
loptytkowoscia. Jedno dziecko miato cigzka matoptytkowosc
z liczbg ptytek 10x10°L. U matki tego dziecka nie wykryto
zadnych przeciwcial. Natomiast matka, u ktorej w surowicy wy-
kryto przeciwciata skierowane do GPIIb/Illa, urodzita dziecko z
matoptytkowos$cia niewielkiego stopnia — liczba ptytek ok. 100
x10%/L.

U jednego dziecka urodzonego przez matk¢ z matoptytko-
woscia wrodzona stwierdzono matoplytkowoscé.

Dyskusja

Badanie retykuloptytek jest bardzo prostym testem pozwala-
jacym oceni¢ aktywno$¢ trombopoetyczng megakariocytow ko-
biety cigzarnej z matoptytkowoscia. Jest to badanie z niewielkiej
objetosci krwi (2,7ml), doktadniejsze niz ocena ilo§ci megaptytek
na podstawie histogramu ich wielkosci z wydruku badania mor-
fologicznego krwi [19]. Zwigkszony odsetek RP u kobiet w ciazy
z matoptytkowo$cia immunologiczna w poréwnaniu do odsetka
RP u kobiet z MC pozwala na wstgpne roznicowanie tych jedno-
stek chorobowych w drugim trymestrze ciazy. Informuje lekarza
opiekujacego sig cigzarna, ze u kobiety z podwyzszonym odset-
kiem RP jest wigksze prawdopodobienstwo wystapienia mato-
ptytkowosci immunologiczne;.

Dzieci z matoptytkowos$cia najczgsciej sa rodzone przez
kobiety, u ktorych rozpoznawana jest matoptytkowos¢ immu-
nologiczna. Zabezpieczenie porodu i opieki nad noworodkiem
u kobiety z MI jest wigc bardzo istotne. Dlatego postawienie
rozpoznania MI, a przynajmniej jej przyblizenie w czasie ciazy,
utatwi postgpowanie lekarskie hematologowi, potoznikowi i neo-
natologowi.

Tabela I. Charakterystyka badanych grup.

Kobiety |\ ontrola mc mI MW
ciezarne
llos¢e 22 21 22 6
Wiek 30 28 29 28
mediana
Wiek 21-39 18-36 23-40 22-34
Zakres
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Tabela Il. Procent retykuloptytek i liczba ptytek w grupie kontrolnej i grupach kobiet z matoptytkowoscia.

Matoptytkowosé
Kobiety ciezarne Kontrola
ciezarnych immunologiczna wrodzona
% RP 5,31 9,199 14,757 14,94
SD 5,70 10,36 9,19 16,4
Liczba ptytek x 10%/L 205,26 90,95 54,67 62,88
SD 42,8 21,33 39,75 23,44

") r6znica statystycznie istotna w pordwnaniu z kontrolg. ™) roznica statystycznie istotna w poréwnaniu z grupg kobist z matoptytkowoscig cigzarnych MC

Tabela I1l. Procent retykuloptytek i liczba ptytek w grupie kontrolnej i grupach kobiet z matoptytkowoscig w drugim trymestrze - IIT (14-28 tydzien ciazy),

w trzecim trymestrze - llIT (29 tydzien cigzy — do porodu) i po porodzie.

Kontrola MC M MW
nT mT Po nT mT Po nT mT Po T 1 Po

%RP 4,33 6,74 5,71 6,92 12,96 9,61 12,319 19,26 5,00 15,10 14,67

SD 4,73 7,30 4,83 6,93 13,87 7,48 8,29 9,42 6,85 21,63 2,31
Liczba Plytek | 202,26 | 203,19 | 217,17 | 93,927 | 84,69" | 139,47 | 45,877 | 50,44’ | 80,847 | 57,60 71,67 | 71,60
SD 48,54 51,68 31,10 20,75 22,57 55,88 26,11 16,99 56,27 26,11 19,35 | 12,46

") roznica statystycznie istotna w poréwnaniu z kontrolg. ™) roznica statystycznie istotna w poréwnaniu z grupa kobiet z matoptytkowoscig cigzarych MC

Rinder i wsp. podobnie jak autorzy pracy, zaobserwowali,
ze w ciazy przebiegajacej bez matoptytkowosci nie obserwuje
si¢ wzrostu odsetka RP [20]. Srednie odsetki RP u kobiet cie-
zarnych w obu pracach byly porownywalne, 5,8%+2,2 versus
5,31%+5,70. Rinder i wsp. stwierdzili wzrost liczby retikulopty-
tek u kobiet w ciazy z nadcis$nieniem i w stanie przedrzucaw-
kowym, co wskazywato wg autoréw na wzmozenie aktywnosci
trombopoetycznej szpiku kostnego w tych stanach.

Liczba ptytek krwi jest obnizona u wszystkich kobiet z ma-
loptytkowoscia. Ocena odsetka RP pozwala wnioskowaé, czy
maloptytkowos¢ rozwingta si¢ u kobiety cigzarnej w wyniku
zaburzonego wytwarzania megakariocytow w szpiku kostnym
czy zwigkszonego niszczenia ptytek krwi we krwi obwodowe;j.
Z kolei wiadomo, ze przeciwciala przeciwptytkowe w matoptyt-
kowosci immunologicznej stwierdza sig¢ u okoto 30% chorych.
[21]. W zwiazku z tym obecnos¢ przeciwciat przeciwptytkowych
nie réznicuje rodzaju matoplytkowosci u kobiety cigzarne;.

Dwie kobiety z rozpoznana MC miaty zwigzane immuno-
globuliny na krwinkach ptytkowych. Matoptytkowo$¢é wystepo-
wata tylko u noworodkéw matek z MI niezaleznie od tego czy
stwierdzane byty w ich krwi przeciwciata przeciwptytkowe. Mat-
ka noworodka z cigzka matoptytkowoscia, z liczba ptytek okoto
10G/L, nie miata wykrywanych przeciwciat przeciwptytkowych,
a na jej ptytkach stwierdzono antygen HPA 1a, co wyklucza naj-
czgstsza przyczyng alloimmunologicznej matoptytkowosei pto-
dowo/noworodkowej (AIMP/N) spowodowana niezgodnosScia
matczyno-ptodowa w zakresie tego swoistego antygenu plytko-
wego.
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Przypadek AIMN u dziecka urodzonego przez matke z ma-
loptytkowoscia opisat Burrows i wsp. [22]. Wskazuje on na ko-
nieczno$¢ przeprowadzania badan w kierunku alloimunologicz-
nej matoptytkowosci ptodowej u kobiet w ciazy z maloptytko-
woscia, gdyz choroba ta moze bardzo nasili¢ matoptytkowos¢
u noworodka. W naszym materiale nie wystapita AIMP/N.

Whioski

Badanie przeciwciat przeciwptytkowych i oznaczanie swoi-
stych antygenow ptytkowych jest wskazane u kobiet cigzarnych
z matoplytkowoscia, poniewaz obok autoimmunizacji moze wy-
stapi¢ alloimmunizacja komplikujaca przebieg ciazy i okres oko-
toporodowy u matki i dziecka.
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