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UVOD

Druhy dil Laboratorni hematologie v prehledu — fyziologie a patofyziologie
krevni buiiky je urden $irsi odborné verejnosti se zdjmem o laboratorni hematolo-
gii. Kniha je rozdélena do dvou Cdsti. V prvé Cdsti se zabyvd morfologii, ultrastruk-
turou, metabolismem, funkci, fyziologii a patofyziologii krevnich bunék. Jsou zde
zminény nékteré anomdlie krevnich bunék, ddle cytochemickd vySetFeni tykajict se
piitomnosti depozitnich ldtek a isoenzymil v krevnich bufikdch a nékteré dalst sou-
vislosti spojené s abnormitami krevnich bunék. V posledni stati jsou zminény para-
metry krevnich bunék a jejich fyziologické hodnoty. Dal$i &dst se vénuje nékterym
aspektiim, které souvisi bud’ p¥imo nebo nep¥imo se vznikem nékterych laboratorné
zajimavych nemoci spadajicich do oblasti klinické hematologie. V knize jsou vimysl-
né vynechdny &dsti, které souvisi s léGebnymi postupy, vyskytem a frekvenci one-
mocnéni a s ddle diagnostickou a diferencidilné diagnostickou rozvahou. Tyto oblasti
nejsou prioritnim zdjmem laboratornich pracovnikii a poznatky Ize Cerpat 7 Fady ne-
ddvno vydanych velmi kvalitnich monografii, uc¢ebnic a publikaci.

Kniha vychdzi z mych dlouholetych zkuSenosti s laboratorni problematikou obo-
ru klinické hematologie. Cely soubor je pokracovdnim a rozsiFenim problematiky jii
drive publikované v ,, PFehledech laboratorni hematologie I-1V*. Soubor publikact
Prehled laboratorni hematologie rozebird tuto problematiku podle toho, zda se ta-
to tykd Cervené nebo bilé krvinky Ci krevni desticky. Soubor ,,Laboratorni hemato-
logie v prehledu* se zabyvd v prvnim dilu otdzkami souvisejicimi s krevni burikou a
krvetvorbou a ve tFetim dilu fyziologit a patofyziologii hemostdzy.

Wuzivdm této prileZitosti, abych podékoval prof. MUDr. Jaroslavu Malému, CSc.,
za celoZivotni spoluprdci a nezistné prdtelstvi. Soulasné je pro mné milou povin-
nosti podékovat i obéma recenzentim prof. MUDr. Ladislavu Chrobdkovi, CSc.,
a prof. MUDr. Karlu Smetanovi, DrSc., za velmi kvalifikovanou, diislednou a peéli-
vou recenzi této kniky. Prof. RNDr. Milosi Tichému, CSc., prof. MUDr. Ladislavu
Jebavému, primdri MUDr. Otakaru Kopeckému, CSc., MUDr. Viadimiru Maisna-
rovi, PhD., a MUDr. Davidu Beladovi dékuji za cenné pFipominky k nékterym kapi-
toldm této knihy. Podékovdni patii i pani Hané Zyklové za technické zpracovdni do-
kumentace a sefazeni jednotlivych stati v této knize. Jsem také velmi zavdzdn pani
Mgr. Véie Viacihovské za perfekini zpracovéni literdrni reSerze, pani Irené Sulcové
za vypracovdni a pFevedeni obrdzki do elektronické podoby, Mgr. Filipu Vrbackému
a Mgr. Iloné Fdtorové za mikroskopické zpracovdni a zhotoveni digitdlnich foto-
grafii a grafii k jednotlivym statim této knihy.

Predstavitelum firem A.L. Instruments a HK Credit, panu ing. L. Cimalovi a pa-
nu ing. J. Michdlkovi a dalSim firmdm dékuji za podporu pFi vyddni a pFipadnou di-
stribuci této knihy. Na zdver bych chtél podékovat i vSem dalsim spolupracovnikiim,
laborantkdm a lékarim za jejich pochopeni pro-mou prdci a své rodiné za podporu,
kterou mi poskytovala po celou dobu sepisovdni jednotlivych stati.

V Hradci Krdlové dne 10. Fijna 2006 Miroslav Pecka
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1. STRUKTURA

A MORFOLOGIE KREVNICH BUNEK

Toto obecné sloZeni bunék se vztahuje i na buriky krvetvorby a jejich zralé for-

my véetn® erytrocyth a trombocytd, které vSak neobsahuji jédro a nékteré organely
a fadi se tak mezi tzv. neiiplné bunky.

Golgiho systém — je hlavné rozvinut
v promyelocytech a secernujicich
plazmatickych burikdch. Mélo rozvi-
nut je v butikdch Cervené krevnf fady.
Endoplazmatické retikulum — je hoj-
né zejména v &asnych vyvojovych
stadiich krvetvornych bunék
a v burkaéch, které tvof{ granula a bil-
koviny, jako jsou napf. plazmocyty a

. e v Ultrastruktura pronormobtastu
plazmatlcke burnky. 1 - Jadro, 2 - jadérko, 3 - jadernd membrana,
, . L. . 4 - otvor, 5 - mitochondrie,
Chromatinovd struktura — je jemna 6 antiomsamaticks ,.,é'kfj;rr,
. . 7 - Golgih at, 8 - centriola,
u nezralych a hrub4 u zralych krev- 0= ribozémy, 10 - iysosom

nich bunék.
Jadérka — jsou velké a aktivni v nezralych bunkéch.

S dozrdvanim a stdrnutim bunék ubyvé bunéénych organel a nékteré z nich za-

nikaji. KdyZ zaniknou organely proteosyntetického aparétu, které tvoil enzymy
a bilkoviny nezbytné k Zivotu a buiika nemé nebo vycerpd svoji enzymatickou vy-
bavu, zanika.

O Neutrofilni granulocyty — zralé neutrofilni granulocyty na rozdil od nezralych

majf mélo endoplazmatického retikula, maly po€et mitochondrif a relativné ma-
19 Golgiho aparat. Obsahujf vétSinou 500-1000 specifickych granul, Casto ve
tvaru ryZe nebo Cinek. Nezralé granulocyty od stadia promyocytu maji 50-200
primarnich azurofilnich granul.

Eozinofilni granulocyty — obsahuji kolem 200 zrn s obalem tvaru vajicka.
Uvnitf zrn je enzymatickd vybava eozinofilu a jeden nebo vice krystalkad.
Bazofilni granulocyty — zrna bazofilnich leukocytd maji{ jemné vrstevnaté
usporadani, ponékud hrubsi nez u tkafiovych bazofili. Vznikaji patrné z Golgiho
aparétu.

Lymfocyty — maji jadro s jadérkem, které je viditelné u zralych forem jen po
specidlnim barveni. Mitochondrie jsou u nich ojedinélé. Nékteré lymfocyty ma-
Jji nékolik hrubych azurofilnich granul.

Monocyty — maji jddro méné hutné;jsi nez ostatn{ krevni butiky. Cytoplazma ob-
sahuje vice mitochondrif a jemnd azurofilni granula.
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Q Plazmaticka buiika retikuldrni — md cytoplazmu tvofenou pfevadZné ergasto-
plazmou s dobfe vyvinutym Golgiho apardtem.

O Tkarovy bazofil — mé cytoplazmu bohatou na zrna. Okolo zrn byvaji nékdy
vakuoly. Ve vakuolédch se rozpoustéji zrna obsahujici heparin a histamin. Obsah
vakuol se vyprazdiuje do okoli a cév.

NeiipIné buitky

Jedna se o bunéfné Gtvary ohraniené cytoplazmatickou membranou, které
nemaji jadro a chybi v nich né€které organely pfitomné v nezralych v§vojovych sta-
diich. Mezi netiplné buriky poéitime:
Q Erytrocyt
QO Krevni desticku (trombocyt)

4

1.1. Morfologie a ultrastruktura erytrocytu

K pinéni svych funkci je erytrocyt do-
konale strukturdln€ vybaven. Jeho struk-
tura je uzplisobena tak, aby erytrocyt sne-
sl opakované deformace z priméru
kolem 7.2 um ve velkych cévich na prit-
mery kolem 2 um v kapilaréach a to po ce-
lou dobu jeho Zivota v obvodové krvi
(110-120 dni).

Erytrocyty a leukocyt — rastrovaci el. snimek

Membrana erytrocytu

Membrina &ervené krvinky je nejen elasticka, ale i pevna. Do membrény miZe
omezen€ pronikat voda a nékteré anionty, ale membrana zabrariuje iniku kationtl
a bilkovin (hlavné hemoglobinu). DileZité misto zaujimd i transport sodiku
a drasliku. V membrané se uskuteCiuje vymeéna lipidii mezi erytrocyty a plazmou
(zejména fosfolipidd a cholesterolu), kterd je nezbytnd pro udrZeni Zivotaschopnosti
erytrocytu (Warda a Zeisig, 2001).

Membrana erytrocytu mé strukturu tekuté mozaiky. Na membrinu smérem do
nitra buriky navazuji dal$f proteiny, které jsou k membrané pfichyceny a tvoif sit'o-
vity skelet — tzv. membrdnovy skelet. Jedna se o polymerni dtvar, kter§ méa mikro-
tubuldmni a mikrofilamentozni strukturu. Toto usporddani do zna¢né miry ovliviiuje
tvar a deformovatelnost cervené krvinky (Nakao a spol., 1987).

Hlavni soucésti skeletu jsou kontraktilni bilkoviny (spektrin, aktin, ankyrin).

MEMBRANA ERYTROCYTU
TOSKELETARNI STRUKT

p56

Ankyrin Protein 4.2

GP1 protein

Dematin Alin AE - vyménikové systémy
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V membrané lze rozlisit:

Q vnitFni stranu membrdny: jsou k ni fixovéany kontraktilni bilkoviny hlavng
spektrin, ktery napomaha udrZet tvar erytrocytu (Bennett a Baines 2001).

QO vréi§i stranu membrdny: jsou v ni uloZeny integrdlni molekuly glykoproteind
a glykolipidd, které jsou nositeli antigennich vlastnosti Cervené krvinky, napf.
krevnich skupin (Takakuwa, 2001).

UdrZovéni stdlé struktury membrany a cytoskeletu vyZaduje znalny piisun
energie, kterou zprosttedkuje ATP vznikajici pFi glykolyze. Erytrocyt tedy potfebu-
je ATP:
® k udrieni bunééné struktury membrdiny
B pro aktivni transport bunécnou membrdnou (sodikova pumpa). V erytrocytu po-

dobné jako v jinych builkdch se udrZuje v porovndni s extraceluldrnim

prostorem vyS8f koncentrace drasliku a niZ$i koncentrace sodiku. Tento koncen-
tracni rozdil (vng€ a uvnitf buniky) je udrZovén prostrednictvim tzv. sodikové pum-
py, kterd ke své Cinnosti vyZaduje ATP. Sodikova pumpa je tvofena bilkovinnymi
slozkami, které jsou uloZeny v membrané erytrocytu. Proto jakdkoliv zména nebo
nestabilita v membrané erytrocytu, pfipadné jiné rozloZeni membranovych fosfo-
lipidd, ndsledné vede k omezeni, ¢i nedostate¢né ¢&innosti sodikové pumpy.

Omezi-li se ¢innost této pumpy, zacne do buniky pronikat sodik, vdpnik a voda.

Erytrocyt ztraci bikonkavni tvar a ziskdva tvar kulovity (zméni se na sférocyt).

Tvaroveé zménény erytrocyt je pak snadno z krevniho ob&hu vychytdvan MFS.

SCHEMA A STRUKTURA SODIKOVE A VAPNIKOVE PUMPY

Na* Ca2t

Extracelularni
prostor

??? Plazmaticka
é é membrana

Energeticky
pool
membrany

NADH
NAD

ATP/ADP
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1.2. rfologi ruktura krevni desti¢

Trombocyty nemaji jadro a proto je ]
podobné jako erytrocyty fadime mezi tzv. Neaktivovany tr ;zg;:gkavy
netiplné buiiky. Membrana trombocyti je Mitochandrie — systém
e, v e o o , oo, Denzni - ¢! Peroxizém
citlivd k fadé plsobkil, které ovliviuji weuin - -
: Z B v - v Sys
metabolické procesy a aktivaini déje A
v buiice. Tvar krevni desticky se méni JESJEN | Vi
podle stupné aktivace (Kroll a spol., e /‘ NS
Spekt Mikrotubuly
]996) - F-aktin Granula
V elektronovém mikroskopu lze Glykogen

v krevni desti¢ce rozliSit n€které mikro- Membrénovy skelet
struktury: granule, denzni téliska, ote- GPIib/lla

- . s P . . GPIb/IX o
vieny kandlkovy systém, mitochondrie, g 04444
mikrotubuly, densni tubuldrni systém LAY ) eSS
a dalsi struktury (Shattil a spol., 1987).

_
Ultrastruktura trombocytu

g AT
T ‘r’_,;f 3 st

; Otevieny
kanalkovy
e systém

Granula _
Mikrotubuly e

R A dan -

Elekronové snimky krevni desticky (p¥i¢né fezy desti¢kou)

STRUKTURA TROMBOCYTU

Podle anatomickych znaku lze v krevni destiCce vyclenit 4 oblasti:

Q Periferni oblast zahrnuje ,plazmaticky obal“, glykokalyx, membrinové
a submembréanové struktury. V této C4sti probihaji pochody na molekulami -
rovni pH interakci trombocytu s extraceluldrnim prostfedim.

Q Oblast solubilniho gelu: viskézni matrix, tvofena z prevaziné &asti fibrildrnimi
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proteiny. Sestava z obvodového pdsu mikrotubull, submembranovych filamen-
t8, mikrofilamentd a proteinové podjednotky v rovnovéze s polymerizovanymi
vldkny. Tyto struktury tvoii zdkladni jednotku desti¢kového kontraktilniho
systému.

Q Oblast organel zahmuje densnf t&liska (nemetabolicky pool), déle méné husta
téliska (alfa-granule, lysozémy, peroxizémy) a mitochondrie.

Q Membrdnové systémy s otevienym kandlkovym systémem a densnim tubular-
nim systémem.

,,Plazmaticky obal* krevni desticky

Adsorbci malého mnoZstvi plazmatickych bilkovin na povrch trombocytu si ty-
to vytvari tzv. ,,plazmaticky obal“. Kromé albuminu jej tvori hlavné fibrinogen, dé-
le ostatni koagulagni plazmaticti ¢initelé a Ca?*. Tento obal pfiznivé ovliviiuje pfil-
navost trombocytid a sehrava dileZitou tlohu pfi interakeich krevni desticky.

» Plazmaticky obal schdzf na propranych destickdch nebo na destickdch ziskanych
gradientovou centrifugaci.

Membrana krevni desticky

Membréana krevnd destiCky ma tloustku 6-10 nm a podobné sloZen{ jako mem-
brany ostatnich krvinek. Vytvéii v§ak na rozdil od ostatnich bunék poéetné hluboké
vchlipeniny do nitra desticky tzv. ofevieny kandlkovy systém.

Membrina krevni desti¢ky zahrnuje tyto slozky:

® Bilkoviny (57 %): kontraktilni (aktin, myozin, tropomyozin a jiné)
enzymy
bunécné receptory

B Lipidy (35 %):  lipoproteiny (65-75 %)
cholesterol (20-25 %)
glykolipidy (2-5 %)

W Sacharidy (8 %): glykoproteiny
glykolipidy
glukosaminy
mukopolysacharidy

Membréna je tvofena dvojvrstvou lipidi s asymetrickym uloZenim fosfolipidd
(fosfolipidy s negativnim nibojem — fosfatidyletanolamin a fosfatidylserin jsou
u desticky v klidovém stavu uloZeny ve vnitini ¢4sti membrédnové dvojvrstvy).
Podstatnou sloZkou plazmatické membrany je cholesterol, ktery je nerovnomémeé
rozdélen mezi membranové listy — v zevnim listu je dvakrat vyS${ koncentrace, nez
ve vnitinim. Cholesterol ovliviiuje pruZnost (fluiditu) membran, ddle ovliviiuje tran-
sport pfes membranu a propustnost membréan (permeabilitu). V membrané jsou vol-
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né uloZeny transmembranové proteinové
slozky zajiStujici pfenos signdlu
a prestup ldtek pfes membrénu (Chan
a spol., 1987).

» Molekuly fosfolipidii maji schopnost
difiize (podél dvojvrstvy), nebo miiZe [Zaa
po aktivaci desticky dojit k pietoCeni
dvojvrstvy destickové membrdny tzv. f§
Jlip-flop fenomén. PFi tomto kroku |
dochdzi k pretolent vnitini a vnéj3i B
¢asti fosfolipidové membrdny. Do
vnéjsi membrdny se tak dostdvd vétst §
mnoZstvi fosfotidylserinu
a fosfatidyletanolaminu.

Receptory na povrchu krevni desticky

Zachycen{ signdlu, piipadné dalsi aktivacni procesy krevni desticky jsou zpro-
sttedkovany pomoci receptorii na povrchu membrény krevni desticky. Rada biolo-
gickych procesl regulovand desti¢kami je zprostfedkovédna membranovymi glyko-
proteiny (GP). Receptori glykoproteinového typu je celd fada a oznacuji se fimskymi
¢islicemi. Tyto skupiny glykoproteind maji dal$i podskupiny oznacované malymi
pismeny abecedy. Je zndmo jiZ vice neZ 50 membrinovych glykoproteind. Kazdy
z glykoproteinti umoZiiuje po obsazeni svého vazebného mista pribéh uréitého déje.

Mimo tyto vazebné receptory md krevni desti€ka na své membréané fadu dalsich
receptord, které slouZf k navdzan{ nékterych aktivanich a stimulagnich latek (Evans
a Graham, 1988).

» Krevni desti¢ka md velké mnoZstvi risznych receptorii pravdépodobné z téchto
diivodii:
B neumi a ani nemiiZe receptory syntetizovat (nemd prisluSnou vybavu pro je-
Jich syntézu)
W krevni desticka se setkdvd s rozmanitymi typy kolagenu

Na povrchu krevni desti¢ky jsou zastoupeny tyto skupiny receptoru:

B Integriny — hlavn& GP IIb/Illa a GP Ia/Ila. Jde o nejpoCetnéji zastoupenou sku-
pinu.

8 Glykoproteiny bohaté na leucin (LRG) — komplex GP Ib/IX, ktery zprostied-
kuje adhezi krevnich desti¢ek na vWF endotelu.

B Selektiny ~ zprostfedkovdvaji interakce krevnich destiek a endotelu
s leukocyty. Na krevnich destickich se jednd zejména o selektin GMP-140
(P/selektin). Je uvoliiovédn z krevnich desticek po jejich aktivaci.
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u Imunoglobuliny — z této skupiny je piitomen PECAM-1. Je také pfitomen na
monocytech.
B Proteiny neznidmé funkce, tzv. quadraspaniny.

~ ~ . v

ERE RECE A BRA EVNI D

. , fibrinogen, vV, : i
fibranektin lilhra%eka!rlr, 3 vitronektin, vIWF,

vitranektin fibrinogen

liba UnR trombospondin
Nia kolagen

Cytaplazma

» Glykoprotein GP IV neni homologni s Zddnou z téchto skupin. PFedpoklddd se,
Ze je destickovym receptorem pro trombospondin, ddle vdze kolagen.

e v

RECEPTOROQVA MISTA NA M ANE KREVNI DESTIC
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Antigeny na povrchu krevni desticky
Na povrchu krevnf desticky nachdzime rozliéné antigeny. D€lime je na antigeny:
Q spoleéné s jinymi buiikami
Q specifické destickové antigeny

Krevni desti¢ky maji na svém povrchu navdzdny antigeny systému HLA 1. tfidy
A1 B, slabé C. Desti¢ky nejsou nositeli HLA antigenu IL. tfidy. Z krevnich systémt
erytrocytl je soucdst{ membrény erytrocytd pouze systém ABO.

Glykokalyx

Glykokalyx tvoii nejvrchngjsi vrstvu destiCkové membrany. Jde o 10-50 nm sil-
ny obal, ktery zasahuje i do vystelky otevieného kandlkového systému. Glykokalyx
tvoii prevazné glykoproteiny, z€4sti glykolipidy. Glykoproteiny jsou shodné s gly-
koproteiny jinych membrén a plni hlavné funkci receptoril.

Otevieny kandlkovy systém
(Surface conecting system)
Otevieny kandlkovy systém se skldd4
z pocetnych zvlnénych vychlipen{ desti¢-
kové membrany, které zasahuji do nitra
buriky. Systém vytvaii sit’ kandlku o pri-
méru 200-300 nm, kterd prochdzi cyto- |}
plazmou. Kandlky jsou propojeny navza-
jem a soudasné jsou spojeny s densnim |5
tubuldrnim systémem. Kandlkovy systém Q
existuje jak v neaktivnich, tak i v aktivo- \ 2
vanych destickédch. Otevieny kanalkovy systém v krevni desti¢ce
Funkce: Systém hraje diileZitou tlo-
hu ve fyziologii krevni desticky — zvétSuje povrch krevni desticky a urychluje mem-
brénovy transport. Ddle slouZi k vyplaveni obsahu granulf na povrch buiiky. Mimo
to vychytdv4 tekuté ldtky i ¢astice z bezprostfedniho okolf trombocytu.

Kontraktilni systém krevni desticky
Skldda se z poletnych vldknitych
struktur v rizném stavu polymerizace —
cytoskelet, ktery udriuje diskoidni tvar
desticky a podili se pfi jeji aktivaci na
zmeéné tvaru, tvorbé pseudopodii, vnitini
kontrakei a sekreci. Cytoskelet je tvofen
strukturami sloZenymi pouze z molekul
proteind. Cytoskeletdrni soustava buriky
sestavd z fibrildrnich element, které jsou
uloZeny v zékladni cytoplazmé mezi Struktura mikrotubul

sekreéni
granula

21



ostatnimi buné¢nymi organelami. Cytoskelet rovnéZ udrZuje jednotlivé organely na
ur¢itém fixnim mist€ vzhledem k membrané v ramci ultrastruktury krevnf desticky.
Zakladni funkci cytoskeletu je transformace chemické energie v kinetickou
(Carlsson a spol., 1979).

Podle morfologie a zejména podle zastoupeni proteinli rozdélujeme cytoskelet
na dve zdkladni strukturdln{ a funk&n{ komponenty:
Q mikrotubuly
Q mikrofilamenta

K cytoskeletu pfifazujeme i membra- B
novy a jaderny skelet. Stfedni filamenta |
nejsou v destickdch prfitomna. Nejveétsi
¢ast filament tvoif aktin. Aktin je v kli-
dovém stava v monomerni struktufe, po
aktivaci polymeruje. Dalsi latkou, ktera
je souldsti mikrofilament je profilin. '
Je to protein, kter§ vaZe monomery akti- o< SER TN
nu a tim zabrafiuje jeho polymeraci. Struktura kontraktilnich proteinit
Komplex profilin — aktin je nazgvan pro- pod membranou trombocytu (el. snimek)
filaktin. Profilin je dlleZity regulaén{
protein, ktery mimo jiné ovliviiuje i bunécné metabolické procesy. Dalsim protei-
nem z této skupiny je tzv. protein vdzajici aktin (ABP), ktery véaZe aktin za tvorby
gelu.

Na kontrakci mikrofilamentozni sité
se podili myozin, hexamer, ktery se po-
dobné jako aktin nalézd v cytoplazmé kli-
dovych desticek. K dal§im proteinim
mikrofilamentarn{ struktury v krevnich
destickdch se fadi spektrin, gelsolin,
a-aktinin, tropomyozin, talin a kaldes-
mon. Zakladn{ hybnou jednotkou mikro-
filamentd je aktinmyozinovy komplex.
Systém mikrofilamentl je odpovédny za
zménu tvaru desti¢ky, vytvéreni pseudo- :
podif a je fizen obsazenim membrdno- | - T oM £
vych receptorlt (Sheetz, 1996).

Zgkladni stavebni jednotkou mikro-
tubulii je protein tubulin, ktery je polymerizovany do tvaru trubi¢ek. Mikrotubuly
se sklddaji z 824 kruhovych dtvarlt o priméru 25 nm. Struktura trombocytu je
udrZovéna prstencem mikrotubulli. V neaktivované desticce jsou mikrotubuly ulo-
#ené na obvodu, tésn€ pod plazmatickou membranou, ke které jsou fixovany akti-
novymi vldkny. Pii stimulaci krevni destic¢ky dochdzi k potladeni tvorby mikrotu-

Mikrofilamenta v krevni desti¢ce (el. snimek)
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buld a tim k naruSeni mikrotubulinového prstence. Mikrotubuly tedy udrzuji dis-
koidn{ tvar trombocytu (cytoskelet) a podileji se na pfesunech granuli a na sekreci
jejich obsahu (uvoliiovaci reakce). Samy nemaji schopnost kontrakce, tu jim zajis-
t'uji mikrofilamenta (Kenney a Linck, 1985).

tubulin mikrotubulus
Lo SECB O B®OBDD
(1 tvorba mikrotubulti BDOBDOBDO®OD
= 0 O - ﬂ} F Y=f X=X =% J=1F=
-. escececs®S 2| 0mm
: degradace mikrotubulii ..%..%).QOC)O.OC)O

Tvorba a degradace mikrotubuli

Granula krevni desti¢ky
V cytoplazmée desticek se vyskytuje nékolik

typl sekrecnich a skladovacich sférickych gra-

nuli ohrani€enych membranou. V neaktivované
desticce jsou granule volné rozptyleny, pfi jeji
aktivaci se zaCinaji seskupovat smérem do cen- [EHe :
ralnf &4sti krevni desti€ky. V granulich jsou u- [EESES tevieny
skladnény Cetné latky, které se uvoliiujf beher [N s wadd
uvolnovaci reakce do prostiedf. Y, A
Rozliujeme:
U denzni granula: 6-8 granuli o priméru
80-150 nm v 1 desti¢ce, obsahuji: ADP,
ATP, serotonin (pfejimajf jej z extraceluldrni-
ho prostoru) a CaZ*
QO a-granula: 10-15 granuli o priméru Wi
150-300 nm v 1 destitce, granula obsahuji: ~ yratenks vez Yrevnf destidkon
B proteiny tvofené pfi vyvoji megakaryo- (OCS - otevieny kandlkovy systém,
cytu: vVWF, PF4, B-TG GL a GR - ganula)

W proteiny absorbované z plazmy megaka-
ryocyty pomoci endocytozy: IgG, IgA, fibrinogen, albumin

B slozky membrdny granuli, které se po vyplaveni fixuji na povrchu krevni de-
sticky: GPIIb/Ila

WU lysozomy: jsou tvaru mikrosomdlnich vezikul o priméru 175-250 nm, obsahu-
Ji: hydrolytické enzymy (8-glukuroniddzu, kyselou fosfatdzu), které secernuji po
aktivaci krevni desticky trombinem nebo kolagenem.

Q peroxizémy, obsahuji: glutathionperoxiddzu

> Trombocyty serotonin vychytdvaji z plazmy. Jeho zdrojem je stfevni sliznice, kte-
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rd obsahuje aZ 90 % serotoninu celkem pFitomného v organizmu. Serotonin vy-
voldvd krdtkodobou vazokonstrikci. Na vnéjst podnét miZe byt serotonin uvol-
nén rychle (béhem 10—120 s) nebo pomalu (béhem 30 minut aZ 4 hodin).

Mitochondrie + glykogen

Mitochondrie zaujimajf asi 3 % z celkového objemu krevni desticky. Jsou ener-
getickym zdrojem bunky. Energii pro ¢innost buriky ziskdvaji oxidativni fosforyla-
ci. Pfedpoklddd se, Ze v nich probihd syntéza nékterych desti€Ckovych proteind (de-
stickovy Cinitel 4 PF4 — platelet factor 4, B-tromboglobulin a destickovy aktivaéni
faktor PAF — platelet activating factor). V omezené mite vychytavaji a skladujf vol-
ny nitrobunéény vapnik.

Densni tubuldrni systém

Densni tubuldrni systém je analogem hladkého endoplazmatického retikula,
neobsahuje v8ak ribozémy. Vytvaii souvislou sit’ izkych kandlkd. Misty je spojen
s otevienym kandlkovym systémem. Jsou zde uloZeny nekteré enzymy (napf. enzy-
my cyklu kyseliny arachidonové) nezbytné k syntéze prostaglandin, TXA,
a nékterych bilkovin. Je zdsobnikem pro Ca?* a podili se na jeho pfesunech uvnitf
buriky a na aktivaci kontraktilniho systému.

Cytoplazma krevnich desticek

V cytoplazmé krevnich desti¢ek byly nalezeny i nékteré riistové faktory:

B Destickovy riistovy faktor (PDGF — platelet derived growth factor) — je dule-
Zity pro normdlin{ rdst a vyvoj.

B Destickovy transformacini ristovy faktor B (pTGF B — platelet transforming
growth factor P) — peptid, ktery inhibuje bunéény rist a transformaci bunék.

8 Epidermadlni ristovy faktor (EGF ~ ephidermal growth factor).
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2. MORFOLOGIE KREVNICH BUNEK

Zmény morfologie krevnich bun€k posuzujeme ze dvou hledisek. Hodnotime
bud jednotlivé buiiky (tvar, struktura, barvitelnost) nebo pfihliZzime k jejich pomé&r-
nému zastoupeni v celkovém poétu vSech hodnocenych bunék — hodnotime tzv. stav
buné&€ného typu v systému. O stavu mluvime vétsinou tehdy, pokud dany morfolo-
gicky typ pfesdhne hodnotu 0,1 (dfive 10 % ~ napt. o mikrocytoze mluvime tehdy,
pfesdhne-li poéet mikrocytd ze v8ech hodnocenych erytrocyti 10 %):

W Hodnoceni morfologie jednotlivich bunék — napt. mikrocyt, poikilocyt, echi-
nocyt aj.

® Hodnoceni pomérného zastoupeni (stav) — napt. mikrocytoza, poikilocytoza,
anizocytoza aj.

V obvodové krvi se mohou nachazet anomalie:
Q@ Cervené krvinky (v&etng vyskytu plasmodif)
O Bilé krvinky

A Krevnf desticky

2.1. Anomalie ¢ervenvch krvi

Normocyty

Normocyty jsou normdlni ¢ervené krvinky jak co do velikosti, tak i tvaru
a barvitelnosti. Normocyt md z ¢elnfho pohledu tvar kulatého teréiku. Bikonkdvni
tvar normdlni ¢ervené krvinky vytvadii pri Celnim pohledu obraz stfedového pro-
svétleni uvnitf bufiky s bohat§im prstencem obarveného hemoglobinu smérem
k erytrocytdrni membréané.

Patologické zmény cervené krvinky
Patologické zmeény Cervenych krvinek se projevuji zménou jejich tvaru, veli-
kosti a barvitelnosti, popf. i zménou funkce v porovndni s normocytem.

Normocyt — rastrovaci el. mikroskop

s N = e

Normocyt ~ periferni krev
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MORFOL KE ANOMALJE CERVENE KRVINK

Tvar Zabarven{ Inkluze Membrina
ﬁ_ echinocyty D hypochromézie I Howellova-Tollyho tliska gagludnace
§ eliptocyty “ polychromézie l paraziti J'EI hemoglobin C
@ poikilocyty 1_._{ sférocyty H bazofilni te¢kovani gr stomatocyty
II schistocyty ;@j_ leptocyty
L Velikost
77 drepanceyty @@ 2vizocytoza

[ dakrocyt -
1![ yy ‘ makrocyty

E mikrocyty

V krevnich natérech miiZeme hodnotit tyto zmény cervenych krvinek:
QU odchylky velikosti: mikrocyty, makrocyty
O odchylky tvaru:;

W kulaty teréik: planocyty, anulocyty, leptocyty, sférocyty, achromocyty

B jiny tvar teréiku: ovalocyty, drepanocyty, poikilocyty, schistocyty, akantocyty
stomatocyty, echinocyty,

QO odchylky zbarveni: hypochromie, anizochromie, polychromazie

Q vyskyt zrn, télisek, prstencii: bazofilni teckovdni, Heinzova téliska, Howellova-
-Jollyho téliska, Cobotovy-Schleipovy prstence

Q jiné zmény a formace : karyorexe, penizkovaténi, plasmodia

21.1. elikosti

Mikrocyty
(fecky: mikros = maly, kytos = burnka)

Jde o krvinky s bikonkdvnim tvarem podobné jako normocyty, ale s priimérem
menSim ne 6.7 wm a MCV mensim neZ 80 fl. Jsou tenéi neZ normocyty
a v panopticky obarveném natémm maji svétlejsi zabarveni neZ normocyty (je to da-
né men3i tloustkou erytrocytu).

Vyskyt: u anémif z nedostatku Zeleza (sideropenické anémie), u anémif z neschop-
nosti vélenit Zelezo do hemu (sideroblastické anémie, anémie chronickych onemoc-
nénf) a u vrozenych poruch tvorby hemoglobinu (talasemie, hemoglobinopatie).

Makrocyty
(fecky: makros = velky, kytos = buiika)

Jde o krvinky rovnéZ s bikonkdvnim tvarem srovnatelnym s normocytem, ale
s primérem vét§im nez 7.7 pun a MCV vétsim neZ 97 fl.

27



Vyskyt: nachdzi se napf. u stavil s nedostatkem vitaminu B, a kyseliny listové,
u nemocnych s priméarni poruchou metabolizmu nukleovych kyselin (MDS, aplas-
tickd anémie).

» V pFipadé, Ze erytrocyt je menSi nebo vétsi neZ normocyt, pouzivime také ndzvu
mikrocyt a makrocyt, ale spiSe by se v tomto pFipadé mélo mluvit o malych nebo
velkych erytrocytech, protoZe ndzvy mikrocyt a makrocyt jsou piesné definované
bunécné charakteristky. Pokud popisujeme v ndtéru mikrocytozu nebo makrocy-
tozu jako stavy, pak o nich plati totéz, co o anizocytoze (viz ddle).

T 0.0 0Z® @5 &
e, .o o  10® 5 0% o

o S ) el MRE ETTR S
Makrocyty — periferni krev

Anizocytoza
(fecky: an-isos = nestejny,
kytos = buiika)

V krevnim natéru i za fyziologickych
podminek miZeme nalézt uréité procento
erytrocytl, které jsou mensi nebo vé&ts{
nez normocyty. Pokud jsou v nitéru pfi-
tomny nestejné velké erytrocyty, mluvi-
me O anizocyfoze erytrocytd. Popisuje-
me-li v8ak krevni nétér, tak za anizocytozu - :
povaZujeme a% stav, kdy v popisované Anizocytoza — periferni krev
nitéru je piftomno z celkového poétu hodnocenych erytrocytd vice neZ 10 %
erytrocytit o nestejné velikosti.

Anizocytoza je tedy stav u kterého je zvySené zastoupeni mikrocytd nebo mak-
rocytii. Mohou nastat tyto pfipady:
soudasny vyskyt mikrocytd a normocytd
soucasny vyskyt makrocytli a normocyti
soucasny vyskyt mikrocytd a makrocytt
soucasny vyskyt mikrocytd, normocyti a makrocyti
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2.1.2. Odchylky tvaru
KULATY TVAR TERCIKU

Planocyty
(planus = plochy, kytos = buiika)

Nachézi-1i se zvldst’ tenké erytrocyty popisujeme je jako planocyty. Maji mens{
MCYV neZ normocyt, ale MCD maji stejné jako normocyt.

Anulocyty
(anulus = prstenec, kytos = buiika)

U anulocytli jde o erytrocyty velmi chudé na hemoglobin, ktery byvd uloZen na
obvodé krvinky v podobé prstence. Stfed krvinky se zd4 jakoby vyplaven. Majf vy-
razné mensi MCV neZ normocyt, ale MCD maji stejné jako normocyt.

Vyskyt: u tézkych sideropenickych anémii.

A
Planocyty ~ rastrovaci el. snimek Anulocyty — rastrovaci el. snimek
Leptocyty
(fecky: leptos = Gzky, kytos = buika)

(Teréovité erytrocyty — Target cells)

Leptocyty — rastrovaci el. snimek

Leptocyty — periferni krev
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Leptocyty jsou tenké erytrocyty, chudé na hemoglobin, ktery je uloZen na ob-
vodé a v centru krvinky — v mistg, kde se velkd membrdna nedostate¢né vyplnéné-
ho erytrocytu mimeé vyklenuje (pfipominaji mexicky klobouk).

Vyskyt: pfi anémiich, z nedostatku Zeleza. Jsou vSak typickym nilezem
u hemolytické anémie z poruchy hemoglobinu (talasemie, hemoglobinopatie C)
a u chronickych poruch jaterni buiiky (Crook, 1998).

Sférocyty
(tecky: sphaira = koule, kytos = bunka)

Stérocyty jsou erytrocyty kulovitého nebo bochnikovitého tvaru. Jejich tloustka
je kolem 3 um a priimér je mensi neZ 6,7 um. Pro svou tloustku se barvi ndpadné
syté aZ hnédocervené. Tvorba sferocytdl je zndmkou sniZené Zivotaschopnosti eryt-
rocytd v disledku malych zdsob ATP. Sférocyty se zachycuji v kapilérdch sleziny
a jsou tam pohlceny makrofdgy. Vyskytuji-li se ve vice neZ 10 %, popisujeme tento
stav jako sférocytozu.

Vyskyt: u vrozené sférocytozy, znadmky starnuti erytrocyti.

T o9 g.ﬁ_g )

Sférocyty — periferni krev

Achromocyty
(fecky: chroma = barva,
kytos = bunka)

Achromocyty jsou velmi svétlé riZo-
vé erytrocyty. Jde vlastné jen o obarvené
membrdny erytrocytii, ze kterych se he-

moglobin vyplavil. N&kdy je moZné - o ij
v téchto krvinkdch nalézt i retikulo-fila- - e N
mentozni substanci pak se oznaluji jako e . '_m g

) g =
Achromocyty — periferni krev

achromoretikulocyty.
Vyskyt: u té€Zkych anémii.
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JINY TVAR TERCIKU

Drepanocyty
(fecky: drepanom = srp, kytos = buiika)
(srpkovité erytrocyty)
Erytrocyty, které maji #izky mésickovity aZ srpkovity tvar zvyraznény zejména
pfi nedostatku kysliku, se nazyvaji drepanocyty.
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Drepanocyty — periferni krev

Maji spirdlovité zménénou molekulu
HbS (mutace v 6. sekvenci B-globinové-
ho fetézce). Tato molekula se zejména pii
nedostatku kysliku uspofddd spirdlovit®
a tim se ménf{ tvar erytrocytu. Tyto eryt-
rocyty jsou odoln€j§i k hypotonickym
roztoklim NaCl (zv§Send osmoticka rezi-
stence). Drepanocyt Normocyt

Poikilocyty
(fecky: poikilos = rlizny, kytos = buiika)

Poikilocyty jsou erytrocyty riizného, nékdy aZ bizarniho tvaru. Nejcastsji maji
tvar visici vodni kapky nebo hrusky. Vyskytuji-li se tyto ttvary ve vice nez 10 %,
mluvime o poikilocytoze (Marsh 1966).

Vyskyt: u téZkych anémii

Ovalocyty, Eliptocyty
(ovalis = ovélny, ellipticus = vej€ity, kytos = buiika)

Ovalocyty jsou erytrocyty ovdlného tvaru. Jsou-li pfitomny ve vice nez 10 %,
v populaci normocytd mluvime o ovalocytoze (Rodgers a spol., 1999).

Vyskyt: dédind ovalocytoza (v krvi 25-90 % ovalocytu).
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Poikilocyty — periferni krev

Eliptocyty — periferni krev

Echinocyty
(tecky: echinos = jeiek, kytos = buiika)
Echinocyty byly poprvé popsdny Ponderem v roce 1948 (Ponder, 1948). Jedn4 se
o erytrocyty pfipominajici zdanlivé konfiguraci povrchu jezka.
Vyskyt: mohou se vyskytnout u nemocnych po bypassu, nékdy i po transfuzi.
In vitro — jako artefakt starsi krve.
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Echinocyty — periferni krev

Echinocyty — rastrovaci el. snimek

Akantocyty (foto viz. vedlejsi strana)
(fecky: akantha = bodlék, trn, kytos = burnka)

Akantocyty jsou erytrocyty s ostnatymi vybéZky. Vznikaji pfi nedostatku $-lipo-
proteinli v membrané erytrocytd (Salt a spol., 1960). Vyskytuji-li se ve vice nez
10 %, popisujeme tento stav jako akantocytozu.

Vyskyt: pfi a-beta lipoproteinemii a pri alkoholickém poSkozenf jater.

In vitro — jako artefakt v hypotonickych roztocich.

Stomatocyty (foto viz. vedlejs{ strana)
(fecky: stoma-stomatos = Usta, kytos = buiika)

Stomatocyty jsou erytrocyty tvaru pootevienych tst. Vyskytuji-li se ve vice nez
10 %, popisujeme tento stav jako stomatocytozu.

Vyskyt: vrozend stomatocytoza (Lock 1961), alkoholicka cirhéza jater.
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Stomatocyty — periferni krev

Stomatocyty — rastrovaci el. snimek

Slzovité (kapkovité) erytrocyty
(fecky: dakryon = slza, kytos = buiika)
(Dacrocyty, Tear drops)

Dakrocyty jsou erytrocyty tvaru slzy
nebo kapky. Nachézi se u myelofibrésy
a u ostatnich myeloproliferativnich nemo-
ci, dale u perniciézni anémie, u talasemie,
myeloidni metaplazie a u nékterych hemo-

lytickych anémii. Dakrocyty — periferni krev

Keratocyty
(fecky: keras = roh,
kytos = bunka)
Keratocyty jsou rohovité erytrocyty,
které mohou mit jeden nebo dva vybézky.
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Schistocyty (schizocyty)

(fecky: schistos = roz§tépeny,
schizo = §tipam, kytos = buiika) T
Schistocyty jsou dtriky erytrocyti, | -
Casto tvaru helmice i prasklé vajecné |
skoFdpky, vznikajici pfetrZzenim erytrocy-
tu na fibrinovych vlaknech (Marsh 1966).

Vyskyt: mikroangiopatickd hemoly-
tickd anémie (MAHA — microangiopat- |
hic hemolytic anemia), a tromboticka =
trombocytopenické purpura. Schizocyty

2 kv z ni

Pfi spravném panoptickém barveni maji vSechny erytrocyty podobné zbarveni
do riiZova, pfi pfebarveni do hnéda. U chorobnych stavi se erytrocyty mohou zbar-
vit rizné.

Hypochromie
(fecky: hypo = pod, chroma = barva)

Hypochromie ukazuje na sniZeny obsah hemoglobinu v erytrocytu. Erytrocyty
se barvi méné intenzivng, centralni projasnéni je vét$i neZ u normocytu.

Vyskyt: u sideropenickych anémii

Polychromazie
(fecky: polys = mnohy, chroma = barva)

Ptfi polychromazii se nachézi erytrocyty s modravym nebo $edofialovym nédde-
chem. Toto zbarven{ je vyvoldno pFitomnosti jesté cdstecné bazofilni cytoplazmy se
zbytkovym mnoZstvim RNA. Jde o mladé erytrocyty, véts$i neZ normocyty. Polychro-

Polychromazie — periferni krev

Hypochromie — periferni krev
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mazie svéd¢f o nevyzrdlém charakteru cytoplazmy ve v§voji éervené fady. Pfi pra-
vé polychromazii maji tento niddech jen nékteré erytrocyty — rozdil od nepravé po-
lychromazie. Casto to jsou retikulocyty.

» U nepravé polychromazie jsou do modra zbarveny vSechny erytrocyty — jde
o artefakt pFi poufiti nesprdvné techniky barveni nebo o nekvalitni barviva.

Vyskyt: zvjsené vyplavovan{ mladsich erytrocytl pii zvy¥ené produkci kostni
dfené (u novorozenct, pfi polycytemii a u metastdz nddord do kostni dfené).

Anizochromie - - b
(fecky: an-isos = nestejny, P [ *' 2 {:; 'ﬁk'};
chroma = barva) ar ogf) B SUS O
Nestejny  obsah  hemoglobinu "‘w'm)__‘g il . « £
v erytrocytech, vede k jejich odli¥né bar- A

vitelnosti - anizochromii. | o L
U anizochromie se nachéz{ jak erytrocy- 1* * .. 3 - q
ty, které se barvi normélné, tak erytrocyty, \ ! ' 3
M. »
o Q0" ~
Anizochromie — perifern{ krev - [ 2 P £ 3 e

které se barvi slabé.

2,14.Vy inkluzi, téli r

Bazofilni teckovani erytrocyta

V erytrocytech se nachdzi jemnd, malokdy hrubsf zrmka, syt€ tmavomodra. Tato
zina jsou zbytkem bazofilni cytoplazmy erytroblastii. Jde o agregdty RNA, respek-
tive ribozomu, které neprochdzi fyziologickym metabolizmem.

Vyskyt: u anémif vyvolanych intoxikaci kovy a pfipadné i jinymi faktory, vet-
né nékterych cytostatik a t&Zkych infekei.

Fyziologické hodnoty: méné nez 0,0003 (300 bazofiiné teckovanych erytrocy-
ti/1 milion erytrocytii)

» K dokonalému obarveni se poZivd specidlniho barveni Mansonovym roztokem.

Heinzova téliska

Heinzova téliska jsou vlastné denaturovanym hemoglobinem. Jsou zndmkou
oxidace a denaturace globinového Fetézce viivem zmény metabolizmu erytrocyti,
pii které glykolytické enzymy nejsou schopné produkovat dostatek redukénich 14-
tek (NADPH a glutathtionu). Vznikaji precipitaci oxidovaného hemoglobinu
a bilkovin stromatu na membrdné erytrocytu. Na obvodé€ Cervené krvinky tvoii o-
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vélné, modfe se barvici dtvary (Jacob, 1970). K jejich prikazu je tieba pouZit spe-
cidlnich barvicich technik tzv. vitdlni barviva napt. nilskd modF, krystalovd violet
(Schwab a Lewis, 1969).

» U starSich erytrocytii klesd postupné aktivita jednotlivych glykolytickych enzymii
a zvysuje se pravdépodobnost tvorby Heinzovych télisek.

Vyskyt: nachaz{ se hlavné v pfitomnosti nestabilnich hemoglobind, pfi nedostat-
ku nékterych glykolytickych enzymi G-6-PDH a po uZivdni oxida&nich litek (sul-
fonamidy, antimalarika, streptomycin aj.). Poet Heinzovych télisek se zvy¥uje po
operacich sleziny (sniZuje se schopnost organizmu vychytdvat zménéné erytrocyty).

» Na specifickd vazebnd mista erytrocytové membrdny se vdzou jak molekuly Hb,
tak produkty jeho oxidaéniho odbourdvdni, oznadované jako hemichrdmy.
Hemichrémy labilizuji membrdnu erytrocytu a jejim rozpadem vyvoldvaji vznik

Bazofilni te¢kovani — periferni krev

hemolytické reakce (Jacob 1970).

Howellova-Jollyho téliska .
Vznikaji pravdépodobné ze zbytkii |
Jadernych chromozomii. Jsou to 1-3 Cer-
venofialovd aZ zafivé lervené zbarvend |-
téliska, 0,5-1 um velk4. Jsou-li zbytky | —
jédra nepatmé, oznacuji se jako chroma-
tinovy prach nebo azurofilni teckovdni.
Vyskyt: po splenektomii a u perni-

ciéznf anémie. b o Py AR ol
Howellova-Jollyho téliska ~ periferni krev

Pappenheimerova téliska
Jsou granula obsahujici 7elezo, kterd
jsou viditelnd v b&Zném panoptickém barveni tehdy, je-li Zelezo agregovéno
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s mitochondriemi a ribozémy. Casto vy-
tvari drobné chomacky, které jsou vyvo- |
lany barvenim proteini vazajicich Zele-
zo. Nachézi se u tézkych forem anémif,
u talasemie a po splenektomii
(Pappenhei-mer a spol., 1945).

Pappenheimerova téliska — periferni krev

Cabotovy-Schleipovy prstence

Jsou zbytkem jaderné membrdny
erytroblastii. Nachézi se fialové Cervené
aZ tmavé Cervené tenké krouzky, klicky
nebo smycky. Krvinky ve kterych se na-
1€zaji tyto Gtvary vykazuji i jiné znamky
nezralosti (bazofilie).

Cabotiiv-Schleipiiv prstenec

2.1.5, Jiné zmény a formace

Karyorexe
(fecky: karyon = jadro, rhexis = roztrzenf)

Porucha ve vypuzovdni jddra, které se rozpadne na izolované veétS{ hrudky
(expulse jadra).

» Za normdlnich okolnosti je jddro normoblastu 7 buriky aktivné vypuzeno. Burika se
nékolikrdt svrasti, jddro se ztenci, nabude prechodné tvaru uprostred zaskrceného,
kdy jedna jeho &dst jiZ opustila buriku a posléze je celé vytlaceno z buiiky. Za pa-
tologickych stavii se viak jddro z bufiky nevypudi, rozdrobi se nebo se scvrkne.

Penizkovaténi erytrocytii —

Erytrocyty i v tenkych mistech prepa- @&
ratu se kladou vzdjemné na sebe podob-
né jako sloupce minci. Penizkovat®ni | ¢

Rozdil mezi penizkovaténim a aglutinaci [
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erytrocytll je pfiznakem zménénych reologickych poméri CGervenych krvinek
v pfitomnosti paraproteinti v krevni plazmé a pii hyperfibrinogenemii.
Vyskyt: monoklonélni gamapatie

Penizkovaténi erytrocytii — periferni krev

Karyeorexe — periferni krev

Plazmodia v erytrocytech
Viz kapitola krevn{ paraziti.
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2.2, Zmény morfologie bilé krvinky

Zmény morfologie bilé krvinky se tykaji zmén v utvaren{ jadra, zmén{ a inkluz{
v cytoplazmgé.

FYZIOLOGICKE

Sexchromatin

V nékterych granulocytech, zejména segmentovanych, méné eozinofilnich
a bazofilnich se mohou nachdzet zbytky jaderného chromatinu, ktery ziistdvd nit-
kovitym vybéZkem spojen s jadrem. Vytvaii tak pifivésky tvaru bubnové palicky.
Kromé toho mohou byt na jidfe vyénélky tvaru kapky, pupence, hrubsich vidken,
ty¢ek nebo hdckii, kterych byva na jednom jadie i vice. Jaderné vyb&zky predsta-
vuji pohlavni chromatin (sexchromatin), ktery se barvi na rozdil od ostatni hmoty
jddra vyrazng syté. U Zen se nachdzi zejména vyb&Zzky tvaru bubnové palicky, o-
statni druhy jsou pfitomny u muZl i u Zen. Pfivésky tvori neaktivni chromozom
X (druhy chromozom je u Zen aktivni).

. > NS
atin — tvary bubnové pali¢ky

> JestliZe pFi vyhodnocovdni ndtéru nalezneme u 500 granulocyti vice nez 6 vy-
bézki tvaru bubnové palicky jednd se s velkou pravdépodobnosti o krevni ndtér
pochdzejici od Zeny. Jde viak jen o orientacni metodu, kterd se vyuZivala drive
v soudnim lékaFstvi. Prumérné pFipadd asi 30 riiznych vybéZki na 500 granulo-
cyti.

Filamentozni a nefilamentozni granulocyty

Struktura segmentovanych casti zralych granulocytli je velmi rozmanitd
a vykazuje fadu odlinosti. Zajimavym se ukazuje sledovani tzv. filamentoznich
granulocytii, tj. granulocytd, u kterych jsou &4sti jadra spojeny jemnym vidknem —
filamentem. Druh4 hodnocend skupina pak predstavuje granulocyty s jadernymi
segmenty, které jsou bud zcela oddélené nebo riiznym zpisobem pospojované — ne-
[filamentozni granulocyty.
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Filamentozni a nefilamentozni granulocyty

» DFive toto vySetieni mélo vyznam u diagnostiky Crohnovy nemoci, u které se
v aktivnim stadiu onemocnéni nachdzel zvySeny vyskyt filamentoznich granulo-
cytii.

ANOMALIE BiLE KRVINKY
Poruchy velikosti

Pelgerova-Hiietova anomadlie (PH-anomalie)

Holandsky lékai Karel Pelger (1885-1931) popsal v roce 1925 anomdilie proje-
vujict se poruchou segmentace jader granulocyti. Hiiet v roce 1932 popsal tuto
anomdlii jako dédi¢nou a benigni.

PH-anomdlie je vrozend autozomdln¢ dominantni porucha, kterd se projevuje
sniZenou segmentaci neutrofilnich leukocyti (segmenty se skladaji maximalng ze
dvou &ésti). VEétSina segmentli ma pali¢kovité nebo i kulaté jadro. Granulocyty nej-
méné ve 20-50 % nemajf jadro &lenéné na segmenty bud viibec, nebo jsou piftom-
na nejvyse dvousegmentovand jédra (tvarem pfipominajici &inky, bryle nebo bursky
ofiSek). V porovnani s normdlnimi neutrofily vypadaji segmenty jakoby stlatené.
Jaderny chromatin je velmi hruby, segmentované €asti chromatinu byvaji spojeny
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tenkym chromatinovym mustkem. Funkce granulocytli neni naru$ena, je normaél-
ni. Rozeznavdme formu heterozygotni a homozygotni. U homozygotni formy ne-
nachézime u neutrofilli prakticky Zddné ¢lenéni jadra a jaderné segmenty jsou zakula-
cené.

Pseudo PH-anomdlie

Nachézi se obdobné zmény jako u vrozené PH-anomélie. Casteji se nachazi hy-
pogranuldrni formy neutrofild.

Vyskyt: u t€Zkych infekcf, u akutni myeloidni leukemie s myelodysplastickymi
zménami, u myelodysplastického syndromu, u chronické myeloidni leukemie bé&-
hem akcelerované fize onemocnéni, u metastiaz karcinomui v kostn{ dfeni a s touto
formou se lze setkat i po podan{ nékterych 16kd (napft. sulfoamidy).

Pseudo Pelgerova-Hiietova anomalie u neutrofilnich granulocyti

Hypersegmentace neutrofild

ZvySeni poctu jadernych iisekd u vyzralych forem neutrofilnich leukocyti.
Za normdlnich okolnosti se primémé v jednom segmentovanem granulocytu na-
chézi kolem 3 jadernych dsekl. Polet nad 6 svédéi pro hypersegmentaci. MiZe se
nachédzet i 10-12 jadernych dsekli, vétSinou spojenych tenkymi chromatinovymi
mustky. Funkce neutrofild nen{ narusena (Westerman a spol., 1999).

Vyskyt: existuje 1 dédi¢nd forma této anomadlie, ale vetSinou jde o sekundarni
projevy vyvolané nedostatkem vit. By, a kyseliny listové (megaloblastové anémie).
Vyskytuje se i po cytostatické 1é€b€, zejména metotrexdtem.

» Za normdlnich okolnosti se primérné v jednom segmentovanem granulocytu na-
chdzi kolem 3 jadernych tisekii. PocCet nad 6 svéd&i pro hypersegmentaci.

Obrovské granulocyty

Jde o vrozené onemocnéni, pti kterém se v ndt€rech obvodové krve nachazi vel-
ké granulocyty. Primér takto zménénych granulocytd pfesahuje 2-3ndsobek nor-
malniho priméru.

Vyskyt: hlavng jako sekunddrni projev pri myelodysplazii a po poddni cytostatik.
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Hypersegmentace granulocytii Obrovské granulocyty

Alderova-Reillyho konstitu¢ni anomalie granulocytti

Byla poprvé popsdna Alderem (1939) a pozdéji Reilym (1941).

Tato konstituéni anomaélie je charakteristickd krubou azurofilni granulaci neu-
trofilii, eozinofilii, bazofili a n€kdy i monocytl a lymfocyti. Byva viditelné jidro,
vétSinou je vSak granulemi zakryto. V bunikach se nachazi etnd pomémeé velkd hru-
b4 tmavé zrna, podobnd bazofilni granulaci. V kostni dfeni se tato granula vyskytu-
ji jen u méné zralych forem granulocytd. Jde o defekt bunécného metabolizmmu bil-
kovin a sacharidi, které nepodléhaji enzymatickym degradaénim procestim
(dochdzi ke hromadéni mukopolysacharidii v lysozomdlnim apardtu buriky). Funkce
granulocytd tim neni naru$ena.

Vyskyt: nachazi se u tezaurismoéz s poruchami metabolizmu bilkovin, ¢i sachari-
di. Nachézi se zejména tam, kde je vystuptiovany bunéény obrat (CML, talasemie aj.).

Chediakova-Steinbrinckova-Higashiho anomalie
Syndrom byl poprvé popsdn r. 1943 Cezarem, pozdéji Chediakem a Higashim.
U této anomdlie se nachdzi v cytoplazmeé obrovské amorfni peroxiddzo-pozitiv-
ni granule (primér aZ 4 um). Tyto granule nesnadno fdzuji, vdzne fagocytoza.

st

Alderova-Riellyho anomalie Chediakova-Steinbrinckova-
-Higashiho anomadlie u neutrofili
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Zmény se tykajf granulace a jadernych struktur viech leukocytd. Jde o zfidka se vy-
skytujici autozomdlné recesivni defekt na tirovni membrédny (sloZeni sfingolipidii)
a defekt v inhibici tvorby mikrotubulii, které vedou k ochromeni migrace
a degranulace. Je rovnéZ naruSena cytotoxicita a zpracovan{ antigenu. Anomélie by-
vé spojena i s jinymi v§vojovymi zménami koZni tkdn&, kosti a jinych orgént. Cas-
to se pfidruZuje pancytopenie. Defekt doprovazi ¢asté infekéni komplikace, nebo
nékteré dals{ abnormity (albinismus, mentaln{ retardace).

Toxické zrnéni
(Toxick4 granulace)

Pii t€Zkych infekcich, otravach a po podédni nékterych 1éki, zejména cytostatik,
mohou byt v leukocytech pftomna azurofilni granula — tzv. toxickd granulace.
Granula se barvi Cervenohnéd€ nebo Cervenofialové a vypliuji plazmu bilych krvi-
nek bud difiizn nebo jsou nepravidelné rozloZeny mezi normalnimi neutrofilnimi
granulemi. Morfologicky je moZné rozliSit toxicka granula: jemnd, stfedni a hruba
(Smetana, 2005). Toto rozliSeni se dfive hojné pouZivalo, v soucasné dobé se od té-
to diferenciace upousti.

Vyskyt: té7ké infekce a otravy, 1é¢ba cytostatiky

SniZena granulace
Jde vétSinou o arteficidlni ikaz vyvolany chybnym barvenim. SniZeni, nepravi-
delnosti nebo tplné vymizen{ granulace miZe svédéit pro MDS.

Toxicka granulace v neutrofilech

SniZen4 granulace u MDS
Zmd 1 <
Vakuolizace
V cytoplazmé€ a n&kdy i v jadfe se vyskytuji kulatd prizdnd nebo prosvétlena
mista (vakuoly).

Vyskyt: t€7ké infekce a septické stavy, otravy.

» Vakuoly se mohou nachdzet za fyziologickych podminek jen u monocyti.
U neutrofilii, bazofili, eozinofilii a lymfocytii je jejich vyskyt pFiznakem patolo-
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gickych zmén nebo poskozeni buriky. Vakuoly se nachdzi rovné? u nezralych bu-
nécnych forem, zejména u hemoblastéz nachdzime vakuoly u leukemickych bu-
nék. Vakuo-lizaci granulocyti ¢asto pFedchdzi jejich degranulace.

Daohleho téliska (inkluze)

Dohleho t€liska jsou mald kulatd nebo ovdlnd ostie ohranicend cystickd télis-
ka v cytoplazmé neutrofilii, soustFedénd hlavné p¥i okraji membrdny o velikosti
1-2 um, kterd se barvi svétle modie aZ do Seda. Vznikaj{ v oblastech, kde se na-
chézi ribozomy a endoplazmatické retikulum. V burikéch se vyskytuje vétSinou 1-5
Déhleho télisek. Mohou se nachdzet i v nezralych v§vojovych stadiich krevnich bu-
nék granulocytdrni fady, ale i v monocytech a lymfocytech.

Vyskyt: t&7ké bakteridlni infekce (spdla, pneumonie), popéleniny, malignity, 16¢-
ba cytostatiky. N&€kdy se vyskytuji i v pribéhu t&hotenstvi.

Anomalie Mayova-Hegglinova

V cytoplazmé neutrofill nebo eozinofild, zejména v okrajovych &astech, jsou
piitomnd rtizné velkd bled¢ modra policka tvaru vietena nebo srpku (bazofilnf in-
kluze). Zména je Casto provdzena leukopenii s ndlezem Dohleho tElisek
a trombocytopenif s ndlezem velkych trombocyti.

Vakuolizace Déhleho inkluze Mayova-Hegglinova anomalie
Zmény v lymfocytech

Riederovy formy
U nékterych nemoci Ize pozorovat v jddrech lymfocytii zdFezy aZ segmentaci.
Tyto morfologické zmény popisujeme jako Riederovy formy.

Reaktivni formy lymfocyta (virocyty)

Za reaktivni formy lymfocytd se povazuji velké lymfocyty s kulatym nebo vkles-
Iym jadrem (pFipominajici jadro monocytu), bazofilnéjsi cytoplazmou a ¥idsim ja-
dernym chromatinem,

Vyskyt: nékteré virdzy, infekéni mononukleéza
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Riederovy formy u lymfocyti Reaktivni formy lymfocytid

Jiné zmé

Gumprechtovy stiny

Gumprechtovy stiny jsou vlastné laboratorni artefakty, které se mohou projevit
pfi zhotoven{ ndtéru nékterych stavl, u kterych jadra lymfoidnich bunék nemaji do-
state¢nou soudruZnost Lymfoidni buiiky, hlavné leukemické jsou velmi fragilni
a snadno ztrici cytoplazmu. Pfi mechanickém naméhéni, pak dochdzi k jejich naru-
Sen{ a rozdrceni. V nétéru nachdzime rozetiend jadra.

Vyskyt: chronicka lymfatickd leukemie, né€které formy AL.

Gumprechtovy stiny ~ periferni krev

Poruchy jader
Poruchy jader se mohou projevit nejcastéji pykndzou jadra s rozmazanou struk-
turou chromatinu.

Auerovy ty€ky (téliska)

Auerovy tyCky vznikaji splynutim azurofilnich zrn v endoplazmatickém reti-
kulu. V plazmé myeloblastll se nachazi 1 nebo vice ervené se barvicich ty&kovi-
tych ttvaril. Auerovy ty¢ky jsou tedy viastn€ abnormdlni lysozomy vietenovitého
tvaru se zndmkami krystalizace. Maji vlastnosti a enzymatickou vybavu shodnou
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s azurofilnimi granuly (myeloperoxiddza a dal$i enzymy). Auerovy tyCky mohou
tvorit vetsi celky otypky nebo svazky (fagott cells).
Vyskyt: AML (hiavng typy M;—M3;).

Auerovy tyCky — periferni krev Fagott cell — periferni krev

LE BUNKY
(LE = Lupus Erythematodes Disseminatus)

Systémovy Lupus Erythematodes (SLE) je choroba pojivové tkdné€ spojend se
vznikem autoprotildtek proti DNA, RNA a nukleoproteiniim. Pfedpoklada se, Ze pii-
¢inou SLE je hyperaktivita imunitni odpovédi zprostfedkované B-lymfocyty.
V néatérech se nachdzi tzv. LE bunky.

2

LE BUNKY - JEDNOTLIVE FORMY

Amorfni bilkovinna hmota jidra Fagocytujici neutrofil Rozeta LE buiiky

LE buirika je neutrofil (vzdcn€ monocyt) s jddrem vytlaGenym na periferii
a s fagocytovanymi amorfnimi hmotami vzniklymi depolymerizaci nukleovych ky-
selin (DNA, RNA) z jader zaniklgch neutrofild. Tyto buiiky vznikaji d¢inkem pro-
tildtek namifenych proti jaddru leukocytu. Jadra se poSkozuji, dochazi k jejich uvol-
néni a posléze jsou fagocytovana. Protildtka vnik4 do jadra, to se rozrusi a dojde
k depolymeraci jaderného chromatinu. Jadro tak postupné ztrdci svou strukturu
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a funkci - bazofilie jadra se vytraci. Zanikd tak i moZnost obnovovan{ buné¢né cy-
toplazmy a dochdzi k jejimu rozpadu. Nakonec ziistdvd jen amorfni bilkovinnd
hmota jadra, ktera se uvoliuje. Na tuto amorfni hmotu nasedaji neutrofily (vznika
riZice — rozeta). Neutrofily amorfn{ bilkovinou hmotu fagocytuji a plivodni jadro je
fagocytovanou hmotou vytlaceno na okraj ~ vznikd LE burika.

V obarvenych nét€rech se nachdzi rozety nebo amorfni hmota. Za normdlnich
okolnosti dochdzi k pohlceni apoptickych bunék makrofagy a k jejich koneénému
rozkladu.

MOZNY MECHANISMUS VZNIKU SLE

Apopticka burika
poptt “ B-bunka
(specificka pro DNA)

Normalni
stav
% Antl-DNA
SLE
DNA
. | Peptid
HC I TCR
Nuklearni
‘Monocyt antigeny \\‘

T-bunka

(specificka pro,

\
Vi bllkovmy histond)

Dentriticka buiika \(

U SLE se pfedpoklada, Ze vznik protilatek je vyvoldn hyperaktivitou imunitn{
odpovédi zprostfedkovanou B lymfocyty. Na pfedchozim obrdzku je zndzornén
moZny mechanismus vzniku systémového SLE. Z apoptickych bun&k se u tohoto
onemocnéni uvoliiujf do okolniho prostiedi fragmenty DNA, které aktivuj{ imuno-
logickou odpov&d'. Signél k tvorb& protilatek lymfocyty citlivymi k DNA je zpro-
stfedkovén dentritickymi buiikami a T-lymfocyty.
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Vyskyt:

e Lupus erythematodes disseminatus
(autoimunitni onemocnéni postihujici
tkdné¢ mezenchymu) — u nemocnych
se nachézi typicky motglovity exan-
tém postihujici kofen nosu a tvife.

e autoimunitni onemocnéni pojiva

® neerozivni artritida postihujici dva
nebo vice kloubd.

SLE — motylovita kresba
Nepravé LE buiiky

Nepravé LE buntky maji fagocytované jadro lymfocytu (Tartova buiika), které si
zachovava jeSté svou strukturu.
Vyskyt: néktera kloubni onemocnéni reakce z precitlivélosti.

Agregaty neutrofild

Agregéty neutrofild jsou velmi ojedinénym fenomeném. Vznikaji v perifernf kr-
vi plisobenim autoprotildtek nebo se objevuji po infekci. Protilatky jsou aktivni jen
v systémech in vitro. Agregity obsahuji morfologicky normélni neutrofily. Jsou-li
agregdty vyvoldny infekci byva v neutrofilech pritomno toxické zrnéni. Pocet leu-
kocytld ziskany na automatech krevnich bunék byva v téchto pfipadech fale$né niz-
ky. (Deal a spol. 1995).

Apoptéza neutrofili

Pti apoptéze neutrofild dochdzi k fragmentaci jaderné DNA. V buiikdch jsou jas-
né ohranieny ovilné fragmenty DNA uvnitf buriky. Ojedinéle 1ze apoptické formy
buné€k nalézt i v normdinich preparatech, zejména v obdobi po probéhlé infekci ne-
bo v krvi skladované po dels{ dobu v chladu (jiZ po 12-18 hodinadch skladovani pii
4 °C). Cytoplazma ma Casto tmavy odstin bez granulace.

Adherované erytrocyty
U tézkych hemolytickych stavii miZe dochdzet k adherenci erytrocyt k povrchu
neutrofilu.

Agregity neutrofilt Apoptoticka buiika Adherované erytrocyty
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2.3. Zménv morfologi 1 ick

Mikrotrombocyty
(fecky: mikros = maly, thrombos = sraZenina)

Jde o velmi malé trombocyty o priiméru mens$im nez 1,5 um a o objemu desti-
¢ek men$im nez 8 fl.

Vyskyt: sideropenické a sideroblastické anémie, talasemie.

Makrotrombocyty
(tecky: makros = velky, thrombos = srazenina)
Jedn4 se o velké desticky s primérem vét§im neZ 3,5 pm a MPV vét§im nez 14 fl.
Vyskyt: trombocytopenie Mayova-Hegglinova, syndrom Bernarddv-Soulieriv.
VEtsi desticky se mohou nachdzet i u hyposplenismu.

Anizocytoza trombocyti
(fecky: an-isos = nestejny)

Anizocytoza trombocyti se zjidtuje viude tam, kde se nachdz{ souasné mikro-
trombocyty, makrotrombocyty a desticky o normélni velikosti.

Mikrotrombocyty Makrotrombocyty Anizocytoza trombocyt

Destickovy satelismus

Destickovy satelitismus je fenomén, ktery se vyskytuje na neutrofilech.
ObnaZeny glykokalyx granulocytl umoziuje krevnim destickdm vychytavat se na
jejich membrdny. V pfitomnosti nckterych ldtek (léky, EDTA aj.) dochazi
k obnaZeni glykoproteinového obalu (glykokalyx) membrany neutrofild. Krevni de-
sticky pak adheruji k takto obnazenému neutrofilu (Skinnider a spol., 1978).
Mechanismus, pfi kterém dochédzi k odhaleni membrany neutrofili neni zcela jasny.

Vyskyt: u nemocnych s protilatkdmi proti desti¢kdm, ale nachézi se i u jinych sta-
vil i u relativné zdravych jedincii. Tento jev vyvoldva arteficidlni trombocytopenii.

Syndrom Sedych desticek
Krevni desticky u tohoto syndromu postradaji granulaci. Nachéz{ se jen Sedavé
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formy destiek bez vnitini granuldrni formy. U t€chto desti¢ek neprobihd uvoliiova-
ci reakce a maji naruseny i dalsi destickové funkce.

Vyskyt: syndrom Sedych desticek je samostatnd klinickd jednotka, kterd vede ke
krvacivym stavim.

Agregity trombocytu

Agregity trombocytl se vyskytuji ze dvou pfiCin. Jednak jde o zvySenou aktivi-
tu krevnich desti¢ek. V druhém piipadé mize jit o tzv. EDTA fenomén, kdy se
u nékterych jedinci tvoii po odbéru krve do EDTA soli trombocytové agregdty. ED-
TA pravdépodobné zpiisobi odhaleni glykokalyx krevnich desti¢ek a ty se zalnou
navzajem shlukovat. EDTA miiZe vyvolat konformaéni zménu GP IIb/Illa na mem-
brané krevni desti¢ky a tim vyvolat jeji agregaci (Stavem a Berg, 1973).

Pfi pouZiti analyzitorli krvinek tyto agregaty zplsobujf tzv. nepravou (labora-
torni) trombocytopenii, pti které se agregéty zapotitaji bud do erytrocytli nebo do
leukocytll podle typu analyzétoru.
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2.4. Pritomnost parazitti v krvi

» Tato problematika nepatFi pFimo do oblasti hematologie, ale protoZe s nékterymi
parazity se miuZeme setkat v Cervenych krvinkdch, s jinymi v jadernych krevnich
burikdch (zejména u makrofdgii) a jini se vyskytuji volné v krvi, zminime se
0 nich v této &dsti. S parazity v oblasti hematologie se setkdvdme hlavné
v krevnich ndtérech.

Paraziti jsou cizopasné organizmy, které vyuZivaji hostitele jako zdroj své po-
travy a fasto i jako své Zivotni prostfedi. Pritom dochézi k poskozen{ tkdni hostite-
le. V medicinské praxi se pod parazity zarazujf Cervi a prvoci.

24.1, Cervi

FILARIOZY

Filari6zy zpisobuji fi-
larie. Jsou to &ervi s nitko- |’
vitou strukturou, délky | % 4
2-60 cm. Patii do fadu FI-
LARIIDA, tfidy NEMA-
TODES. Samitky kladou |
embryondlni vajicka, nebo
rod{ Zivé larvy oznadované
jako mikrofilarie (velikos-
ti 0,2-0,3 mm). Objevuji
se v kliZi nebo v krvi. Vét-
$ina mikrofilarif se objevuje v noci, pres den se zdrZzuji v kapildrn{ siti plic. Dospél{
Cervi preZivaji aZ 15 let. Ve svét€ se vyskytuje celkem 5 druhi filariéz. Filariézu
lymfatickych tkdni vyvoldvajl WUCHERIA BANCROFTI, BRUGIA MALAYI nebo
BRUGIA TIMORI. Filariézy subkutdlnich tkdni zplisobuje fildrie LOA LOA.

Mikrofilirie v uzliné Mikrofildrie v krvi

WUCHERIA Bancrofti

Waucheria Bancrofti zplisobuje wucheriézu. Je to cizopasny Cerv (vlasovec), kte-
1y je ptenasen komdry rodu CULEX, ANOPHELES, AEDES a MANSONIA. Parazit
vyvoldvd u lidf lymfatickou filariézu. Je to bolestiva a lidské télo znetvorujici ne-
moc. Cerv napadi pYevazné mizni cévy lidského lymfatického systému, ve kterych
se mnoZi, uzavird jejich prisvit a z nich se dostdva do krve. Zamezeni odtoku lym-
fy vede k vyraznym otokiim rlznych &4sti t&la, pfedevdim paZi, nohou, prsou
a genitalil — elefantidza (Dacie a Lewis, 2001 ).

Nalez v krvi: nachdzime zde hddkovité iitvary.
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Prenos: nejcast€j$im prenosem jsou krevni pfevody (mikrofilarie infikovaného
dérce se dostdvaji do krve prijemce).

Ly ey

Lymfaticky otok Sourku Lymfatické otoky nohou Mikrofildrie v krvi

Vyskyt: zejména v Cing, Indii a Indonésii. Podle statistik WHO Je v soucasné do-
bé (r. 2005) nakaZeno asi 120-140 milioni lidi a dal$i 1 miliarda je vystavena pFi-
mému ucinku infekce nebo Zije v oblasti jejiho zvySeného vyskytu.

24.2. Prvoci
(Protozoa)

Prvoci jsou jednobunéné organizmy. Jsou mnohem véts{ neZ bakterie a viry.
Maji podobné funkce a vyvojova stadia jako paraziti.

TOXOPLAZMOZY
TOXOPLASMA gondii je parazit, ktery Zije \

a mnoZi se ve viech jadernych bunkéch. 3
Pienos: nedostatené tepeln€ upravené |

maso infikovanych zvifat, hlavn& prasat |

a kraliki.

PLASMODIA

Maldrie je onemocnéni vyvolané prvoky, |£
vyskytujici se predev$im v tropech. Pivodci
maldrie jsou prvoci rodu PLASMODIUM, kte-
ré jsou prendSeny samiCkou komdira ANOPHELES, v jehoZ t€le prodélavé parazit
&ast svého vyvoje. Clovék miiZe byt napaden &tyfmi druhy plasmodif: VIVAX (LA-
VERANIA), FALCIPARUM, MALARIAE A OVALE.

» Podle druhu puvodce dochdzi k hemolyze a k horeCnatému stavu ve tFidennich
(malaria tercidna), nebo &tyFdennich (malaria kvartana) intervalech a podle
druhu parazita se li{ ndlezy v erytrocytech. Ze ¢tyF druhii Plasmodia zpiisobu-
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jici infekci u lidi je Plasmodium falciparum spojovdno s vy§§i morbiditou

a mortalitou, vyvolanou vy§§im stupném parasitemie.

Komir ANOPHELES

Prenos: Nasaje-li komdr krev nemocného s maldrii, dostanou se gamety téchto
parazitd do traviciho ustroji komadra. Zde se pohlavné mnoZi a vytvoii sperozointy.
Pfi bodnuti ¢lovéka nakaZenym hmyzem dochézi k pfenosu slin spole¢né se sporo-
zointy do kapildrniho systému infikovaného ¢loveéka, odkud putujf do jater a napa-
dajf hepatocyty. V jatrech dochdz{ k jejich pomnoZeni mnohonasobnym délenim ja-
der tzv. schizogonii (stadium latence trvd nékolik dni aZ mésicd). Po prasknut{
hepatocytu se jednotlivé jednojaderné zarodky (merozoiti) uvoliuji do krevniho fe-
¢isté, kde napadaji erytrocyty, rostou a méni se v prstencité formy (trofozoity), je-
jichZ jadro se opét deli schizogonii. Zrali schizonti se rozpadnou spolu s erytrocy-
tem na jednojaderné merozoity, které
napadaji dalsi erytrocyty. Z rozpadlych
erytrocytll se uvoliiuje hemoglobin a do-
chdzi k hemolyze. Po n€kolika dnech pa-
razitemie se v erytrocytech tvoii samici
makrogamety a sam¢i mikrogamety, které
mohou v krevnim ob&hu Clovéka pieZivat
aZ nékolik tydnil a mohou byt opét nasity
ANOPHELEM, v jehoZ téle probéhne no-
vé pohlavni mnoZen{ a cyklus se znovu
opakuje (Wengelnik a spol., 2002).

Napadané erytrocyty

» V hepatocytech se miiZe nachdzet tzv. spici stadium — hypnozoit, které po nej-
riiznéj§ich impulsech miiZe za mésice aZ roky po 1é¢bé maldrie obnovit onemoc-
neéni — tzv. pozdni relaps onemocnéni Plasmodium ovale nebo vivax. U typu
Plasmodium malariae miZe piivodce pFeiivat ve velmi nizké parazitemii
v periferni krvi aZ nékolik desetileti — rekrudescence.
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HEM KE ZNAZ ENI VYVOIOV TADII
PLASMODIA VIVAX

V erytrocytech obvodové krve &lovéka s maldrii midZeme pozorovat celkem
4 vyvojova stadia malarickych residui:
e mladé trofozoity (prstencity tvar)
® rostouci trofozoity
e schizonty
e mikrogametocyty a makrogametocyty

Parazit vyuZivd hemoglobin erytrocytd, zejména jeho globinovou &4st, kterou
rozkladd na aminokyseliny a ty pouZivd pii svém metabolizmu (k syntéze svych bil-
kovin). Z hemové &4sti se tvoif odpadni produkt s
ferriprotoporfyrin - hemozoin (tzv. malaricky pig-
ment). Ddle miZeme pozorovat tzv. Schiiffnerovo
teckovdni. Jde o artefakt, ktery vznikd nateCenim
barviva do prohlubni (kalveol) na povrchu erytro-
cytu. Barvivo md riZovou aZ Cervenou barvu.
Nachézi se pfi onemocnéni Plasmodium ovale ne-
bo vivax. Dal§im arefaktem, ktery se nachdzi
u Plasmodium falciparum je riZové aZ Cervenofia-
lové zabarveni tzv Maurerovo teCkovdni.

Hemozoin — malaricky pigment

Vyskyt: Podle ddaji WHO vyskytuje se dnes v erytrocytech
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maldrie v 91 zemich na svété a tyto oblasti zahrnuji asi 40 % svétové populace. Na
maldrii nebo jeji ndsledky umird ro¢né 1,5-2,7 milién8 lid{ (British Committee for
Standards in Haematology, 1997).

PLASMODIUM vivax

Laboratorni nalez

® KO: makrocytoza, anizocytoza, poikilocytoza

® Krevni natér: ndlez velkych erytrocyti v riznych sta-
diich vyvoje (malarickd plasmodia), které obsahuji
12-24 merozoith (Warhurst a Williams, 1996).

» Parazit se velmi (ile pohybuje — od toho ndzev VIVAX

PLASMODIUM falciparum PLASMODIUM vivax —
Laboratorni nilez nélez v krvi
® KO: normocytoza
® Krevni ndtér: v erytrocytech malé merozoity s dvojitou chromatinovou struktu-
rou, které se nachdzi Casto pri okrajich bunky. Erytrocyty jsou vét§inou normal-
ni, mohou byt i zv&tSeny. Je v nich obsaZeno 18-24 merozoitt, které zaplnuji aZ
2/3 buiiky.
V nékterych erytrocytech mtize byt Mauerovo tekovani hrubsiho typu.
V panoptickém barveni sebarvi s odstinem do zeleno az hnédofialova (Warhurst
a Williams, 1996). Nachazi se vétSinou jen mladd vyvojova stadia (prstynky a zralé
gametocyty tvaru pilmeésice).

: ’ s i Ak g . LW
PLASMODIUM falciparum — gametocyt PLASMODIUM falciparum — trofozoity

» U Plasmodium falciparum je diileZité zndt procento infikovanych erytrocytii

PLASMODIUM malariae
Laboratorni nilez
® Krevni ndtér: erytrocyty jsou normalni velikosti, n€kdy se vyskytuji mikrocyty,
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chybi Schiiffnerovo teCkovdn{ — rozdil od vivax a ovale. V erytrocytech byvd

6—-12 merozoitl se sniZzenym zabarvenim v centrdln{ &dsti (Warhurst a Williams,
1996).

PLASMODIUM ovale

Laboratorni nélez

e Nidlez je podobny jako u Plasmodium Vivax

® Krevni ndtér: Cervend krvinka se zvétSuje, Casto byvd ovalnd na okrajich s vy-
bézky a obsahuje Schiiffnerovo te€¢kovéni, které v panoptickém barveni se barvi
Cervené. V erytrocytech jsou vé€t3i merozoity, vétSinou v poctu 8-12, které zapl-
nuji asi 3/4 objemu butiky (Warhurst a Williams, 1996).

» Wietieni na plasmodia se provddi bud’ z tlusté kapky nebo tenkého ndtéru. Pii
prohliZeni ndtérit miZe dochdzet k chybdm a omylium (trombocyty nalepené na
erytrocyty mohou byt povaZovdny za parazity, zmény v leukocytech mohou byt
zaménény za gametocyty, granulace v erytrocytech za Mauerovo nebo
Schiiffnerovo teckovdni). Pro maldrii svédci monocytoza, polychromazie a leu-
kopenie, naopak leukocytoza nesvédci pro maldrii.

TRYPANOZOMY
Parazit postihuje pfedev§im CNS, kde jej nachdzime pfimo v cerebrospinélni te-
kuting€. V akutni fazi lze nalézt trypomastygoty v krvi (mimo krvinky) a v lymfatic-
kych uzlinich, jako éervené ploSné hdadkovité itvary (Bailey a Smith, 1994).
P¥enos: Spavé nemoc (trypanozomdza) je pfendSena mouchou fse-tse a zplso-
bovéna parazity z rodu bicikovcil. Na zdpadé Afriky se vyskytuje TRYPANOSOMA
brucei gambiense a na vychod€ TRYPANOSOMA brucei rhodesience.

» Prvni popisy spavé nemoci pochdzeji ze 14. stoleti.
Trypanosomoza je ve stiedni Africe endemickd nej-
méné 1500 rokii.

(modra mista — gambiense, ervena mista rhodesiense) Moucha tse-tse
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V jizni a sttedni Americe existuje forma bi¢ikovce TRYPANOSOMA cruzi, kterd
zplsobuje tzv. Chagasovu nemoc. Nemoc vede k patologickym zméndm na srdci
a zaZzivacim traktu. Na Clov€ka je pfendSena plostici rodu Triatoma, Panstrongylus
a Rhodnius. Trypomastygoty se nachdz{ v krvi jen v akutnim stadiu onemocnéni
a jsou odolné;j¥{ neZ ty co vyvolédvaji spavou nemoc z oblasti Afriky.

TRYPANOSOMA - plo$né hadkovité titvary

LEISHMANIE

Leishmanie jsou prvoci z kmene BICIKOVCU - ZOOMASTIGOPHORE.
U ¢lovéka a obratloved nemaji bi¢iky, ale maj{ okrouhly tvar o velikosti 2—4 pm.
Onemocnéni vede k rozpadu erytrocytil a ke zvétSeni sleziny. Parazity nachdzime
bud extraceluldrn& nebo u pokrodilych stavii onemocnéni fagocytované v makrofa-
zich v néatérech z punkce sleziny, lymfatickych uzlin, kostn{ dfené a periferni krve.
Leishmania donovani vyvoldvd onemocnéni, které se nazyva kala — azar. U koZni
leihmanidzy lze parazity nalézt v naté€rech z koZznich 16zi (Dacie a Lewis, 2001).

Prenos: koméry druhu PHLEBOTOMUS a LUTZOMYIA.

Laboratorni nélez
® Krevni obraz: leukopenie, lymfocytoza, monocytoza a hypochromni anémie.

e =
g

i~

Leishmania — Leishmania donovani — Leishmania — nélez v krvi

nilez ve sleziné promastogot narudujici
povrch makrofaga
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2.4.3. Bakterie

V krvi se mohou nachézet i nékteré bakteridln{ struktury, které miiZeme odhalit
v panopticky obarvenych natérech periferni krve.

TREPONEMY
Prvni zminka o pohlavnich chorobdch projevujicich se vyrdzkami a viedy po-
chdzi z r. 2736 pFed Kristem (spisy ¢inského cisare Hoang Ti).

TREPONEMA pallidum

TREPONEMA pallidum byla objevena 3. 3. 1905 zoologem a parazitologem
Schaudinem. Tato treponéma vyvolava syfilis (piijici, lues). Na rozdil od ostatnich
bakterif je velmi citliva na teplotu kolem 4 °C a pfi této teploté odumird b&hem 72
hodin. U tfetiny postiZzenych se neléfend syfilis vyviji n€kolik let az desetileti
a vyjimeéné miZe choroba pokracovat i po fadné 1éCbé.

» R. 1535 vydal ve Veroné Girolamo Frascastaro bdseri s ndzvem ,,Syphilis sive
morbus Gallicus*“. Li¢il v ni, jak pasty¥ Syphilus stavél oltd¥ svému krdli misto
starym bohum a byl jimi za to potrestdn nemoci.

» Piijice — slovo odvozené od jména slovanské bohyné PRIJE.

» Latinsky ,,luere” znamend rozklddat.

PFenos: je mozny jen Cerstvou krvi nebo koncentraty trombocytti. Transfiiz{ pfe-
nesend piijice (lues) md inkubaéni dobu 4 tydny aZ 5 mésich.

V krvi se nachézi ditvary vzhledu prostorové spiraly vyvrtkovitého tvaru. Pocet
zdvitd kolisd mezi 10-14, v extrémnich pfipadech mezi 6-24. Délka bakteridln{
butiky se pohybuje mezi 4-24 pm, primérna §itka pak mezi 0,25-0,5 um. Zdvity
plosné€ promitnuté v mikroskopu jsou naprosto pravidelné, stejné vysoké a stejné §i-
roké, zaoblené a oproti v&tSin€ ostatnich spirochet velmi jemné. Na obou koncich je
burika ziZena.

SR

TREPONEMA pallidum — uprostted spiralni tvar
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BORELIOZY 7

: T ]

Radi se sem BORRELIA recurentis, ktera je prena- L R &
$ena vsi Satni a BORRELIA duttoni, prendSena klistaty. ,m.:
Jsou to spirochety, které vyvoldvaji tzv. ndvratnou ho- |
reCku. Nachazi se jako jemné cervené nitky v obvodové @‘

krvi v obdobi hore¢natych stavi.

BORRELIA recurentsis — nélez v krvi &

BARTONELOZA * e
Byla poprvé popsdna Bartonem v r. 1909 S :
Zpiisobuje ji gram-negativni agens BARTONELLA

bacilliformis. e
Vyskyt: nachézi se v jizni Americe v Andéch. _ 3 e

. Bow M

Laboratorni nélez ST N

v v . =~

® Krevni ndtér: bakterie tvoii Fetézce ve vét§ing eryt- |
rocytl, n€kdy seskupeni ve tvaru V neboY. Vysky- &

tuji se i formy kokovité fadici se v pary. B ARTONELL A bacilliformis —
periferni krev

STAFYLOKOKOVE INFEKCE

Velmi vzdcné lze nalézt bakterie bud' ve vakuolach nebo volng& v cytoplazmé ne-
utrofild.

Vyskyt: u stafylokokovych infeked, je-li krev sbirdna od infikovanych jedincd
(Howard a Smith, 1999).

Bakterie volné v cytoplazmé
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2.4.4. Mykotické formy

KANDIDOZY
(Candidosis)

Plvodcem jsou nejlastéji CANDIDA albincans
a CANDIDA tropicalis. U nemocnych s kandid6zami
miiZeme tyto struktury vidét v neutrofilech. Na obrazku
jsou v hornim neutrofilu vidét dvé kulaté struktury hou-

by CANDIDA parapsilosis.
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3. FUNKCE A FYZIOLOGIE
KREVNICH BUNEK

3.1. Fyziologie ¢ervené krvinky

Cervens krvinka (erytrocyt)

Cerveni krvinka je bezjadernd buiika,
v krvi nejpocetnéji zastoupena (erytrocy-
ty zaujimaji 4045 % objemu krve).
Neobsahuje vétiinu nitrobunéénych or-
ganel, proto erytrocyt povazujeme spise P4
za nedplnou buriku. Bunéénd membrana
vlastné uzavird pfesyceny roztok hemog-
lobinu. Barva hemoglobinu a pomémé
velky poet erytrocytl v krvi ddva krvi
charakteristické &ervené zabarveni. Bikonkavni (dvojvyduty) tvar ervené krvinky
predstavuje optimélni pomér povrchu k objemu a je velmi vyhodny proto, Ze miZe
byt deformovan pfi prichodu kapildrou nebo mezi endotelovymi burikami.
Erytrocyty tak mohou prochdzet kapildrami, jejichZ svétlost je mensi, nez primér
erytrocytu.

Cervend krvinka — erytrocyt

» VSechny savci maji bezjaderné formy erytrocyti,
kdeZto ryby a ptdci maji jadernou formu vyzrdlé
Cervené krvinky.

Rybi jaderné erytrocyty

Hlavni funkci erytrocytil v organizmu je pfenos O, z plic do tkdn{ a CO,
opaénym smérem. Tuto funkei zprostfedkuje hemoglobin. K zachovdni své struk-
tury produkuji erytrocyty prostfednictvim glykolyzy adenosintrifosfat (ATP).

» V obvodové krvi dospélého jedince je za normdlnich okolnosti asi 3x10!3 eryt-
rocytii, co? predstavuje u priimérného jedince asi 0,33 . 102 erytrocytii na kg
télesné hmotnosti. KaZdou sekundu se vytvori a zdroveri zanikd kolem 3 milionii
erytrocytii.

NEJDOLEZITE)SE SOUCASTI CERVENE KRVINKY JE Z FUNKCNIHO HLEDISKA HE-
MOGLOBIN. DULEZITOU ROLI VE FYZIOLOGII ERYTROCYTU HRAJE I JEHO ENZY-
MATICKA VYBAVA A BUNECNA MEMBRANA.
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Erytrocyt pieziva v obvodové krvi po dobu 110-120 dni. Pro spravnou funkci
potfebuje dobie vyvinutou buitku, funkéni hemoglobin a spravné probihajfci meta-
bolické pochody. Metabolizmus erytrocytd méa mnoho zvld$tnosti. ProtoZe erytrocyt
nema bunétné jadro, ztratil schopnost syntetizovat bilkoviny a nukleové kyseliny.
Stejné tak téméf tpln& chybi citratovy cyklus a dychaci fetézec. Cervené krvinky
piesto maji intenzivni metabolizmmus. Zraly erytrocyt disponuje asi 22 zdkladnimi
enzymy, které se uplatiiuji v metabolickych procesech erytrocytu. Metabolizmus
erytrocytd je tedy ve své podstaté metabolizmem sacharidd.

Omezuje se tedy na:

@ anaerobni glykolyzu (Embdemiiv-Meyerhofiiv cyklus)
& aerobni glykolyzu (Oxidaén{ pentosofosfitovy cyklus)

P11 obou procesech se ziskavd chemickd energie, hlavné v podobé ATP. Odbou-
ravani glukosy je tedy hlavnim zdrojem energie v erytrocytu.

» Glukéza cirkuluje v krvi ve volném stavu, jeji koncentrace je za normdlnich
okolnosti kolem 5 mmol/l. MiiZe vstupovat do bunék, kde se fosforyluje v cytoso-
lu na glukoso-6-fosfdt (G-6-P). G-6-P je metabolicky aktivni forma glukosy, kte-
rd se ucastni ruznych metabolickych cyklii. Prestup glukosy do erytrocytu je
usnadnén transportnim proteinem pro glukosu. Na membrdné erytrocyti je
umisténo asi 700 tisic téchto proteinii. Jednd se o protein o MW 55 kDa, ktery mui-
Ze pronikat membrdnou. Glukdza se vdZe na protein pomoci vodikovych vazeb
v &dsti C-1 své molekuly a do cytoplazmy vstupuje opacnou &dsti, koncem C-6.

ANAEROBNI GLYKOLYZA
(Embdeniv-Meyerhofliv cyklus)

Anaerobni glykolyza je glykolyticky systém, kter§ umoziuje ziskat ATP pre-
ménou glukosy na laktat. V tomto cyklu se metabolizuje pFevdZnd édst glukosy, kte-
rd vstoupila do erytrocytu. Tento systém je soucasné zdrojem nizkomolekuldrn{ 14t-
ky 2,3-bifosfoglycerdtu (2,3-BPG), ktery je jednim z reguldtord pienosu O,.
2,3-BPG se ziskdva ve vedlejsi cesté preménou 1,3-BPG, kterd je katalysovana
enzymem difosfoglycerdtmutdzou.

DalSim odbourdnim 2,3-BPG lIze rovnéZ ziskat ATP. Této cesty se vyuZivd
k energetickym ti¢eldm u stavi, kdy éervend krvinka trpi nedostatkem glukosy.

» 2,3-BPG slouZi v Cervené krvince k uvolfiovédni kysliku do tkédni. Stabilizuje to-
tiZ kvartern! strukturu deoxygenované formy hemoglobinu a snifuje tak jeho
afinitu ke kysliku - kyslik se snadnéji uvolituje. V deoxygenované formé hemog-
lobinu se u savcii nachdzi v jeho molekule centrdlni dutina, ve které je pFitom-
nd vysokd koncentrace 2,3-BPG. Normdin{ koncentrace 2,3-BPG se pohybuje
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v rozmezi 0,75-0,8 mol/mol hemoglobinu. PFi déle trvajicim nedostatku kysliku
pFi zvySenych ndrocich na jeho p¥ijem, koncentrace 2,3-BPG v misté potfeby
stoupd.

PFi syceni molekuly hemoglobinu kyslikem — oxygenaci se zméni struktura
hemoglobinové molekuly, véetné tvaru centrdlni dutiny a 2,3-BPG se do této du-
tiny ,nevejde” — nedojde k jeho navdzdni a je proto ndsledné uvolnén do cyto-
plazmy (Pecka, 2002).

E EZY 2 3-BIF LYCERATU
Glukdza >  Glyceraldehyd-3-fosfat
Pi
Glyceraldehyd-3-fosfét : NAD+
Dehydrogenéza

NADH + H+
1,3-Bifosfoglycerat

) Bifosfoglycerat
ADP +Pi mutéza
Fosfoglycerat

kindza . 7
2,3 - Bifosfoglycerat
; 2,3-Bifosfoglycerat
3-Fosfoglycerat fosfatdza
Pi
.y
Pyruvat

PENTOZOFOSFATOVY (HEXOZOMONOFOSFATOVY) CYKLUS
(Aerobni glykolyza)

Timto zplisobem se zpracovavd asi 5 % glukosy, kterd se dostéva do erytrocy-
tu. V cyklu se tvofi NADPH, ktery je nezbytny pro udrZeni redukované formy glu-
tathionu (G-SH):

Glutathionreduktdza
2NADPH+G-SS-G » 2 G -SH + 2 NADP*

NADP+

Gluko6zo-6-fosfit (G-6P)
Glukézo-6-fosfdtdehydrogendza ( g P "

entofosiiioy eyklus
NADPH

l—» NADP+

G-SS-G » 2 G -SH

Glutathionreduktiza

G-SS-G: oxidovany glutathion
G-SH: redukovany glutathion

STRUKTURNI VZORCE

P NH2 H O
—CH, @ nll\u/“jcoma HOOC/k/\gN\é/u\ﬂ/\
R i H
i_c,_b (:I;N Glutathion

NAD

» Glutathion (G) je tripeptid tvoFeny v Cervené krvince z aminokyselin Gly-Cys-

-Glu za pFispéni enzymu glutathionsyntetdzy.

Redukovany glutathion, ktery je ve zna¢né koncentraci pritomny v erytrocytech:
chrdni enzymy a koenzymy (respektive jejich SH-skupiny) pfed oxidaci suif-
hydrylové skupiny (SH-skupiny), kterd je soucdsti aktivnich mist enzymii a je ne-
zbytnd k zachovdni jejich normdlni funkce.

chrdni membrdnové lipidy proti peroxidaci

ti¢astni se redukce methemoglobinu (Fe*) na hemoglobin (Fe?*).

DiileZité enzymy sacharidového metabolizmu
W Glukozo-6-fosfdatdehydrogendza (G-6-PD)
W hexokindza

W pyruvitkindza
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» Hladiny téchto enzymii lze stanovit spektrofotometrickymi metodami. Tam, kde
byl zjistén deficit G-6-PD se netvoFi NADPH, ztrdci se ochrannd funkce gluta-
thionu a dochdzi k hemolytickym projeviim - defekt G-6-PD.

Glukézo-6-fosfatdehydrogenaza (G-6-PD)

Jsou-li erytrocyty vystaveny oxidaCnim vliviim vzristd aktivita pentosofosfato-
vého cyklu. Je-1i sniZena aktivita nékterého z téchto enzymui nebo tento enzym chy-
bi je v nedostatené mife produkovan glutation a vdzne pribéh redukénich procesd
(hromadi se oxidovany hemoglobin).
® Princip stanoveni: v testu se pouZije vzorek hemolyzatu s obsahem G-6-PD

a s piidavkem NADP a glukoso-6-P (G-6-P). V pfitomnosti G-6-PD dochdzi

k reakci:

G-6-PD
G-6-P + NADP —» NADPH + 6-fosfoglukonit

NADPH fluoreskuje v UV oblasti a jeho mnozstvi se zjisti fluorometricky.
Z. vysledného mnoZstvi NADPH lze vypoditat nepfimo aktivitu G-6-PD (Beutler
a spol., 1979).

Pyruvatkinaza

® Princip stanoveni: v testu se pouZije vzorek s obsahem pyruvétkindzy. Ke vzor-
ku se prida v pfebytku fosfoenolpyruvat, ADP a NADH. V pfitomnosti pyruvét-
kinazy a LDH dochdzi k reakcim, pfi kterych se spotfebovavda NADH. Zbylé
mnoZstvi NADH se po reakci zjisti fluorescenénim méfenim v UV oblasti.
Pokles NADH je nepfimo dmérny aktivité paruvitkindzy (Miwa a spol., 1980).

ruvdtkindza
B —>» ATP + pyruvit

Fosfoenolpyruvat + ADP

LDH
Pyruvat + NADH —>» Jaktit + NAD

tia iologicky zanik ¢ervené krvink
Po primémé délce Zivota erytrocytu (110-120 dni) dochdzi k odstrafiovéni
erytrocytl z krevniho obéhu. U star$ich krvinek se projevuji zmény v metabolizmu

a pozdéji i v membrané erytrocytl.
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Starnuti cervené krvinky

Potiebn4 energie k zaji§té€ni metabolizmu erytrocytl postupné vycerpd enzyma-
tickou vybavu erytrocytl a dochizi k postupnému snizovéani aktivity enzymi sa-
charidového metabolizmu. SniZenim aktivity t€chto enzymi, klesd i vykon sodiko-
vé pumpy a zpomaluje se i pifeména methemoglobinu na hemoglobin.

\% dﬁsledlfu techEo zmén: . v oryrooytd
® stoupd mnoistvi methemoglobinu diskoldni ostnaty stéricky

(z1 % na 6 %)
-0

e sc pozvolna snifuje syntéza ATP. “':’

Poklesne-li mnoZstvi ATP pod 20 %,

>1 umol 0,5-0,11 umol <0,1 pmol
nestaci se udrzet transportni systémy
v membréng erytrocytu (Nakao a spol., Vliv snizujici se koncentrace ATP
1960). na tvar erytrocytu

Vlivem téchto zmeén klesd v erytrocytu obsah reduké&nich latek (zejména gluta-
thionu), které se jiZ nestaci syntetizovat v dostateném mnoZstvi:

Glutationperoxiddiza
H,0, + 2G-SH Ld e

G-SS-G + 2H,0

» Glutationperoxiddza obsahuje v centrdinim misté atom Se a proto jeji aktivita je
v pFimém vztahu k hladiné Se v krvi.

Stdrnouci burika se v disledku toho nemiiZe ubrdnit peroxidaci lipida, akumu-
laci methemoglobinu a denaturaci enzymii a membranovych bilkovin.

H,0, + lipid—OH —» lipid - OOH + H,0

» Presny mechanismus zdniku Cervené krvinky neni zcela objasnén. Pravdépo-
dobné dochdzi k odkryti specifickych antigenii, na které se navdZi molekuly IgG.
To je pak signdlem pro makrofdgy k destrukci erytrocytu. Erytrocyt, neZ zanikne
uskutecni asi 75 000 obéhu mezi plicemi a tkdnémi. Za den zanikne a zase se
obnovi priblizné 1 % z celkového mnoZstvi erytrocytii.

CERVENA KRVINKA SE ZMENSUJE A JEJi MEMBRANA SE ZTENCUJE. ERYTROCYT
DOSTAVA KULOVITY (SFERICKY) TVAR. TAKTO ZMENENY ERYTROCYT SE OBTIZNE
POHYBUJE V KAPILARNIM RECISTI, ZACHYCUJE SE ZEJMENA VE SLEZINE A JE FA-
GOCYTOVAN — ERYTROCYT ZANIKA.
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Predcasny zanik ¢ervené krvinky

Je-1i erytrocyt néjakym zplisobem vnitiné pozménén (zména struktury erytrocytu
¢i hemoglobinu, metabolizmus) nebo ovlivnén vnéj§im prostfedim, dochdzi k jeho
pfedCasnému zdniku. Zaniku &ervené krvinky a jejimu pohlceni makrofdgy miZe
predchédzet i opakované plisobeni nékte-
rych negativnich vlivl na ervené krvinky.

Disledkem téchto vlivi miZe byt & &s
zirdta &dsti erytrocytové membrdny =) == ‘
(fragmentace), bez ztrity hemoglobinu.
Po kazdé dalsi fragmentaci se erytrocyty
stavaji kulatsjsimi - vzriistd jejich rigidi- “ PN ®
ta. Rigidni krvinky nejsou schopny pro-
chazet urCitymi misty mikrocirkulace
(kapildry kostni dfené, sleziny). V téchto
mistech jsou pfedCasné zadrZeny a posléze fagocytovany.

Vétsina erytrocytl zanikd extravaskuldrné. PHi intravaskuldrnim zaniku se ery-
trocyt rozpadd a uvoliiuje hemoglobin do okolniho prostfedi — dochézi k hemolyze.
Hemoglobin uvolnény z Cervenych krvinek se rozpoust v plazmé a barvi ji Cervené

— volny hemoglobin. V organizmu mtiZze vzniknout anémie, pokud krvetvorba ne-
sta¢{ nahrazovat ztrtu Cervenych krvinek.

Postupna fragmentace erytrocytu

» Za normdlnich podminek hemolyza nenastivd, metabolicky aktivni erytrocyr
udrZuje osmotickou rovnovdhu mezi vnéj§im a vnitinim bunéénym prostiedim.

» In vitro vyvoldime hemolyzu zvySenim teploty, hypotonickymi roztoky, saponi-
nem a Fadou dalSich chemickych ldtek.

Testy ke zjisténi hemolyzy
Q pFirozené podminky
m volny hemoglobin
Q umeéle vytvoiené podminky
m plidani glukosy: autohemolyza
B mechanické naméhini: mechanickd rezistence erytrocytii
m koncentraéni gradient (NaCl): osmotickd rezistence erytrocytit

» Drive pouZivany Pink test na pritkaz sférocytozy se dnes nedoporucuje pouzivat
pro jeho nizkou specifitu.

Testy na PNH
Drive se pouzivaly k prikazu PNH nékteré testy, u kterych se vyvolala hemoly-
za krvinek a hodnotil se stuperi hemol§zy proti slepému vzorku:
Q Hamiiy test (Ham a Dingle, 1939)
Q Dacieho test (Dacie a spol., 1960)
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Q Crosbyho test (Crosby, 1950)
QO Hartmannay test (Hartmann a Jenkins, 1966)
Q CLS test (complement lysis sensitivity test) (Resse a Dacie, 1966)

V soucdasné dobé se k pritkazu PNH pouZiva pritokové cytometrie. Zjistuje se
pfitomnost anti-CD59 u erytrocyti nebo anti-CDS59 ¢&i anti-CD55 u neutrofild.

VOLNY HEMOGLOBIN

® Princip stanoveni: volny hemoglobin se stanovi fotometricky po oxidaci hemo-
globinu roztokem s obsahem ferikyanidu draselného. Dochéz{ k oxidaci hemo-
globinu na methemoglobin, ktery se kyanidem draselnym prevede na barevny
komplex hemiglobinkyanidu.

o Fyziologické hodnoty: 20-50 mg/l

® Klinickd interpretace: Plazmaticky neboli volny hemoglobin byva zvySeny
u hemolytickych anémif, nejvyraznéji u intravaskuldrnich hemolyz (mikrocytar-
ni anémie, PNH, paroxysmalni chladové hemoglobinurie a v pfitomnosti chla-
dovych protildtek).

» ZvySend hladina plazmatického hemoglobinu byvd spolehlivou zndmkou intra-
vaskuldrni hemolyzy.

TEST AUTOHEMOLYZY
® Princip stanoveni: krev se inkubuje xontrola -paclent
ve dvou roztocich s glukosou | *tzrestok  +glukéza  +fzroztok  +gluksza
a s fyziologickym roztokem. Stupei | BN HEENE iGN ﬁ
hemolyzy se stanovi v obou roztocich
spektrofotometricky. Vys§{ hemolyza

je vidy tam, kde je fyziologicky roz-
tok (Selwyn a Dacie, 1954).
e Klinickd interpretace: Autohemolyza
byvé zvySena u hereditarn{ sférocyto- ]

zy, PNH, pfi deficitu G-6-PD
a pyruvétkindzy a ddle u nékterych
dal8ich hemolytickych anémii.

Test autohemolyzy (kontrola a pacient)

» V pFipadé poruchy glykolytickych enzymii je autohemolyza ve fyziologickém roz-
toku zvySena, ale v prostiedi s glukosou se nesniZuje.

OSMOTICKA REZISTENCE ERYTROCYTU

® Princip stanoveni: zjiStuje se odolnost membrany erytrocytil k hypotonickému
roztoku NaCl. Erytrocyt v hypotonickém roztoku piibira do sebe vodu, jeho tvar
se zakulacuje aZ pii ur¢itém objemu zadrZené vody dojde k protrZzen{ membrany
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erytrocytu a vyplaveni jeho obsahu — k hemolyze. Faktorem, ktery uddva miru
schopnosti membrany erytrocytt vii¢i hypotonickym roztokiim je tvar erytrocy-
tu, ktery je zdvisly na soudruznosti a funkénosti membrany a cytoskeletdrniho
systému. Ur¢itou idlohu zde hraje i objem a povrch erytrocytu, pH a teplota hy-
potonického roztoku (Parpart a spol., 1947).

» Pokud jsou erytrocyty vystaveny koncentraci fyziologického roztoku
(8,5 g NaCl/l) netvo¥i se koncentracéni gradient mezi vnéjsim a vnitinim prostie-
dim buriky a do erytrocytu nepfechdzi, ani 7 ného neunikd Zddnd voda. P¥i sni-
Zeni této koncentrace dochdzi vlivem koncentraéniho gradientu k priniku vody

do bunky a tim k vytvoFeni tlaku na membrdnu erytrocytu (Pecka, 2002).

Za normalnich okolnosti jsou erytrocyty odolné i vii¢i hypotonickému roztoku az
do koncentrace 0,44 %-0,42 %. Hodnot{ se hemolyza erytrocytil v jednotlivych zku-
mavkéch (zlstavaji-li ve zkumavce sedimentované erytrocyty neni hemolyza tipind.

MOTICKA REZISTENCE ER YTU
zkumavka, zkurnavka, zkumavka
ve které nenastala hemolyza ve které nastala hemolyza s Gplnou hemolyzou

\_ \_

v
1 r 1

sedimentové erytrocyty sedimentové erytrocyty stromata erytrocyti
+ stromata erytrocytt

o Fyziologické hodnoty:

m 044042 %: hemolyzuji jen nejméné odolné erytrocyty — minimdlni

osmotickd rezistence
m 0.32-0,30 %: hemolyzuji vSechny erytrocyty — maximdlni osmotickd rezi-
stence
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Heredltﬂ‘lnl sférocytéza
(O 73-0,40 % NaCl)
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Oblast E¢aste&né hemolyzy.

.'Zd_ravy ]edlnec =
{0,46-0,30 % NaCl)
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Oblast 6ésteéné hemolyzy

ﬁ'qlpsemla x
(0,50-0,07 % NacC))

ERRELE el ujela[a[a(efafafelefole

Oblast éésteéné hemolyzy

Normalni osmoticka rezistence a osmoticka rezistence u sférocytozy a talasemie

® Klinickd interpretace: SniZena osmoticka rezistence byva u dédiéné sférocyto-
zy a u viech poruch, u kterych se ve zvySené mife vyskytuji sférocyty. ZvySena
se vyskytuje u jaternich onemocnéni, srpkovité anémie, u sideropenickych ané-
mif, u talasemie, u polycytemie a tam, kde ve zvySené mife vznikaji terovité
erytrocyty. Retikulocyty maji zvy$enou osmotickou rezistenci.

MECHANICKA REZISTENCE ERYTROCYTU
Zjistuje se odolnost membrany erytrocytl k mechanickému namahdni (tlak skle-
nénych kulicek na erytrocyty). MnoZstvi uvoln€ného hemoglobinu se méfi spektro-
fotometricky.
® Klinicka interpretace: zmény mechanické rezistence vét§inou provdzi zmény
osmotické rezistence. U jaternich chorob maji erytrocyty zvySenou osmotickou
a snizenou mechanickou resistenci. U perniciozni anémie byvd pfi norméln{
osmotické rezistenci sniZzend mechanicka rezistence.
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2. Fvziologie a fun ilé krvink

Bila krvinka — leukocyt

Bilé krvinky podobné jako ostatni
buriky krvetvorby pochazi z tkdné me-
zenchymu a zddastiiuji se obrannych re-
akc{ organizmu. Jsou to bezbarvé kulovi-
t€ buiiky, které obsahuj{ jidro.

U bilé krevni slozky na rozdil od &er-

vené rozlifujeme n€kolik druhd, morfo-
logicky, funkén€ a svym plivodem mnohdy vzdalenych a znaéné odlisngch koneg-
nych stadif krvinek. Za normdlnich podminek nachdzime v obvodové krvi tyto
krvinky:

O Neutrofilni tyée a segmenty
Q Eozinofilni segmenty

Q Bazofilni segmenty

U Monocyty

O Lymfocyty

Neutrofilni segmenty Lymfocyt a monocyt Bazofil

ROZLISENI LEUKOCYTU

Morfologické hledisko
U morfologického hlediska se pFihlii k pFitomnosti, &i nep¥itomnosti specific-
kych granuli v cytoplazmé
Q granulocyty — Polymorfonukledry (neutrofilni, eozinofilni, bazofilni)
O agranulocyty - Mononukledry (lymfocyty, monocyty, plazmocyty)

Imunologické hledisko

O fagocyty (buiiky s fagocytdrni schopnosti)
B mikrofagy (neutrofily, eozinofily)
B makrofagy (monocyty, histiocyty)

72

Q imunocyty
B lymfocyty (B- a T-lymfocyty, NK buriky)
® plazmatické buiiky (plazmocyty)

U dospélého ¢lovéka tvori celkové mnoZstvi bilych krvinek piiblizné 1 500 g,
z toho jednotlivé organy obsahuji:

kostni dreri 900 g

tkdané 600 g

obvodovd krev 10 g

Y OU00

Bilé krvinky maji vysoky obsah vody (80,2 %), ddle obsahuji bilkoviny, lipidy,
minerdly a jiné Idtky.

Zralé neutrofily — PieZivaji v krevnim ob&hu jen nékolik hodin a pak prechdzi
do tkani, kde pravdépodobné zanikaji.

Zralé eozinofily — V krevnim ob&hu prezivaji 12-24 hodin a pak pfechdzi do
oblasti mimo krevni ob&h.

Zralé bazofily — V krevnim ob&hu preZivaji 4-7 dni.

Monocyty — PreZivaji v krevnim ob&hu nékolik dni, potom prechdz{ do tkani.
Nekteré z nich se opét vraci do ob€hu, jiné se natrvalo usazuji v tkdnich a za ur-
¢itych okolnosti se zde 1 pomnozuji. V tkdnich se diferencuji na specifické tka-
nové makrofagy (histiocyty).

O Lymfocyty B a T — BéZn4 populace lymfocytd pfeZiva nékolik dni aZ tydnd, pa-
métové buriky preZivaji nékolik let aZ desetileti.

oL o O

Enzymy a ostatni latky v leukocytech
Leukocyty jsou velmi bohaté na enzymy. Pocet enzymi v nich obsaZeny se od-
haduje na 50. Pro cytochemicky priikaz maji vyznam jen nékteré z nich:

Neutrofily

Q Primdrni granula (0,5-0,8 um) obsahuji: myeloperoxiddzu, esterazy (necitlivé
k NaF), lipidy (barvitelné sudanem B)

Q Sekunddrni granula (0,25-0,4 um) obsahuji: alkalickou fosfatazu, lysozym

Eozinofily
Q Eosinofilni granula obsahuji: hlavné myeloperoxidazu a lipidy, neobsahuji ly-
sozym, navic je pfitomen histamin a plazminogen

Bazofily
Q Bazofilni granula obsahuji: histamin a heparin

Monocyty
Q Obsahuji: esterdzy (citlivé na inhibici NaF), myeloperoxiddzu (pouze
u mlad8ich forem), lysozym
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Lymfocyty
O Obsahuji: lipidy (asi polovi¢ni obsah nez granulocyty) a dale kyselé hydroldzy
(fosfatdzy)

] o - z L 2z

) o
Prikaz bilych krvinek podle aktivity jejich nitrobunéénych lysozomdlinich enzymi
pomoct cytochemie zaved! Hayhoe v r. 1958 (Hayhoe a Quaglino, 1958).

Cytochemické metody podobné jako histochemické metody pouZivaji k prikazu
latek specifickych chemickych reakci, jejichZ vysledny produkt je viditelny
v optickém nebo elektronovém mikroskopu. Tim lze prokédzat ptimo v buiice nejen
fadu latek zdkladni bunééné stavby, ale i pfechodné a kone¢né produkty metaboliz-
mu buriky (depozita litek, aktivitu bunéénych enzymi). Cytochemickych metod lze
vyuzit ke sledovéni nezralych bunék u akutnich myeloidnich leukemii, abnormalit
ve vyzravani u MDS a myeloproliferativnich syndromi (Dacie a Lewis, 2001).

» Po zavedeni imunologického pritkazu bunék pomoci membrdnovych znakii je vy-
znam cytochemického pritkazu dnes mensi, ne byl pFed lety. K rozliSent akut-
nich myeloidnich leukemii jsou viak cytochemickd stanoveni jesté stdle cen-
nym p¥inosem.

Cytochemické barveni se sklad4 z nékolika na sebe navazujicich diléich kroki:

U zhotoveni ndtéru (nesrdZlivd a srdZlivd krev — heparin)

Q fixace ndtéru (zakonzervovani bunék)

Q barveni ndtéru (cytochemick4 reakce, barveni hodnocené slozky, dobarven{ po-
zadi kontrastnim barvenim)

Q hodnoceni ndtéru (hodnoti se vétSinou semikvantitativné)

» Fixace bunék musi byt Setrnd, aby se zachovala jak jemnd struktura buriky, tak
[ aktivita vysetfované substance. PFi fixaci dochdzi k denaturaci nékterych pro-
teinii, méni se jejich prostorové uspordddni, optické viastnosti a dochdzi ke sni-
Zent jejich rozpustnosti.

Cytochemicky pritkaz hodnocené slozky miZe probihat bud pFimo, kdy cyto-
chemickd reakce prokazuje pfimo hledanou sloZku nebo nepiimo, kdy hledana sloz-
ka (enzym) pfemériuje substrdt na produkt a z mnoZstvi obarveného produktu se
usuzuje na aktivitu enzymu (Hayehoe a Quaglino, 1988).

» Vysledek cytochemického pritkazu leukocyti je zdvisly na specifiCnosti reakct,
na Cistoté a stabilité chemikdlii a na zkuSenostech hodnoticiho pracovnika.
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Semikvantitativni hodnoceni Hodnoceni cytochemickych barveni
0 - negativni Typ pozitivity:

1 — slabé pozitivni Q difdzni
2 - stfedn€ pozitivn{ Q difizni + granuldrn{
3 - siln€ pozitivni O granuldrn{
4 — velmi silné pozitivn{ Q v blocich
Q fokdlni (v 1 mistd)
»
' X
R
»
- 7
difiizni diftizni granuldrni v blocich fokalni

+ granuldrni

U bunék miZzeme cytochemicky prokazovat:
e depozita latek

® mista aktivity enzymd

e mista inhibice n€kterych isoenzymi

DEPOZITA LATEK

Barveni na polysacharidy (glykogen)
PAS reakce — (Periodic Acid-Schiff)

Toto barveni je citlivé na pfitomnost monosacharidii, mukoproteinti, glykopro-
teini, fosforylovanych cukernych sloZek a karbohydrdtd. V krevnich bufikdch se
barvi glykogen (Hotchkiss, 1948). Reakce vykazuje pozitivitu prakticky u vSech
krevnich bunék s vyjimkou erytroblast. Charakteristika barveni a jeho intenzita se
meéni podle druhu a v§vojového stadia buiiky. Nachdzi se viechny typy pozitivity
(difuzni, granuldrni i fokaln{). Granulocyty vykazuji difuzni pozitivitu na vSech
stupnich bunéného vyvoje. Eozinofily
nevykazuji pozitivitu granuli, ale difuzni
pozitivitu cytoplazmy. Naopak u lymfo-
cytld se nachdzi hrubd pozitivni granula,
bez difuzniho pozadi cytoplazmy (barvi se
depozita glykogenu). Pozitivita u mono-
cytd je méné vyraznd jemné granuldrn{
s difuznim pozadim cytoplazmy. Trombo-
cyty jsou vyrazné pozitivni, erytroblasty |-\
naopak negativni (Dacie a Lewis, 2001 ). PAS reakce
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» Glykogen sloufi jako zdroj energie hlavné pro metabolizmus lymfocyti. Je ulo-
Zen pFevdiné v cytoplazmé mimo bunécné organely. TvoFi asi 1/20 aZ 1/40 suché
vdhy lymfocytu.

® Princip stanoveni: Pisobenim silného oxida¢niho &inidla (kyseliny jodisté —
HJO,4) dochdzi k oxidaci hydroxylovych skupin polysacharidd a k rozevfeni
vazeb mezi uhliky za vzniku dialdehydu. Aldehydy reaguji se Schiffovym ¢i-
nidlem (kyselinou fuchsin-sifi¢itou). V mistech vyskytu glykolovych skupin
vznika Cervend stéld sloucenina .

H OH
I I
HJO

R,—~C—C—R,—— » R, —C=0 + R,—C=0

I | I

HO H H H
Rz—c=0

1

H

+FU(S02H)2—>
Schiff

RZ—C=O

| Fu = fuchsin

H

® Klinické pouziti: U CLL a Hodgkinova lymfomu se v lymfocytech nachéz{ zvy-
Seny pocet PAS pozitivnich granuli. U erytroleukemie a talasemie jsou normo-

blasty pozitivni. Méné Casto se zjiStuje PAS pozitivita i u MDS, hemolytickych
anémii, perniciézni anémie, aplastické anémie a polycytemie.

Barveni na lipidy

Sudanofilni lipidy (neutrdlni tuky,
fosfolipidy, steroidy) jsou pfitomny ve vy-
zralych neutrofilech a fosfolipidy, resp.
fosfolipoproteiny v nezralych primdrnich
azurofilnich granulich.

® Princip stanoveni: Bunééné struktu-
ry, které obsahuji lipidy vaZou nespe-
cificky sudanovou &em B. Myeloidn{ L
buriky maji vyrazné zabarvend granu- Barveni sudanovou Zerni B
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la a intenzita zbarveni se zvySuje s vyzrdvanim buitky. Monocyty maji slabs{
jemnou granuldrni pozitivitu (Shee-han a Storey 1974).

» Auerovy tycky jsou dobFe barvitelné. Myeloblasty vykazuji nevyraznou pozitivi-
tu. Pozitivitu vykazuji i nezralé formy bunék Burkittova lymfomu.

® Klinické pouZiti: barveni lze pouzit k odliSeni akutni myeloidni
a myelomonocytdrni leukemie od lymfoblastickych forem leukemii.

Barveni jadérek v lymfocytech

® Princip stanoveni: Pti aktivaci lymfocytu dochdzi v jeho jadérku k transkripci
a ddle ke hromadéni ribonukleové kyseliny (RNK). Tato kyselina je za nor-
malnich podminek v neaktivnim stavu. Roztoky bazickych barviv (nap¥. tolu-
idinové nebo methylenové modii) specificky barvi v kyselém pufrovanem pro-
sttedi (pH 5,2-5,4) bunééné struktury obsahujici RNK, tedy i jadérka
(Sme-tana, 1980).

® Hodnoceni: Pii hodnoceni se popisuji rizné tvary jadérek a jejich pocet

v lymfocytu:

m aktivni (pInd) jadérka — pfitomna v mladych, imunologicky stimulovanych
lymfocytech (do 5 %)

B prstencita — pfitomnd v klidovych lymfocytech, které jsou je$té schopny sti-
mulace (85 %)

® mikrojadérka — pfitomnd v neaktivnich, imunologické stimulace neschop-
nych lymfocytech (do 10%)

Nukleolo-nukleoldrni koeficient — vyjadiuje pocet jadérek ve vech hodnoce-
nych lymfocytech déleny podtem hodnocenych lymfocytil

Koeficient aktivity RNA — vyjadfuje pocet lymfocyti s aktivnimi jadérky ve
vSech hodnocenych lymfocytech déleny poétem hodnocenych lymfocyti

o Fyziologické hodnoty:
B nukleolo-nukleoldrni koeficient 1-1.2
B koeficient aktivity RNK 0-0,1

Priikaz slouZi k zfskdn{ obrazu o redlném stavu lymfocytu a to zejména o jeho
schopnosti reagovat na imunologicky podnét.

> Zvyseny polet a abnormdlini tvary jadérek v lymfocytech ukazuji na stavy, kdy je

lymfocytdrni apardt stimulovdn (mladé lymfocyty p¥i infekcich, orgdnové malig-
nity, lymfoblastickd leukemie).
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» Diagnosticky vyznam mél tento test p¥i sledovdni nemocnych s M. Hodgkin (ak-
tivace RNK v jadérku byla patrnd jiZ nékolik mésicii pFed relapsem). V dnesni
dobé po zavedeni jinych imunologickych testi postrddd tento test sviij klinicky
vyznam.

> U déti byvd prevaha lymfocytit s plnymi jadérky,u dospélych pFibyvd prstenci-
tych jadérek. U déti byvd v jedné burice jadérek vice, u dospélych je pFevaha bu-
nék s 1 jadérkem.

Barveni na Zelezo (Perlsonova reakce)

Depozita zdsobniho Zeleza v podobé feritinu nebo hemosiderinu se mohou na-
chézet v cytoplazmé erytrocytl a zralejSich bun€k vyvojové fady cervené krvinky
(siderocyty a sideroblasty) a v nékterych makrofazich (siderofagy). Tato depozita
lze barvit tzv. Perlsonovou reakci (Griineberg, 1941).

® Princip stanoveni: Ferokyanid draselny v kyselém prostfedi reaguje s Fe3* (z4-

sobni Zelezo) a vytvaif tzv. berlinskou (pruskou) modf — ferokyanid Zeleznato-
-zelezity Fe,[Fe(CN)¢] 5

4Fe3 + 3[Fe(CN)gl* ——m— Fe JFe(CN)l 5
Berlinskd (pruskd) mod¥

» P¥i hodnoceni se sleduje poCet bunék s granulemi zdsobniho Zeleza, zjistuje se
velikost a polet granuli v krevnich burikdch Cervené Fady, ddle tvorba prstenci-
tych formaci, mnoZstvi zdsobniho Zeleza v makrofdzich a pFitomnost extracelu-
ldrnitho nehemového Zeleza (Fe3*t).

® Klinické pouZiti: MnoZstvi zdsobniho Zeleza byva zvySené u sideroblastické
anémie, MDS, nékterych typi leukemie, hemolytické anémie, megaloblastové a-
némie, alkoholismu, po splenektomii. Nepfitomnost zdsobniho Zeleza se nacha-
z{ u sideropenické anémie.

Mista aktivity enzymi

Pfi cytochemickém barven{ intraceluldrnich oblasti se prokazuji prakticky jen ly-
sozomdlni enzymy, které jsou obsahem primarnich nebo sekundérnich granuli leu-
kocytli. Cytochemicky priikaz vyuZivd katalytickych schopnosti enzymd, p#i kte-
rych dochdzi k pfemené substrétu (S) na produkt (P):

Enzym
S > P

vvvvv

chézi k vytvoreni stabilniho azobarviva
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Barevnd reakce nebo kopulace
P —

Stdlé zbarveni

» Na rozdil od pfedeslych cytochemickych priikazii je nutné mit na paméti, Ze
enzymy jsou biologicky aktivni litky, u kterych jejich biologickd tcinnost
s Casem klesd. Proto prikaz enzymii provddime prakticky ihned po doddni
vzorkii do laboratove!

FOSFATAZY

Fosfatdzy, presné&ji fosfomonoesterdzy jsou enzymy, které uvolriuji kyselinu ort-
ho-fosfore¢nou z vazby na alkohol nebo aromaticky monoester. Existuje nékolik
isoenzymu, které se rozliSuji podle toho pfi jakém pH vykazuji nejvyraznéjsi akti-
vitu (alkalickd fosfatiza — AF a kyseld fosfatdza — KF). Jednotlivé isoenzymy se
li§f ve svych vlastnostech. AF na rozdil od KF jsou vyraznéji aktivovany horecna-
tymi ionty (MgZ*) méné ionty Mn2+, Zn?*, Co?* , zatimco fluoridy (F-) inhibuji pou-
ze KF, ne AF (Dacie a Lewis, 2001).

Alkalicka fosfatiza (AF)

Alkalickd fosfatdza je lysozomdlni enzym pfitomny v sekundarnich (specific-
kych) granulich neutrofild. Aktivitu alkalické fosfatdzy vykazuji hlavné segmento-
vané neutrofily, jen ojedin€le méné zralé formy, z nich nejvice tycky. Star$i neutro-
fily, kolujici déle v krvi, vykazuji vyS8i aktivitu AF, nez mlad$i neutrofily (Rosner
a Lee, 1965). Ojedinéle lze nalézt slabou pozitivitu i v B lymfocytech (Poppema

a spol., 1981).

® Princip stanoveni: Fosfatiza v zdsaditém prostfedi od$t&puje ze substratu pfi-
daného do reakce (a-naftolfosfdtu) a-naftol. Kopulaci a-naftolu a diazoniové
soli vznikd v mistech enzymové aktivity Cervend sloudenina nerozpustnd ve vo-
dé (Kaplow, 1963).

® Hodnoceni: Katalytick4 aktivita enzymu se hodnot{ semikvantitativné 0—4 body
a vyjadfuje se pocetnfm zlomkem (poletni zlomek = nalezeny pocet bodi
k celkovému poctu hodnocenych neutrofild):

0 — negativni preparat (bez zabarveni)

1 - jemnd difidzni pozitivita nebo naznaené granule
2 — difizni pozitivita s jemnymi granuly

3 — vyrazna pozitivita s hrub§imi granuly

4 — velmi vyraznd pozitivita s hrubymi granuly
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RE ALKALICKE FOSFATAT

|
i

Skére alkalické fosfatazy — vypodet:

@O+ +(2)+d3)+ (49
Skoére AF =

a+b+c+d+f

a, b, c, d, f— jsou pocCty neutrofilil se zji§ténou pozitivitou (0—4).
Hodnoceni se vétSinou provadi ve 100 neutrofilech.

» Priklad: PFi hodnoceni AF bylo zjisténo 30 bunék s pozitivitou 0; 12 bunék s pozi-
tivitou 1; 22 bunék s pozitivitou 2; 27 bunék s pozitivitou-3; 9 bunék s pozitivitou 4.

30x0+12x1+22x2+27x3+9x4 173

Skore AF = = 1,73

30+ 12+22+27+9 100

o Klinické pouZiti: ZvySeni aktivity enzymu je pozorovano v t€hotenstvi, pfi stre-
su, u infekci s neutrofilif a po poddni kortikoidd. S vy$3{ aktivitou AF se miiZe-
me setkat i u aplastické anémie, MDS a u nékterych lymfo- a myeloproliferativ-
nich onemocnéni (polycytemia vera, myelofibrésa, mnohocetny myelom,
aktivni stadium M. Hodgkin). SniZené€ hodnoty se nachdzi u CML (lze tak odli-
it CML od leukomoidni reakce, u které je hodnota AF zvySena), pfi infek&ni

mononukledze, u PNH a u nékterych anémii (sferocytdrni a sideroblastickd).

s

» Ukazuje se, Ze AF podobné jako ostatni nitrobunéiné enzymy odrdzi metabolic-
kou bunéénou aktivitu. Zjistilo se, Ze enzymatickd aktivita je kontrolovdna genem
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na chromozomu 21. Tim se vysvétluje spojitost mezi poklesem AF a abnormitami
tohoto chromozomu.

Kysela fosfataza (KF)

Do skupiny kyselych fosfatdz se zahmuji isoenzymy pfitomné v sekunddrnich
granulich neutrofilli, monocytech, lymfocytech, plazmatickych burikach a trombo-
cytech. Vzhledem k tomu, Ze se tyto isoenzymy nachdzi u vétSiny bunék je jejich
vyznam pro prikaz jednotlivych typd bunék omezeny. Lze je frakcionovat na 7 izo-
enzymi. Nejvétsi vyznam md stanoven{ isoenzymu 5,
ktery se nachdzi ve zvysené mife u vlasatobunécné leu- | + ...~ = o N
kemie a u akutni lymfatické leukemie. Izoenzym 3 se \1‘&
nachdzi pfevazn€ u myelomu (pozitivita je patrnd az _

u 90 % myelomovych bunék). Vlasaté buiky vykazuji
vyraznou difizni i granuldrni aktivitu kyselé fosfatazy,
kterd se u vétSiny bunék nesniZuje po pfiddni vinanu Rl o
sodného. U ostatnich lymfocytd vykazujicich granuldr- RN %
ni aktivitu KF dochézi v piitomnosti vinanu sodného ke > 7
sniZeni aktivity enzymu. Barvici techniky se li§{ podle i ¥
pouZitého azobarviva (Li a spol., 1970). Kysel4 fosfatiza

® Princip stanoveni: Nékteré isoenzymy fosfataz v kyselém prostiedi odstépuji ze
substratu pridaného do reakce (naftol AS BI fosfdt) a-naftol. Kopulaci a-nafto-
lu a diazoniové soli vznikd v mistech enzymové aktivity Cervena sloucenina ne-
rozpustné ve vodé€ (Goldberg a Barka, 1962).

» Nejcastéji se jako diazoniové soli pouZivd pararosanilinu.

ESTERAZY

Esterdzy jsou velmi rozsifenou skupinou lysozomdlnich enzyml pFitomnych
v endoplazmatickém retikulu. Tyto enzymy hydrolyzuji estery niZSich mastnych
kyselin jak alifatickych, tak aromatickych. Jsou spojovany s azurofiln{mi (nespeci-
fickymi) granulemi. Granulocyty, monocyty a tkariové buiiky obsahuji ve svych gra-
nulich esterazy, které se pon€kud liS{ svou specificitou k substrdtu. Dnes je popsino
9 isoenzymii esterdz. Takzvané ,,specifické* esterdzy obsahuji isoenzymy 1,2,7, 8
a9.Isoenzymy 3,4, 5 a 6 reprezentuji takzvané ,,nespecifické esterazy, které jsou
citlivé k NaF. Vyraznd aktivita tchto enzymi se projevuje zejména v monocytech,
megakaryocytech a krevnich desti¢kéch (Li a spol., 1973).

Specifické esterazy

Ke specifickym esterdzdm se fad{ chioracetdtesterdza (CHAE), kterd se nachdzi
v granulocytech. Jako substrit je pouZivdn nafto]l AS-D chloracetit. Buriky mye-
loidni fady maji vyraznou pozitivitu, vétSinou se barvi i myeloblasty. Slabd poziti-
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vita se miiZe nalézt i u monocytii a bazofili. Cervené krvinky, lymfocyty, plamocy-
ty a megakaryocyty se nebarvi.

» Normdlini myeloblasty na rozdil od leukemickych myeloblastu vykazuji vyraznéj-
81 pozitivitu. Pozitivni reakci ddvaji rovnéZ Auerovy tycky.

® Princip stanoveni: Chloracetdtesterdza hydrolyticky S$t€pi substrdt naftol
AS-D chloracetét na naftol, ktery kopulaci s diazoniovou soli Fast Blue BB po-

skytuje v mistech vyskytu enzymu modrou ve vod€ nerozpustnou slouceninu.

Nespecifické esterazy (NE)

Jako substraty se u té€chto stanoveni pouZivaji o-naf- |
tyl estery (acetat nebo butyrat).

® Princip stanoveni: 1soenzymy nespecifickych este- |
rdz v zdsaditém prostfedi hydrolyticky od$tépujf ze |4
substritu pridaného do reakce (a-naftylacetdt) a-naf-
tol, ktery kopuluje s diazoniovou soli na ¢ernou
slouéeninu nerozpustnou ve vode¢.

Nespecifick4 esteraza

PREMENA SUBSTRATU NA PRODUKT

COCCH; OH
| I
esterdza
> + CH;COOH
+ Hzo
substrdt produkt
KOPULACE

OH + R—N=N—X—_—H§—> R—N=N OH
| |

diazoniovd sul azobarvivo
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® Klinické pouziti: cytochemického prilkazu lze vyuZit k pfesnéj§imu zafazeni
akutnich leukemif (k rozliSeni M4 a M5 typl akutnich myeloidnich leukemiif —
FAB klasifikace). Vyraznéji vy33{ aktivitu nespecifické esterazy vykazuji isoen-
zymy piitomné v monocytech, kdeZto isoenzymy pfitomné v neutrofiln{ linii
maji aktivitu niZ8i. Isoenzymy pfitomné v monocytech jsou navic inhibovany
fluoridem sodnym. Leukemické buriky ALL vykazuji velmi slabou granuldrni
pozitivitu isoenzyml nespecifickych esterdz, kterd neni blokovatelnd NaF.
Podobné i erytroblasty u erytroleukemie vykazuji slabou pozitivitu nespecifické
esterdzy.

PEROXIDAZY

Peroxiddzy jsou enzymy, které maji ve své molekule zabudovanou strukturu he-
mu. VyuZivaji se k prikazu bunék granulocytdrni Fady. Na rozdil od ostatnich ne-
specifickych peroxidaz se enzym pfitomny v granulich bunék myeloidni fady nazy-
vé myeloperoxiddza.

Myeloperoxidaza (MPOQ)

Myeloperoxiddza je lysozomdlni enzym pFitomny v primdrnich (azurofilnich)
granulich neutrofilit a monocytii, nenachazi se v builkdch &ervené fady a v lymfo-
cytech. Specifickd granula myeloperoxiddzu neobsahuji. MnoZstvi peroxiddzy se
zvy§uje s postupnym vyzravanim buné€k (nejvyS3i aktivita je ve vyzralych neutrofi-
lech). V monocytech byv4 pfitomna jemna granularni pozitivita (Elias, 1980).

» Auerovy tycky se barvi MPO pozitivné. Blastické formy bez granulace mohou

s w7

poskytovat rovnomérnou pozitivitu v celé édsti cytoplazmy.

Myeloperoxidaza v leukemickych buiikdch Myeloperoxidiza —
— periferni krev el. snimek (Cerné granule v cytoplazmé)

® Princip stanoveni: Peroxiddzy obsaZené v granulocytech katalyzuji reakci p¥i
které se z peroxidu vodiku (H,0,) uvolnf kyslik. Kyslik oxiduje nékteré slozky
za vzniku barevné komponenty (napf. benzidin se oxiduje na azobenzen).
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myeloperoxiddza

hydrazobenzen
—3 = presmyk =
) — NH — NH — a —_— | —N=N—@
hydrazobenzen azobenzen

» K priikazu enzymu je mozné pouiit Fadu substrdti (benzidin, benzidin dichlorid,
diaminobenzidin, o-tolidin, 4 chloro-1-naphtol atd.). V soucasné dobé se upfed-
nostiuji ldtky, které nemaji karcinogenni uicinek (Dacie a Lewis, 2001 ).

® Klinické pouZiti: barvenim lze odliSit myeloblastickou a monoblastickou formu
AML od lymfoblastickych leukemii. Aktivita MPO byva sniZena v neutrofilech
u infekci, myeloidnich leukemii a MDS.

B-glukuronidaza
B-glukuronidédza je lysozomdlni enzym pfitomny v primdrnich granulich leuko-

cytd. Radf se mezi kyselé hydrolazy.

® Princip stanoveni: enzym katalyzuje pfeménu naftol AS-BI f-glukuronidu na
naftol AS-BI a B-glukuronid. Naftol AS-BI kopulaci s diazoniovou solf tvofi ba-
revnou nerozpustnou slouceninu lokalizovanou nitrobunééné v mistech aktivity
enzymu.

® Klinické pouZiti: jde o enzym mélo cytochemicky prozkoumany. Rozdily
v jednotlivych bunéénych liniich jsou malo charakteristické. VyuZiva se dnes jiZ
méné, diive se pouzival hlavné pfi studiu rtiznych lymfoproliferativnich stavi
bez vyuZziti pro diagnostiku.

» V minulosti se zddlo, Ze tento enzym by mohl byt ndpomocen pFi prikazu

T-lymfocytii. Dnes vzhledem k nizké specificité enzymu pro T-lymfocyty se toho-
to pritkazu nevyuZivd.
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INHIBICE NEKTERYCH ISOENZYMU

Vétsina bunéénych enzymil prokazovanych cytochemickymi reakcemi nejsou
izolované produkty, ale jsou to epitopy n&kolika isoenzymi. Zastoupeni isoenzymi
je v jednotlivych bunécnych typech rozdilné. Nékteré isoenzymy jsou resistentni
(necitlivé) k pfitomnosti specifického inhibitoru. Podle citlivosti téchto isoenzymi
k inhibitordm, 1ze pak usuzovat na charakter buriky.

Inhibice nespecifické esterazy NaF

® Princip stanoveni: Barveni na pfitomnost isoenzymi nespecifickych esterdz se
provadi ve dvou riiznych prostfedich s a bez pfidéan{ fluoridu sodného (NaF).
Zjistuje se pritomnost isoenzymu resistentniho k NaF. Reakce v monocytech se
oslabi, v granulocytech zlistdv4 stejné intenzivni.

monocyty granulocyty
NE bez NaF +++ +
NE s NaF + +

Tartarat resistentni kysela fosfataza

U vlasatobunécné leukemie je prito-
men isoenzym 5 kyselé fosfatazy, ktery
je resistentni na inhibici L (+) vinanem
(Yam a spol., 1971). Isoenzymy kyselé
fosfatdzy C4stecné resistentni na inhibici
L (+) vinanem se vyskytuji i u jinych sta-
vl (infekéni mononukleéza, CLL,
u nékterych nehogkinskych lymfomi).

Priikaz kyselé fosfatizy u HCL

e Princip stanoveni: Barveni na pfitomnost isoenzymi kyselych fosfatdz se pro-
véadi ve dvou riznych prostfedich s vinanem sodnym a bez pfiddni vinanu sod-
ného. ZjiStuje se pfitomnost isoenzymu resistentntho k vinanu. Vinan sodny
(tartardt) snizuje aktivitu kyselé fosfatdzy v lymfocytech a lymfoblastech, ale
nesniZuje aktivitu enzymu piitomného u leukemickych bunék vlasatobunééné
leukemie (Hairy cell leukaemia).

ALEZY U AKUTNICH LEUKEMI{

a) Cytochemické rozliSeni malo diferencovanych bunék

Typ buiiky PAS Sudan B MPO NE
LYMFOBLAST + - - D
MYELOBLAST ~ + + *
MONOBLAST - * * +
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b) Cytochemické rozliseni AML M1-MS5 (FAB 1976)

Typ buiiky PAS Sudan B MPO NE NE s NAF
AML-M1 — + * D D
AML -M?2 - + * D D
AML -M 3 - * + D D
AML-M4 - * * + +
AML -M 5 - * + + D

+ vysokd pozitivita  * nizkd pozitivita
D difiizni rozptyl - negativni nélez

v

Struktura a funkce organizmu je neustdle narufovédna vnéjSimi a vnitinimi vlivy,
proto hlavni Glohou bilych krvinek je ochrana organizmu pred cizorodymi latkami,
které:

Q vstupuji do organizmu zvenci
® ve forme choroboplodnych zarodki (bakterie, viry, plisné, paraziti)
B v podobé jinych latek (prach, potraviny, léky, okovaci latky aj).
Q vznikaji primo v organizmu:
® pfi procesech litkové pfemény
B pii rozpadu tkdni
B pfi transplantacich

Zneskoditovani latek probiha dvéma zpiisoby:
@ fagocytozou - tj. pohlcovanim a rozkldddnim pohlcenych &éstic. Zicastiiuji se
zejména granulocyty (neutrofily a eozinofily), monocyty a makrofagy
@ imunitni odpovédi:
® tvorba protildtek (B-lymfocyty, plazmocyty)
W piimym plsobenim krevnich bunék na cizi buriky nebo ¢4stice, pfi¢emz se
tyto bud usmrti nebo rozlozi (T-lymfocyty, NK buriky)

Mechanismy se Casto kombinuji — usmrceni, fagocytoza, rozloZeni a zénét.

SCHOPNOST ROZPOZNAVAT VLASTNI STRUKTURY ,,SEBEPOZNANI‘‘ A NASLEDNE JE
TOLEROVAT SE VYVIiJi JIZ V EMBRYONALNI FAZI. IMUNOKOMPETENTNI BUNKY
REAGUJICI S VLASTNIMI STRUKTURAMI (AUTOANTIGENY) JSOU ELIMINOVANY
PROCESEM PROGRAMOVANE SMRTI (APOPTOZY).

HILAVNIM CILEM IMUNITNIHO APARATU JAKO KOMPLEXNIHO HOMEOSTATICKEHO
SYSTEMU JE UDRZOVAT IDENTITU A INTEGRIEU ORGANIZMU BEHEM CELEHO VYVOJE
JEDINCE.
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» VSichni mnohobunééni tvorové maji systém zajist'ujici jejich obranu proti inva-
Zi cizich organizmii. Dokonce i houba znii tkdriovy $tép, pFeneseny na ni z jiné,
nepiibuzné houby. Vrozeny imunitni systém se poprvé objevil pFibliiné pFed
400-600 miliony let v priibéhu vyvoje obratlovcd a pokrocilejsi systém
s definovatelnymi T- a B-lymfocyty se vyvinul u spoleéného pFedchiidce savcii
a ptdki asi pred 200-300 miliony let.

Imunitou nazyvame schopnost organizmu branit se proti:

U infekénim zdrodkdm

O cizim nebo organizmu odcizenym butikdm (busiky transplantované od geneticky
odlisného jedince a buriky viastni — nddorové pozménéné nebo napadené viry)

Imunitni systém reaguje na pfitomnost cizorodych litek procesem, ktery nazy-
vdme zdnét. Zanétova reakce miZe byt mistni (misto priniku patogenu je ohranide-
no) nebo systémovd. Je-li zanétova reakce fyziologickd pak na konci procesu je eli-
minace cizorodého agens. Pfi nedostate¢né imunitn{ reakci vznika chronicky zdnét,
ktery mé charakter poSkozujictho procesu (orgédnové poskozeni). Priinik velkého
mnoZstvi antigend nebo siln€ imunogennich podnétli vyvold akutni poskozujici
systémovou reakci charakteru SIRS (systémovd zédnétovd reakce), provdzenou
uvoln&nim velkého mnoZstvi pozdnétovych cytokinli, hemodynamickymi a metabo-
lickymi zmé&nami, kon¢icimi nevratnym rozvratem vnitiniho prostfedi — smrti.

NAPADENT ANIZMU PATOGENY
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Imunitnf systém miiZeme rozdélit na dva velké, vzajemné spolupracujici systé-

my:

U antigenné nespecifické (imunita pfirozend, vrozend) — zaji$tuji ji neutrofily,
makrofagy, dentritické bunky, komplement, lysozym a dalsi.

U antigenné specifické (imunita ziskand, adaptivni) — zaji§t'uji ji rizné typy T-
lymfocyti a protilitky produkované B-lymfocyty. Specifické sloZky jsou odpo-
ve€dné za vznik imunitni paméti,

Nespecificka imunita
(Vrozeny imunitn{ systém)

Vrozeny systém sestdvd z fagocytujicich bunék, které vyuZivaji riznych recep-
tort a struktur k rozpozndni, pohlcen{ a zni¢eni proniklych patogent. U savcl se-
stavd vrozeny imunitni systém z polymorfonukledri, monocytd, makrofigh
a dendritickych bun€k. Vyznamnou ulohu zde maji zejména neutrofily. Pro schop-
nost fagocytozy, amébovity tvar a rychlou mobilizovatelnost jsou schopny vychyti-
vat cizorodé latky, odstranovat je a odbourévat. Proto pii granulocytopenii vznikaji
poruchy nespecifické imunity a obrany proti infekcim, které se projevuji pfevazné
bakteridlnimi zdnéty. Makrofdgy a dentritické buriky pfedkladaji fragmentované
Castice T- a B-lymfocytim.

Nespecifickd imunita miize byt:

Q humordlni: (z ¥ectiny: humor = tekuty). Uplatiiji se pii nf latky, které se zi-
Castnuji sloZitych imunitnich pochodi (komplement, nékteré cytokiny, enzymy).

Q bunécna: vyuziva fagocytozy (neutrofily, monocyty, makrofigy, eozinofily)

» Protildtkovd imunita (humordini) se uplatiiuje zejména v obrané proti bakteriim
a parazitim, bunéénd nds ochrdni predevSim proti virovym a plisfiovym one-
mocnénim.

Fagocytoza

Fagocytoza je pohlcovani bunék nebo
dastic fagocytujicimi butikami — fagocyty.
Fagocytujici buriky predstavuji zdkladn{
obranny systém proti infekei. Maji na po-
vrchu molekuly, které rozezndvaji struk-
tury pfitomné na cizorodych bunkéach.
Navic maji receptory, které umoznuji
rozezndvat Castice s navdzanymi protilat-
kami.

Pohlceni infekéniho agens makrofagem
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Fagocyty rozdélujeme do 2 velkych skupin:

Q Neutrofily a eozinofily — prvni obrannd linie proti infekci

Q monocyty s makrofdgy ~ zajist'uji definitivni odstranéni mikroorganizmi
a predkladani fragmentovanych &astic bunkdm specifické imunitni odpovédi (T-
a B-lym-focyty)

Jak neutrofily a eozinofily, tak i monocyty maji schopnost chemotaxe (shluko-
véani a nahromadéni se v mistech mikrobidlni invaze, nebo tkdriového zdnétu). Aby
fagocytoza mohla prob&hnout je k tomu nezbytnd fada pfipravnych pochodi, které:
® umoZni pfibliZeni cizorodé Castice k fagocytujic{ burice — adherence
e ulehcujf fagocytozu — opsonizace

7 w2

Po opsonizaci fagocytujici burika pohlti &dstici, uzavie ji do vakuoly opatfené
membranou, do které je vypustén obsah granuli bohaty na trdvici enzymy (hydrola-
zy) — dojde k zabit{ a natrdveni mikroorganizmu.

» Opsoniny jsou ldtky, které maji schopnost se jednim koncem své molekuly vdzat
na povrch bakterii, krevnich bunék nebo jinych Cdstic a druhym koncem na re-
ceptory na povrchu fagocyti. Timto navdzdnim se usnadni vzdjemny kontakt,
ktery je potFebny pro uskuteénéni fagocytozy. Opsoniny se nachdzi zejména
v krevnim séru a radi se k nim:

W protildtky (piisobi prostFednictvim Fc receptorii)

B fragmenty sloZek komplementu C3b a iC3b (piisobi prostiednictvim CRI
a CR3)

B protein vdzajici manézu a jiné lektiny

NejdiileZitéjsi slozky jsou protildtky a fragmenty komplementu.

PRUBEH FAGOCYTOZY

» Fagocytoza je spojena s Cinnosti mikrosomdiniho oxiddzového komplexu
(NADPH). P¥i fagocytoze prokazatelné stoupd prijem kysliku burikou.

Pozitivni (negativni) taxe
Taxe je pohyb urcitym smérem vyvolany riznymi podnéty (dotykovymi, che-

mickymi, elektrickymi a j.). Chemotaxe je bunécny pohyb fizeny chemickymi sti-
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muly. Je zprosttedkovéna nékterymi kontraktilnimi bilkovinami neutrofild (jsou po-
dobné aktinu, myosinu a tubulinu).

» Chemotaxi vyvoldvaji hlavné nékteré sloZky komplementu a sloZky fibrinolytic-
kého a koagulaéniho systému. Chemotaktické ldtky pusobi na fosfolipidovou
strukturu bunécné membrdny a je pravdépodobné, Ze sniuji negativni ndboj po-
vrchu granulocytu.

Schopnost taxe maji zralé formy neutrofilnich a eozinofilnich granulocyti,
slabé je naznadena u monocyni. Tyto bunky reaguji na podnéty, které vychazeji:
U pfimo z cizi buniky nebo ¢éstice
U z jejiho okoli
Q =z imunologicky aktivnich bun&k v jejim okoli (napf.z lymfocyti)

e

Pti pohybu vytvari fagocytujici buiika lalo¢naté vybézky cytoplazmy, do kterych
se tato pfeléva a to nejprve Cast bez granul, poté €4st s granulemi a nakonec se pie-
mist{ i jadro buiiky.

» Primérnd rychlost pohybu pfi chemotaxi leukocytu je 40 pum za minutu.
Neutrofilni granulocyty se pohybuji rychleji ne? eozinofilni a neZ monocyty.
Pohyb urychluje zvy$end teplota a sniZeni pH.

Monocyto-makrofigovy systém (MFS)

Funkce MFS

ochrana proti mikroorganizmim

odstrariovédni starych a poSkozenych bungk pifpadné jinych materidld véetné
anorganickych

regulace hematopoézy (produkce ristovych faktori)

tiloha pii imunitnich reakcich (aktivujf proliferaci T a B lymfocyti)

ochrana proti vzniku nddoru

syntéza biologicky aktivnich latek

oo OO0

Tkaiiové makrofagy
Zralé monocyty mohou prechazet z cirkulujici krve do tkédni. Po fagocytoze sé-
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rovych bilkovin nebo cizorodého materi-
dlu se zvétsuji a méni se v aktivn{ formy
fagocyt. Rizné formy makrofdgl vzni-
kaji z monocytd a pifpadné i histiocytd
a nediferencovynych mezenchimovych
bunék. B&hem premény monocyti na
tkdfiové makrofdgy ztrdci monocyty
myeloperoxiddzovou aktivitu.

Makrofdgy mohou vSak ziskat myelo-
peroxiddzovou aktivitu:

W pinocytozou z vnéjsiho prostredi
® pohlcenim neutrofili

Tkanové makrofdgy predstavuji dru-
hou obrannou linii proti riznym repliku-
jicim se agens, véetné patogennich mikro-
organizmii. Mimo to patfi mezi dilleZité
K-bunky (Killer cells) a mechanizmem
buttkami zprostfedkované imunity a na
protilatkdch zdvislé cytotoxicity jsou
schopné extraceluldarn€ usmrcovat nebo Interakee mezivma}ﬁrofégem (Bedy)
po%kozovat teféové buiiky a t.kéné. Jako 2 ly"“;‘;cfi:fc':S("fi‘;;’:ggl"::‘z;l‘u't’y?;la&“’
buriky schopné prezentovat antigen se mo-
hou ztcCastnit i na iniciaci aktivace T- bunék. Makrofdgy jsou t€Z vykonné a regulaé-
nf bufiky zdnétové reakce. Aby mohly plnit vSechny tyto funkce produkuji vice nez
100 rfiznych latek.

Makrofdgy vyuZivaji pri svych reakcich reaktivni medidtory dusiku. Podet tkd-
fiovych makrofdg mnohonédsobné prevysuje mnoZstvi kolujicich monocyti a jejich
pejvetsi mnoZsivi je v lymfatickych uzlinach, slezing, plicich a jatrech. Makrofagy
neopoudtéji tkdn€ a mohou byt v jednotlivych orgdnech specializovany na urcité
funkce. Predstavuji velmi heterogenn{ populaci bunék, které se vzajemné li${ svym
vyvojem, funk&ni aktivitou a anatomickou lokalizac{. Makrofagy v zévislosti na lo-
kalizaci v t€le a na jejich funk&nich poZadavcich mohou Zit dny, tydny, mésice
a i roky. Rozdé€lujf se na makrofagy:

Q normdini
Q zdnétlivé

Normalni tkanové makrofagy
Podle uloZeni v organech rozliSujeme:

B makrofégy plicni (alveoldrni) — pohlcuji a zadréuji prachové édstice

B makrofdgy jaterni (Kupfferovy buiiky) — pohicuji nadbytek Fe, ZluCovych bar-
viv a odstranuji i jiné ldtky a bunéfné fragmenty

W makrofdgy sleziny — pohlcuji rozpadajici se erytrocyty a oxiduji je
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ledvin (mesangidln{ buiky)

makrofdgy pojivové tkdné (histiocyty)
makrofdgy kosti (osteoklasty) a kostni dfené
makrofdgy podkoZi a jinych tkdni
makrofagy lymfatickych uzlin

makrofdgy CNS (mikroglie)

Normalni makrofigy jsou imunologicky ,.tiché" buiky, maji nizkou spotiebu
kysliku, maly pocet exprimovanych molekul HLA antigent: II. tf{idy na svém povr-
chu a malou nebo Zidnou sekreci cytokinl. Maji vSak fagocytirni a chemickou
schopnost a udriuji si urcitou proliferacni kapacitu. Makrofagy jsou primovany
riiznymi stimuly (cytokiny). Primované makrofdgy odpovidaji na sekunddrn{ stimul
a stdvaji se plné aktivnimi. Aktivované makrofagy nejsou schopné proliferace, ma-
Jjf vysokou spotfebu kysliku (prostfednictvim NADPH oxiddzy), schopnost usmrco-
vat intraceluldmi parazitujici bakterie, lyzovat nddory a maji maximaéln{ sekreci z4-
nétovych medidtori (TNFa., IL-1, IL-G, PGE,, ROI a RNI).

Zanétlivé tkanové makrofagy
Zanétlivé makrofagy jsou piitomné v riznych zénétlivych tekutindch, maji riz-
né regulacni funkce a vznikaji skoro vylu¢né z krevnich monocytd.

PORUCHY NESPECIFICKE IMUNITY
Poruchy motility

Schopnost fagocytli pohlcovat Eastice télu cizi je pomémé vysokd, ale i tato
schopnost se miiZe vy&erpat. Potom dochézi k ukladéni cizich latek pfimo ve funkg-
nich burikdach orgdnd (napf. jater, sleziny, plic, ledvin atd.) To vede k pofkozeni
téchto organu.

U Defekt adheze leukocytit (LAD -- leukocyte adhesion defect ,,Syndrom linych leu-
kocytii) — jde o autozomdlng recesivni onemocnéni s membranovym defektem mye-
loidnich a lymfatickych bunék, ktery neumoZiiuje jejich adhezi k endotelu. Defekt
je spojen i s postiZzenim dal§ich funkci leukocytu. U tohoto syndromu granulocyty
a lymfocyty neodpovidaji adekvétn€ na chemotaktické faktory, je postizena chemo-
taxe, shlukovatelnost, fagocytoza, stimulace latkové vymény a v diisledku toho ne-
doch4z{ k hromadéni imunokompetentnich bunék v zanétlivém loZisku.

Pri¢ina: molekuldrnim podkladem onemocnéni je defektni syntéza CD 18. Tato
slozka je ddleZitou souédst{ adhezivnich proteind leukocytarni membrany.

V diisledku této poruchy dochéz{ k poruchdm hojeni rany, k nekrotizujicim bak-
terdlnim a mykotickym zanétiim kdZe. MiiZze dochdzet i k pfed¢asnému odtrZeni pu-
pe¢niku.

» Podobnd porucha chemotaxe a migrace se vyskytuje také v pripadech poru-
Sené aktivace sloZky C3 komplementu.
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Q Chediak-Higashiho syndrom — u tohoto onemocnén{ je porusena fagocytoza
a zpomaleno bakteridlni zabijeni. V granulocytech, melanocytech, fibroblastech
a jinych buiikdch se vyskytuji velké lysozémy. Infekce jsou zplisobeny autode-
struke{ leukocyti, postizeni melanocytll vede k hypopigmentaci. BliZze viz kapi-
tolu anomadlie bilych krvinek.

Q Jobiiv syndrom — toto onemocnéni je zplsobeno dysfunkci aktinu, které vyvold
poruchu chemotaxe. Soucasné dochdzi k tbytku specifickych granuli. Onemoc-
nén{ se projevuje ekzematézni dermatitidou s recidivujicfmi infekty kiiZe. Byvé
doproviézeno plicnf infekci. Laboratorné se nachdzi vyrazné zmnoZen{ eozinofi-
18, pokles gama globulint a zvy$end hladina protilatek IgE.

O Chronickd granulomatéza (Chronic granulumatous disease) — jde o vE&tsi sku-
pinu onemocnéni, u kterych dochdzi k poruse zpracovéani antigenu uvnitf buriky
a nésledné tvorbé granulomd. Jde o nejcastéjsi funkéni poruchu neutrofilnich
a eozinofilnich granulocytd, kterd se ned4 zjistit morfologicky. Defekt postihuje
rovnéZ monocyty. Choroba je dédi¢nd, vizana i nevizana na X chromozom a jeji
pfi¢inou je defektni aktivace oxiddzy. U tohoto onemocnéni je sniZzena bakteri-
cidnost granulocytd, tj. pohlcené bakterie se neusmrti a nerozloZzi.

» Schopnost fagocytovat bakterie je u tohoto onemocnéni zcela zachovdna.
Lysozomy jsou pFitomny v normdlnim poctu a uvolfiuji své enzymy do fagozomil,
ale tyto enzymy nepiisobi baktericidné. Je sniZend produkce H,O, v diisledku
sniZené aktivity oxiddzy. V nepritomnosti peroxidu neni jodovdna bakteridlni
membrdna a mikroorganizmy zustdvaji ve fagozomech neporuseny. Tyto okol-
nosti vedou u téchto nemocnych k chronickym infekcim a k tvorbé masivnich
granulomii. Nemocni jsou nejvice ndchylni ke stafylokokovym a stFevnim infek-
cim, protoZe Staphylococcus aureus a Enterobacter nemohou byt zneSkodriova-
ny peroxidem fagocyti. Streptokoky a pneumokoky vytvdreji samy uvniti fago-
cyti dostatek peroxidu a zpiisobuji si tim viastni smrt.

Poruchy s nadmérnym ukladinim

Tezaurismézy — jsou to nemoci vyvolané nadmémym uklddanim zdsobnich ne-
bo jinych litek v organizmu v disledku naruseni metabolické cesty jejich degrada-
ce nebo vclenén{ do jinych struktur. Mezi latky, které se mohou v bunkéch t€mito
cestami hromadit 1ze zafadit latky lipidové, glykolipidové nebo mukopolysachari-
dové povahy a ddle n€které jiné sloZky napf. Zelezo.

GAUCHEROVA NEMOC

Gaucherova nemoc je autozomalné recesivni onemocnéni, vyskytujici se hlavngé
u Zidovské populace ASkendzy.

PFicina: jedna se deficit lysozomalntho enzymu beta-glukocerebrosiddzy, ktery
v normélnich burikach $t€pi glykosylceramid na glukosu. Dochaz{ k hromadéni gly-
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kosylceramidu v buiikdch monocyto-makrofagového systému, coZ vede ke vzniku
tzv. Gaucherovych bunék, které pak nachdzime v kostni dfeni, slezing, jitrech
a lymfatickych uzlinich.

Gaucherova buiika
Burika kulatého nebo ovalného tvaru.
Priimér: 20~70 pm
Jddro: ulozeno vétSinou excentricky s hutnéj{ strukturou
Cytoplazma: cytoplazma se barvi pfi pouZiti panoptického barveni bledé¢ mod-
rosedé s vldknitymi strukturami a zaujima vétSinu objemu buniky

e Laboratorni nilez
1 KO: mirmd normocytirni anémie, leukopenie, trombocytopenie, vzdcné se
objevuje retikulocytoza
Q Krevni ndtér: polychromazie

NIEMANNOVA-PICKOVA CHOROBA
Je to autozomdlné recesivni onemocnéni, vyskytujici se podobné jako Gauche-
rova choroba u Zidovské populace ASkenazy.

vovs

PFi¢ina: defekt spociva v deficitu fosforylcholinceramidazy (sfingomyelindzy).
Tento enzym se podili na hydrolyze fosfocholinceramidu, ktery hydrolyzuje na fos-
forylcholin a ceramid. Vznikajf tzv. Niemannovy-Pickovy buriky s p€novitou struk-
turou cytoplazmy, které se vyskytuji v podobnych orginech jako Gaucherovy
buiiky.

Niemannova-Pickova buiika
Priimér: 20-80 pm
Jddro: vé&t§inou polyploidni, nachézi se i dvoujaderné formy
Cytoplazma: v cytoplazmé se Casto nachézi i kulovité inkluze

e Laboratorni nilez
O KO: mirma mikrocytérni anémie, trombocytopenie, pocet leukocytl promén-
livy
Q Krevni ndtér: lymfocyty a monocyty obsahuji jemné vakuoly

HEMOCHROMATOZA (HEMOSIDEROZA)

Hemosiderozy jsou stavy, pfi kterych dochazi k nadmé&mému uklédani Zeleza
v jinych buiikdch neZ v erytroblatech a to z diivodu narusenf cesty jeho pfirozeného
metabolizmu.

» Clovék je velmi Spamé uzpiisoben pro metabolizmus Zeleza. Rovné? jeho schop-
nost vstiebat Zelezo je 50—100krdt nizZsi, neZ moZnosti vétsiny savci. Z téchto di-
vodii md &lovék jen omezené moZnosti optimdlné vyrovndvat hladinu Zeleza.

NékteFi savci maji na kg hmotosti aZ 10krdt vétsi zraty Zeleza neZ clovek.
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Staviim, kdy je organizmus pfetizen Zelezem byla doneddvna na rozdil od stavii
se sideropenii vénovana nepomérné mensi pozornost (Andrews a Levy 1998). Podle
stupné pretiZeni rozliSujeme tyto faze:

B prelatentni — nardst zdsob Zeleza v nékterych organech bez pfekrodeni zdsobni
kapacity

B latentni — narlist z4sob Zeleza v nékterych orgénech s prekrocenim zdsobni ka-
pacity bez poskozeni

B manifestni — niriist zdsob Zeleza v n€kterych organech s orgdnovym poskozenim

Stavy z prebytku Zeleza:

Tyto stavy miiZeme rozdélit na:
Q hemochromatozu (hemosiderozu)
Q akutni intoxikaci Zelezem

> V lidském organizmu neexistuje fyziologicky systém, ktery by jej zbavoval Zele-
za, proto je omezovdna a regulovdna spise jeho resorbce (pFijem).

» Fe’+ miife velmi pomalu vytvdFet komplexy s hydroxidovymi anionty, které jsou
v tkdnich pritomné. Tyto komplexy mohou byt nékdy tak veliké, Ze pFekrodi limit
SVé€ rozpustnosti, shlukuji se a precipituji v prislusnych tkdnich, coZ vede k posko-
zeni téchto tkdni (Barton a Bertoli, 1996).

Hemosideroza

Zvygené vstfebavéni Fe v trdvicim traktu ¢i jeho nadmémy pfivod pfi opakova-
nych transfuzich vede k postupnému ndrtistu zdsob Fe v organizmu. Nadbytek Fe se
ukladd v tkénich, a to zejména v jatrech, srdenim svalu, kloubech a endokrinnich
#14zéch. Toto Fe miliZe katalyzovat chemické reakce, vedouc{ k tvorbg volngch radi-
kdll, jeZz svym toxickym ucinkem na bunélné proteiny a lipidy, mohou vést
k poru$eni bun€énych membran, nukleovych kyselin a enzymatickych systému,
k poSkozeni buriky a v kone¢ném nésledku k vaZné poruSe postiZenych orgdnd — or-
gdnovd hemosideroza (Powel a spol., 1994).

RozliSuje se:
U primérni (idiopatick4) hemosideroza
Q sekunddrni hemosideroza

Primdrni hemosideroza

Hemosideroza (primdrni hemochromatoza) souvis{ s mutaci genu HFE na 6.
chromozomu blizko A lokusu, zejména genn C282 Y (dochézi k zdmén& G za
A v pozici 845, coZ vede na tirovni proteinu k zdméné cysteinu za tyrozin v misté
282 proteinového fetézce). Vysledny produkt syntetizovany timto genem tzv. HFE
protein se uplatiiuje v jemné regulaci hladiny Zeleza v nizkomolekuldrni formé&, ze-

Jjména v Casném enterocytu. HFE protein soutéZ{ o vazbu Zeleza s apotransferinem,
coZ vede k hromadén{ Zeleza v ¢asném enterocytu (Ganz, 2003).
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» Mutace C 282 T vznikla pravdépodobné pred 60-70 generacemi u jedince
v keltské populaci na vizemi stiedni, ¢i zdpadni Evropy. V komunité Zivici se pFe-
vdiné potravou a castym deficitem resorbovatelného Zeleza umoziiovala maxi-
mdin{ vyuZiti Zeleza. Zabraidiovala tak rozvoji sideropenie a pfedstavovala pro
svého nositele nespornou vyhodu.

Sekundarni hemosideroza

Sekundamni pretiZzeni Zelezem vznik4 zejména u anémif s vyraznou inefektivni

erytropoézou (napf. talasemie) a u anémii v rdmci MDS (Bottomley, 1998). Pxi opa-
kovanem podéni transfuzi erytrocytl dochdzi k rozvoji orgdnového pretiZeni Zele-
zem se vSemi negativnimi disledky jiZz po podan{ 50 transfuznich jednotek erytro-
cytl.

Specificka imunita
(Ziskany imunitn{ systém)

Specifickd imunitni reakce je druh obrany, ktery vznik4 jako odpovéd organiz-
mu na poruchu homeostdzy zplisobenou specifickym cizim antigenem. Specifickd
imunita je zprostfedkovdna cirkulujicimi protilatkami, bikovinami globulinové po-
vahy a imunologicky kompetentnimi bunkami.

» Celkové imunologicky systém disponuje pFiblizné témito poéty: 10’2 lymfocyti
a 1020 molekulami protildtek.

Charakteristickou vlastnostf tohoto systému je exprese specifickych receptorti na
membrandch T- a B-lymfocytd. Tyto specifické membrdnové receptory rozpoznia-
vaji vidy pouze jedinou cilovou strukturu (antigen). Za nasmérovéani imunitni od-
povédi, sestdvajici z rozpozndni a ndsledného zni€en{ bunék poskozenych toxiny
nebo viry, jsou primirné odpovédné T-lymfocyty.

Specifickd imunita miZe byt:
O Humordlni. B lymfocyty produkuji i
protildtky (imunoglobuliny) zaméfené @ e
specificky proti jednotlivym péivodcim £ ~< -5
chorob (napf. bakteriim) a nékterym
antigennfm systémim krevnich bunék

O Bunécnd. Aktivujf se specifické lym-

(napf. tvorba protilatek proti erytrocy- .
tim nesouhlasné krevn{ skupiny). @ - -@- — — .@.

focyty. Tento druh imunity vyuZiva
cytotoxické a pomocné T-lymfocyty
senzibilizované proti jednotlivym antigenim jako efektorovy mechanismus.

» Poruchy specifické imunity se projevuji nedostateénou nebo nadmérnou tvorbou
protildtek nebo defektem mechanismi bunééné obrany.
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Aktivace systémi spojenych se specifickou imunitou

K aktivaci specifické imunity je potiebné, aby fdsti patogenu byly predloZeny
burikami prezentujicimi antigen v lymfatickych uzlinach, kde jsou v diisledku to-
ho stimulovény specifické T-lymfocyty a aby se dostatetné namnoZily efektorové
bunky, které pak proti infekci bojuji.

Utinn4 specifickd imunitni odpovéd se rozviji zpravidla 47 dnf po priiniku pato-
genu do organizmu. Buriky prezentujici antigen jsou tedy urcitym spojujicim €lankem
mezi antigenné nespecifickou a antigenng specifickou ¢asti imunitnitho systému.

Mezi bunky prezentujici antigen patii monocyty (makrofdgy) a dentritické
buriky. Jsou pfitomny v plicich, kiZi, stfevech a lymfatickych uzlinach. Tyto buii-
ky fagocytuj{ bakterie a roz§tép{ je na malé ¢asti — antigenni fragmenty. Antigeny
vystavi prostfednictvim MHC-molekul I. a II. tfidy. Dentritické butiky pak putuji
lymfatickymi cestami do lymfatickym uzlin. Cestou vyzrdvaji a aktivuj{ ostatni
buriky imunitntho systému. VaZou se k pomocnym a cytotoxickym T-lymfocytiim
a pravdépodobne i k B-lymfocytiim. Pomocné T-lymfocyty navazané na dentritic-
ké bunky uvolni cytokiny, které aktivuji cytotoxické T-lymfocyty. Uvolnéné cy-
tokiny spolecné s aktivovanymi makrofdgy také ovliviiujf lymfocyty B, které
transformuji aZ na droveri plazmocytt. V rozmezi nékolika dnt se v lymfoidnich
orgénech lymfocyty pomnoZ{ a vytvoii klon bunék se stejnou antigenni specifi-
tou.

Cist téchto bundk (vykonné buiiky) se ziéastni nsledné imunitni reakce — pri-
marni imunitni edpovéd’. Vzniklé protilatky a cytotoxické T-lymfocyty putuji do
mista vniku patogenu. Produkované specifické protilatky vyvazujf pfitomny cizi anti-
gen. Na jeho likvidaci se téZ piimo podil{ subpopulace cytotoxickych T-lymfocyti.

Jiné butiky zistdvaji jako skupina pamét'ovych bunék v zdloze pro — sekundar-
ni imunitni odpovéd’. Tyto buiiky se uplatiiuji dojde-li k op&tovnému styku se stej-
nym antigenem (opakovani infekce stejnym agens).

ITNI ODPOVED NA PATOGENN{ AGEN

Antigen
x g ;
> e = on-
i) Dentriticks 2 /I T-lymfocyt
poke pamétovy T-lymfocyt
ﬂ -__'B-lymfocyt

Specifické cytokiny
plazmocyt B-lymfocyt
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» Nezrald dentritickd burika pohlti téméF vSechno, co se nalézd v jejim okolf
{odumy¥elé buriky zdravé tkdné, i jejich édsti a molekuly rozpusténé v mezibu-
nééné tekutiné). Pohlcené molekuly zpracuje, vystavi je na svém povrchu a zpfi-
stupni je specifickym T-lymfocytum. Jestlie dentritickd burika pohiti néjaky
patogen a receptory rozpoznaji pritomnost patogenu, zacne dentritickd burika
zrdt a v pribéhu zrdni je ,pFeprogramovdna*” ( Spisek a Bartirikovd, 2003).

» Zrald dentritickd burika je nejicinnéjsi burikou prezentujici antigen. DokdZe ak-
tivovat naivni (panenské) T-lymfocyty. Jakmile je dentritickd bunika aktivovdna,
prestane pohlcovat molekuly a buiiky 7 okoli. To co pohitila rozstépi a vystavi na
svém povrchu. Komplexy MHC 1. tFidy aktivuji cytotoxické Tc-lymfocyty a kom-
plexy MHC II. t7idy aktivuji pomocné Th-lymfocyty. Soucasné dojde k exprimo-
vdni velkého mnoZstvi adhezivnich molekul na povrchu buriky které umoZni pev-
ny kontakt mezi burtkou prezentujici antigen a lymfocyty. V priubéhu téchto zmén
se zralé dentritické buriky pFesouvaji do Iymfatickych uzlin, kde Cekaji na setkd-
ni s lymfocyty specifickymi pro vystavené antigeny. Po nastartovdni aktivace
dentritickd burika do 48 hodin odumird (Spisek a Bartivikovd, 2003).

Imunitni rekce miize byt:

W prospéind — vznik imunity

W inertni — imunologicka tolerance

B S§kodlivd — reakce z piecitlivélosti, autoimunita

Patologicky zménén4 imunologicka reaktivita
Imunitni odpovéd nemusi byt pro organizmus vzdy uZitetnd. Styk organizmu

s antigenem miiZe také za urcitych okolnosti vést ke vzniku riiznych patologickych

stava se zdvaZnymi aZ letdlnimi ndsledky. Poruchy specifickych imunitnich me-

chanismti miZeme rozdélit do &ty skupin:

O Imunodeficitni stavy: neschopnost produkovat ti¢inné protilatky nebo senzibi-
lizované lymfocyty proti béZnému spektru antigenti — hypofunkce az afunkce
imunologického systému.

U Hypersenzitivni stavy: poruchy jednotlivych typd imunitnich reakef v ddsledku
zmény aktivity riznych ¢lankd imunokompetentniho systému — hyperfunkce
imunobiologického systému.

1 Autoimunitni stavy: poruchy imunologické tolerance, zména spektra antigend
proti kterym miZe dany systém tvofit protildtky — zvracend funkce imunobiolo-
gického systému.

O Imunoproliferativai stavy: blastomatézni bujeni imunokompetentnich tkani.

BUNKY IMUNITNIHO SYSTEMU

Mezi buiiky imunitniho systému se mimo jiné fadi lymfocyty, neutrofily, mak-
rofdgy (monocyty) a mikrofdgy:
e Neutrofily — buriky prvni obranné linie proti infekci, zajist'uji ,,iklidovou* reakci.
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e Mikrofagy — spoletné s NK buiikami zaji§t'uji pfirozenou cytotoxickou reakci.

® Makrofagy — nesou na svém povrchu celou fadu receptori, které jim umoziuj{
spolupracovat s jingmi buiikami (napf. T- a B-lymfocyty). Pro aktivitu makrofa-
gh je ddleZity pfijem specifickych signald od T-lymfocyth.

® Lymfocyty — maji fadu specifickych funkci. Pomoci specifickych membréno-
vych receptord rozliSuji cizorodé antigenni struktury od vlastnich a vytvaii pro-
ti nim obranné mechanismy.

Funkce neutrofili

Neutrofily predstavuji obrannou linii proti infekci.
Primdrn{ funkef granulocytid je lokalizace a destrukce
mikroorganizmil nebo alesponi omezeni rychlosti jejich
rozmnoZovéni. Pro tuto funkci jsou vybaveny nékolika
specifickymi vlastnostmi:
& chemotaxe
€ pohyblivost (migrace)
@ adheze leukocytd k endotelu
& fagocytoza a degranulace
@ zabiti mikroorganizmu

Neutrofily mohou fagocytovat bakte-
rie, houby, protozoa, nékteré viry, bunky
infikované viry, nadorové buiiky, drobné
¢astice a amorfni hmotu. Pfi svém cytoto-
xickém piisobeni vyuZivaji zejména reak-
tivni medidtory kysliku ve spoluprdci
s myeloperoxiddzou a volnymi anionty CI-.
Reake{ vznikajf velmi toxické chlornany.

Nestimulovany  neutrofil Zije
v primeéru 8 hodin, tato doba se aktivaci Neutrofil fagocytuje
zkracuje. Podle rizngych kritérii se STREPTOKOKUS PYOGENES
u neutrofilii rozliuje n&€kolik subpopula-
ci. NejdileZit&jsi je jejich déleni podle funkéni kapacity:

O neutrofily v neaktivnim stavu (resting)
Q neutrofily v aktivrim stavu

» Existuje viak Fada pFechodnych stavii mezi témito 2 krajnimi stadii. Jako pri-
mované oznacujeme neaktivované neutrofily, které ziskali ji7 schopnost odpovi-
dat na aktivaci pohotovéjsi a silnéjsi odpovédr.

Rozhodujici vyznam pro funkéni aktivitu neutrofild maji jejich granula. Podle
funkce a obsahu pfitomnych latek se granula lidskych neutrofili rozd&luji na 3 hlav-
ni skupiny:
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e azurofilni
® specifickd
® mald zdsobni

Jejich funkei je podobn& jako u klasickych lysozo- fcd
mi poskytnout enzymatickou vybavu pro rozklad riiz- |’
nych makromolekul a jinych sloZitych substratl, pfi-
padné usmrcovat pohlcené bakterie za Gcelem regulace
fyziologickych a patologickych procesit, véeme zdpalu. |
Neutrofiln{ granula obsahuji: 4
M antimikrobn{ nebo cytotoxické latky
neutrdlni protedzy
kyselé hydrolazy
cytoplazmatické membranové receptory
Typickou soucasti azurofilnich granul je myelope-
roxiddza (MPQ). Je to kli¢ovy enzym, ktery se ziicastni na reakci H,O, s CI- za
vzniku kyseliny chlorné:

L3 d e

Ultratenky ¥ez granulocytem

2HY 4 2H,0,+2CF — YO0 5110 +2 1,0

N Td

Myeloperoxiddzovy systém je nejicinngjsi antimikrobidlni a cytotoxicky me-
chanismus savéich leukocyti. Mimo MPO obsahuji azurofilni granula téZ defenzi-
ny (fadf se k perforintim). Jde o latky, které podobng jako komplement poSkozuji cy-
toplazmatickou membranu cflovych bunék.

Funkce eozinofili

Hlavn{ funkci eozinofild je cytotoxicka reakce na-
mifend hlavné proti parazitdrnim (helmintickym
a jinym vicebunéénym) infekcim. Eozinofily maji své
specifickd eozinofilni granula, ale maj{ mnoho spolec-
nych rysd s granulocyty. Obsahuji specidlni eozinofi-
lovou peroxiddzu (EPO). V granulich je ddle obsaZen
zasadity protein (bazicky protein — MBP), kationtovy
protein, arylsulfatiza B, fosfolipdza D, histamin
a neurotoxin. Tyto proteiny po uvolnéni do okoli po-
Skodi ¢i pfimo zabijf parazita ne jenom v larvalnim
stadiu. Bohuzel tyt€Z latky mohou poskodit i zdravé
tkdné hostitele. V eozinofilech je pfitomen plazmino-
gen, proto eozinofily maji téZ schopnost odstranovat
fibrinov4 depozita.

Eozinofily mohou fagocytovat bakterie, kvasinky §
a prvoky. Jejich fagocytarni schopnost a schopnost che- : £
motaxe je v porovnani s neutrofily mnohem niz§i. Zvy-  Ultratenky ¥ez eozynofilem
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$ujf ji histamin a komplexy antigen — protildtka. Proto eozinofily sehravaji dileZi-
tou tilohu:
@ pfi detoxikaci (likvidace chemickych mediatori zdnétu)
@ u hypersenzitivnich reakci se podili na chronickych alergickych reakcich (napft.
z&ervendni kiiZe, kopfivka a pod.).
& pfi poSkozeni thané
Polocas eozinofild v krevnim ob&hu pfed migraci do tkani, kde jich je mnoho-
setkrét vice neZ v periferni krvi, se pohybuje kolem 6-12 hodin. Nejvice eozinofild
se nachazi v orgénech s epitelidlnim povrchem, ktery se dostdva do styku se zevni-
mi alergeny (respiracni, gastrointestindln{ a dolni genitouretralni trakt). Zde eozino-
fily preZivajf i n€kolik tydnu.

Funkce bazofilit

Bazofily jsou nefagocytujici bunky, které po aktiva-
ci uvoliiuji ze svych granuli rizné latky. Velkd granula
bazofild obsahuji histamin, serotonin, leukotrieny
a heparin, ktery se pravdépodobn€ v nich vytvéii.
Bazofily hraji dileZitou roli pfi alergické odpovedi,
u hypersenzitivnich reakci a podileji se na tukovém me-
tabolizmu. Svymi vlastnostmi se podobaji Zirnym bun-
kam. Prostaglandiny se tvori v bazofilech de novo, az
po jejich aktivaci s odstupem 6-8 hodin.

Funkce monocytii

Monocyty se nachdzi nejen v krvi a krvetvornych
orginech, ale i v pojivu jednotlivych orgdnt, ve kterém
ptizplisobuji svilij tvar okoli. Vznikaji v kostni dfeni
z progenitorové kmenové buitkky (CFU-GM) spolecné
pro monocyty a granulocyty. Monocyty jsou vyplavo-
vény do krve, kde pobyvaji ur¢itou dobu (24—36 hodin)
a pak cestuji (migruji) do tkani. Zde se transformuji na
volné nebo vdzané makrofagy a stdvaji se soucasti mo-
nonukledrniho fagocytdrniho systému — MFS.

V pfipad€ zanétu monocyty migruji k zénétlivému
loZisku, kde projevuji intenzivni fagocytarni aktivitu.
Monocyty vykazuji také silnou sekrecni aktivitu - jsou
schopné syntetizovat vice nez 50 riznych proteint.
Produkuj{ IL-1 a INF a a nékteré dalsi latky, které mo-
duluji funk&nost ostatnich bunék. Monocyt patii
k hlavnimu obrannému fagocytujicimu systému a méni
sviij tvar podle pohlcené Eastice.

Monocyt — el. snimek
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PRESTUP MONOCYTU DO TKAN{

(@ J(@ (@ J[© ]

Cirkulujici krev 3,

Monocyty (makrofigy) se zacastiiujf obrannych mechanismii:

ziologie a funkce krevnich desticek

Poprvé popsal krevni desticky v roce 1842 Donné a Osler. Pojem , krevni de-
sti¢ka — trombocyt“ zavedl Bizzozero, ktery je popsal v r. 1882 jako samostatné ele-

menty.

Krevni desticka je nejmendf Castice
v krvi. Cirkulujici krevni desticky pfed-
stavuji heterogenni populaci sloZenou
z trombocytd rizné velikosti, tvaru
a hustoty. V nativnim ndtéru se jev{ jako
silné¢ svétlolomnd okrouhl4, nebo protd-
hld granuldrni bezjaderna t€liska tvaru o-
vélnych diskd o priméru kolem 1.5-3.5
um, tloustky 1-1.5 um a objemu §-12 fl1.
V panopticky obarveném nédtéru predsta-

B fagocytovédnim cizorodych latek — po-
hlcuji celé buriky (erytrocyty), parazi-
ty a jiné v&tS{ anorganické (prach)
a organické Castice. ) . " e .

B rozloZenim fagocytovaného materidlu l‘. ;i, ?_'f\f.- 4 .
na antigenni peptidy — povrchové mo- [ G o TP

ax 0

lekuly monocytl vaZ{ antigenni pepti-

dy na molekuly HLA a predkladaji je

T-lymfocytim. Makrofég

Funkce NK bunék
Q NK buriky (natural killer): jsou odpovédné za pfirozenou cytotoxicitu, zajist'u-
ji na antigenech nezdvislou protinddorovou imunitu.

Funkce lymfocyti

Lymfocyty plni rozliéné
funkce pri imunitnich
reakcich:

Q Iymfocyty B: mimo jiné
zodpovidaji za specific- |\ g
kou protildtkovou imunitu  yjratenky ez lymfocytem

Q Ilymfocyty T: mimo jiné

odpovidaji za specifickou bunécnou imunitu
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vuji bazofilnf granuldmf télisko.

Trombocyt v elektronovém mikroskopu

Mladsi desticky maji oproti star$im
odliSnou ultrastrukturu, metaboliz-
mus a funkei. Jsou v&t3i s lepsi funkci. Maji hutné€jsi cytoplazmu a vy$8i obsah
granuli obsahujicich serotonin. Na membrdn& maji vétsi podet vazebnych mist.
Starsi desticky jsou mensi a méné funkéni. Starnutim se sniZuje jejich denzita
a klesd aktivita nitrobunéénych procesi.

Trombocyty jsou pomérné labilni a povrchové aktivni elementy. Po vyplaveni
Z kostni diené jsou mladé desticky 1-2 dny zadriovdny ve sleziné (10-30 % je-
Jich celkového poctu). Po uvolnéni 7z megakaryocyti podléhaji krevni desticky
procesu stdrnuti. Za normdlnich okolnosti preZivaji desticky v krevnim obéhu
8-14 dni. Zestdrlé nefunkcni trombocyty jsou odbourdvdny mononukledrnim fa-
gocytdrnim systémem ve sleziné, jdtrech a kostni dFeni.

P KREVNICH DESTICEK V ORGANISM

N =

ustEpeni M cyioplazmy

4

' Ak!jii'ace |

TApoptéza’
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> Retikulotrombocyty (RT) jsou mladé krevni destiCky obsahujici zbytky RNA
(Ault a Knowles, 1995). Trombocytopenie vyvolané sniZenym p¥eZivdanim krev-
nich desticek by mély vykazovat zvySené procenio RT. Zvysené zastoupeni RT
u normdiniho poctu desti¢ek ukazuje na jejich zvyseny obrat (Rinder a spol.,

1998).

Krevn{ desti¢ka je v organizmu sou-
&asti krve a za normdlnich okolnosti je
obklopena mimobunéénou tekutinou. Na
rozdil od ostatnich krevnich bunék méd §
nékteré metabolické a strukturdlni zv1ast-
nosti, které jsou ve vztahu k jejim speci-
fickym hemostatickym schopnostem. .

Krevnf{ destic¢ky podiéhaji tadé inter-
akei a to bud s rozpustnymi slozkami
krevni plazmy nebo s naruS$enym povr-
chem endotelu. Vysledkem téchto inter-
akci{ miZe byt jejich aktivace, pfi které se

Aktivovany trombocy

meéni tvar desticky, metabolizmus i latkov4 pfeména (Kroll a Schafer, 1995).

KREVNI DESTICKA

V KLIDOVEM A

IVOVANEM U

Aktivace

Deaktivace

Aktivoyang staw
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.,

VE INTERAKCE

A LIGAND-RECE,
PRE LUD

ligand

receptor
" membrdna

tmnsdukcel signdlu do buriky

Specificka odpoveéd u”
krevni desticky :

| krevni desticky

B

kontrakce
syntéza
metabolické zmény

Extraceluldrni stimuly odpovédné za funkén{ zm&ny krevni desticky mohou byt

zafazeny do né€kolika skupin:

e Silni agonisté — trombin, kolagen, prostaglandiny, endoperoxidy, TXA, a PAF.
® Mirni agonisté — ADP, vasopresin, serotonin. Jejich tcinek se projevi aZ po se-

kreci granuli desticek.
e Slabi agonisté — adrenalin
® Antagonisté — PGI, , PGD, a EDRF.

RUZNE CESTY AKTIVACE KREVNI DESTICK

Ni AGONISTE

AGONISTE A ANT. IST

2

Agonisté

Silni
agonisté
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¢ AMP, ADP, ATP — cyklicky
adenosin monofosfdt,

adenosin difosfdt a trifosfdt

AA - kyselina arachidonovd
IP3 — inositol-3-fosfdt

PLC, PLA2 — fosfolipdzy C a A2
Gp, Gs a Gf - G-membrdnové
proteiny

DG - diacylglycerol

PC - fisfatidylcholin

TXA2 — tromboxan A2

PGH2, G2 - prostaglandiny
PIP2 — fosfatidylinositol difosfdt



Aktivaci destiCky je mozné chapat jako proces, ktery probiha v téchto fazich:
W ligand-receptorovd interakce

O prFenos (transdukce) signdlu do desticky

Q specifickd odpovéd’ stimulované krevni desticky

3.3.1. Aktivace | { destic)

Krevni desticky mohou byt aktivovany:
B stykem se subendoteliginimi strukturami (napf. pti poSkozen{ cévni stény)
® nekterymi ldtkami (aktivdtory) vyplavenymi do krevniho ob€hu.

Aktivované desticky mohou reagovat s nékterymi dalS§imi bunkami (leukocyty,
aktivovanymi endotelovymi butikami aj.).

ADHESE KREVNICH DESTICEK K AKTIVOVANYM POVRCHUM
ZP EDKOVANA P-SELEKTINE

Krevni desticka

P-selektin

CD34
A MAdCAM-1

PSGL -1: leukocytdrni glykoproteinovd liganda k P-selektinu na krevnich destickdch
GlyCAM-1, CD 34, MAACAM-1: glykoproteinové ligandy aktivovanych endotelovych bu-
nék k P-selektinu krevnich desticek.

Desticky jsou aktivovdny v organizmu silnymi aktivitory — kolagenem a trom-
binem. P¥i aktivaci jde o komplexni proces, na némz se podilf fada podnéta, Cet-
né transdukce signald a efektorové mechanismy a to jak aktivace fosfolipdzy C,
metabolizmus fosfoinositidii, mobilizace Ca?*, tak i cyklus Kyseliny arachido-
noveé.

Pri aktivaci dochaz{ k deformaci destiCek, extruzi pseudopodii, degranulaci,
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uvolnéni prokoagulatnich faktord
a k sekreci dal§ich aktivators desti¢ek.
Z destickovych granuli se uvoliuje f
ADP a TXA,. Deformaci destiéek se 3
zvétSuje plocha, na niZ se uskuteCiuje
interakce faktord koagulaéni kaskddy.
DileZitou regulaéni ilohu sehrdva §
i fosfolipidovd membrdna povrchu de-
sticek diky svému negativnimu néboji,
ktery vyrazn€ urychluje interakce koa-
gulaénich faktorl (Lapetina a Siegel,
1983).

Aktivovany cytoskelet
po mobilizaci nitrobunééného vipniku

Pti aktivaci krevni desticky dochazi uvniti bwiky:
Q k pFesuniim nitrobunééného vdpniku (uvniti bunky se zvyS$uje koncentrace vol-
nych Ca 2*) a to z t&chto 3 kompartmentd:
e denni tabuldrni systém (DTS) — vlastn€ jde o transformované endoplazma-
tické retikulum
® mitochondrie
e extraceluldrni vipnik
Q ke zméndm membrdnové struktury (Schroit a Zwaal, 1991):
e fenomén flip-flop, pfetoCeni membréiny
e poskozeni membrény s ndslednou tvorbou membranovych mikrodastic (mic-
rovehicle).
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[Ca**lg

........

- [Ca**], — extraceluldrni vdpnik
[Ca**]; — intraceluldrni vdpnik

\\\[caﬁj‘ — zdsobni pool

» Oba déje vedou k odhaleni membrdnovych fosfolipidii vnitnich struktur mem-
brdny (PS - fosfatidylserin, PE — fosfatidyletanolamin. Tyto déje jsou jedny
z poslednich p¥i aktivaci krevni desticky (Schroit a Zwaal, 1991 ).

Fenomén flip-flop

Jde o projev aktivované krevni desticky, pfi kterém dochdzi k pfetoceni fosfoli-
pidov€ dvojvrstvy cytoplazmatické membrany krevni desticky v horizontalni rovi-
né tak, Ze fosfolipidy vnitfni ¢asti dvojvrstvy se dostdvaji do vnéj§ich ¢asti bunécné
membrany a opacné. Dochdz{ tedy k expozici zadporné nabitych fosfolipidi (fosfati-
dylserin — PS, fosfatidyletanolamin — PE) na vnéj$im povrchu cytoplazmatické
membrany. Tyto sloZky jsou pak v koagulaénim procesu vyuZivany jako podklado-
vé matrix pro tvorbu koagulaéné aktivnich komplexi (Schroit a Zwaal, 1991).

extracelulérni oblast

000000000000000000000000 00000000000000000000000

TN m’”HHI|||||H|HH|||I|H”E
| 2 T

000000000000000000000000 000000000000000000000000

nitrobunééné prostiedi
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Aktivace trombocyti fyziologickymi agonisty (ligandy) je sledem fetézovité
nar@istajicich reakei, které zprosttedkuji kompletni biologickou odpovéd’ — tvorbu
destickové zdtky.

Zesflenf miZe nastat:

B uvolnénim obsahu granuli do mimobun&&ného prostoru

N ,de novo" syntézou aktivnich sloucenin (napft. cyklus kyseliny arachidonové —
syntéza TXA,)

MORFOLOGICKE PROJEVY AKTIVACE

Q zména tvaru

QO adheze k jinym, neZ desti¢kovym povrchim

Q agregace — vzajemné shlukovani krevnich destic¢ek

Q refrakce (smr$tovini) adherovanych a agregovanych krevnich desticek

Pii adhezi a agregaci miiZe dojit k uvolnén{ obsahu granuli — uvolriovaci reakce.

Zména tvaru krevni desticky

Aktivace trombocytl je vét§inou spojovédna se zménou tvaru krevni destiky.
Zména tvaru je morfologickym projevem aktivace kontraktilniho apardtu krevni
desti¢ky. Desticky vytvateji pseudopodie a rozprostiraji se po povrchu).

Krevni destitka v klidovém stavu (vlevo) a aktivované krevni desti¢ky (vprave)

» Zména tvaru probihd velmi rychle. 15 s po podnétu depolymeruji mikrotubuly,
které udriuji diskoidni tvar, zdroveri dochdzi k polymeraci aktinu. Ndsleduje
tvorba pseudopodii (obvykle 5-6 vybéZku). Déj vyZaduje vydatny pFisun energie
(ATP) a pFitomnost Ca’*. Zmény tvaru krevni desti¢ky Ize laboratorné sledovat
imunofluorescencnimi metodami, nebo pomoci elektronového mikroskopu.

Adheze krevnich desticek
(ptilnavost krevnich desticek)
Adheze desticek je proces, ktery obrazi pfilnuti destiek na jiné neZ destickové
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povrchy (Roth, 1991). Adheze krevnich destitek na subendotel poranéné cévy je
komplexni proces, ktery vyZaduje pFitomnost nékolika adhezivnich proteini. Vedle
trombocyt se na adhezi podilejf struktury endotelu, plazmatické adhezivn{ protei-
ny a hemodynamické zmény (smykové rychlosti, mnoZstvi a viskozita krve, velikost
a tvar cév). Adhezivita je linedrné zdvisld na poctu trombocytii. Uplatiiuje se zde
zejména vWF, ddle fibronektin, fibrinogen a &4stedné i Ca?*. vWF md vazebnd mis-
ta pro GP Ib, GP IIb/I1]a a pro kolageny typu I, III a VI. Tato vazebna mista jsou dii-
leZitd pro navazani vWF na obnaZené subendotelidlni struktury (kolagenni vldkna)
a nasledné pfipojeni krevnich desti¢ek vyvdzanim vVWF na GP Ib v komplexu
GP Tb/V/IX (Nieuwenhuis a spol., 1985). Krevni desticky viak mohou adherovat ke
kolagennim vidgkniim piimo pomoci receptorového komplexu GP la/lla.

Adheze krevnich de-
stiek k subendotelidlnim

strukturdm je pii vyso-

kych st¥iznich silach | —> qf__) K ort
(vice nez  priblizné > | Gpub-1Ia
25-30 dyn/cm?) zdvisld | — \/5""

na pritomnosti vWF, na | __ —

rozdil od adheze pii niz-

kych st¥inich sildch, [ s <] Endotetium

kterd je na tomto faktoru LTI - Subendotetium
nezavisla (Kroll a spol.,
1996). Adheze pfi vyso- Adheze krevnich desti¢ek p¥i vysokych st¥iznich silach

kych stfiznich silach je
umoznéna vazbou VWF na receptory na GP Ib v komplexu GP Ib/V/IX) nésledova-
nd agregac{ pomoci vWF na rozdil od adheze pii nizkych stFiZnich sildch (adheze
v mistech s denudovanym endotelem a vytvofenim monolayeru krevnich desticek),
kterd je zavisld jen na vazb& vWF na komplex GP Ib/V/IX. Adheze pak miiZe pro-
bihat i v piipadé iplné blokady GP IIb/Illa nebo u nemocnych s Glazmannovou ne-
moci.

Krevni desticka po styku s kolagenni-
mi nebo subendotelovymi strukturami
zmén{ b&hem nékolika sekund sviij tvar
a pomoci vytvofenych vibezkd (pseudo-
podif) pfilne k povrchu. Desticky se beé-
hem tohoto procesu mohou zvétSit az
desetindsobné. Pfitomnost Mg?+ zvy3uje
adhezi trombocyth na kolagen aZ Skrat.
Hlubsi vrstvy stény predevdim vétSich

Krevni destiCky

Adheze trombocytti na obnazeny cévni endotel
— (e}. mikroskop)
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cév, tvofené elastinem, svalovymi buiikami, subendotelidlnimi mikrofibrilami
a kolagenem vazi velmi rychle krevni desti¢ky (Kroll a spol., 1991).

Pfi obnaZen{ cévni vystelky adheruji krevni desticky prostfednictvim kemplexu
[GP Ib-V-IX], ktery se navdZe na vWF obnaZené cévni st€ény. Komplex je sloZen ze
4 glykoproteinovych jednotek: GP Iba, GP Ibf, GP IX a GP V. Komplex m4 také
vazebné misto pro trombin, které moduluje odpovéd desticky k trombinu.

» Urcitou uilohu p¥i adhezi krevnich desti¢ek mize sehrdvat i fibronektin, ktery je
pFitomen v a granulich krevnich desti¢ek. Fibronektin vytvdFi pravdépodobné
jakési premosténi mezi Gp Ib/V/IX a vWF.

TURA GLYKOPROTEINOVEHQ KOMPLEXU I/V/IX

GP lba

Misto pro navazani
VWF a trombinu

A

polyglykopeptid

GPIX GP lbﬂ GP 1X

?-%O

~N 7

Cytoplazma 14-3-3  Dimer

1



Adheze komplexu GP Ib-V-IX

Je zprostfedkovana vazbou GP Ib na A1l doménu vWF, ktery je pfes doménu A3
vézdn ke kolagennim strukturdm. Navédzdni k Al podjednotce prob&hne asi
3x rychleji v pfitomnosti a-trombinu.

» Neaktivované krevni desticky se mohou vdzat na fibrin nebo na povrchové vdza-
ny fibrinogen.

POMOCI KOMPLEXU MEMBRANOVYCH GLYKOPROTEINU

e subendotelové
e — pa—— struktury

endotel

receptor pro vWF

GPIb/V/IX

' membr4na
| krevni destic¢ky
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» Spojeni jednotlivych krevnich desti¢ek mezi sebou prostFednictvim vazby recep-
toru glykoproteinového komplexu Ib/V/IX na molekuly vWF lze napodobit in vit-
ro v plazmé bohaté na desticky ristocetinem. Této reakce se vyuZivd p¥i monito-
rovdnt funkce krevnich desticek p¥i agregometrii.

Laboratorni metody

O ke sledovani adheze krevnich desti¢ek se vyuZivd plazma bohatd na desticky
(Platelet Rich Plasma — PRP) nebo plnd krev. PouZivajf se adhezivn{ povrchy ne-
fyzilogické povahy (nejcastéji sklo — kulicky, vldkna), nebo fyziologické pova-
hy (kolagenové vldkna). Lze zji§fovat bud primou adhezi destitek, nebo tzv.
retenci (projevuje se soucasné adheze i agregace).

Agregace krevnich desticek

Agregace je vzdjemné shlukovdn{
krevnich desti¢ek. Dochéz{ k nému vli-
vem zmény konformace glykoproteinové
struktury GP IIb/IIla po obsazeni recep- |23

torovych mist na membrdn€ krevni -}b- ¢ A
destiCky agonisty. Konformaéni zména . ‘:o". - - o
umozni vyvédzani molekuly fibrinogenu | i

nebo vWF mezi dv€ma receptory »

GP IIb/Ja na dvou riznych desti¢kdch. [+ " ”
Pti agregaci vlivem nékterych vngj- & ] A g
$ich podnétli dochézi nejprve ke spojo-  Agregované trombocyty — periferni krev
véani trombocytld vét§inou pres recepto-
ry na jejich vybéZcich (pseudopodiich). Tento d&j popisujeme jako primdrni
agregaci. V pribéhu priméarni agregace dochdzi jen k &dsteénému spojovani
trombocytd mensim podtem glykoproteinovych struktur GP IIb/IlIa). Pti silnéj-
$fm aktivacnim impulsu k sob& desti¢ky prilnou tésnéji, dochézi k tzv. sekun-
darni agregaci. Pii tomto déji se obnazi vétSi pocet glykoproteinovych recepto-
ri a dochazi k fad€ nevratnych zmén v krevni destice. Jednotlivé agregované
desticky se rozprostiraji, rozplyvaji
a postupné splyvaji navzdjem — dochaz{
k viskozni metamorfiéze (pFeméné)

Funkce krevni desticky

trombocytii. T T TECTCS  pgpen o
Agregace je vétsinou ndslednym kro- W TN L1
. oy 1. . TXA,
kem po adhezi, ale miZe byt vyvoldna Serotonin vop
piimo pilisobenim fady induktort (ADP, I eSS yyolnovaci
TXAz, kolagen’ ad_renalin, trombin, sero- Y/ reakce
tonin, vasopresin, kys. arachidonovi, s

PAF a jiné). Fyziologickymi induktory | i 9938
jsou zfejmé jen ADP a TXA,.
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Agregace krevni desti¢ky k adherované desticce (vpravo)

Induktory vyvolavajici agregaci krevnich desticek

0 Receptorem zprostiedkujicim aktivaci bunék po ADP jsou receptory P2. Jednd se
o receptory podobné GP Illa. ADP pisobi synergicky s celou fadou dal§ich latek.

O TXA2 miiZe plisobit pfes dva rlizné receptory

U Keolagen aktivuje destitky jen tehdy, je-li ve formeé polymer a je nezbyma4 pri-

tomnost ADP. Nejprve dochdzi k adhezi desti¢ek ke kolagenovym vlakntim a pak

nésledné k vyvoldni agrega¢niho signdlu po obsazeni pffslusnych receptord.

PAF a destickové lipidy indukuji agregaci v zdvislosti na dévce.

Trombin vznikd na povrchu krevnich destiCek dcinkem protrombindzy na

protrombin. Aktivuje krevni desticky prostfednictvim protedzou aktivova-

ného receptoru PAR-1 a plisobi i na
GP Ib.

O Adrenalin vyvoldvd agregact sdm
o sobé je-li v davkach, které vyrazné
prekracuji jeho fyziologickou kon-
centraci. Adrenalin pisobi pfes a2 —
adrenergni receptor prostiednictvim
G proteinu. Dochdz{ k inhibici ade-
nylcykldzy. Vysledkem je predevsim
zesilen{ dcCinku jinych destickavych
aktivdtord. Prostorovy model molekuly adrenalinu

oo
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Navazanim aktivatoru na jeho membranovy receptor se na membrané€ krevni de-
sticky odkryjf vazebnd mista integrinového receptoru Gp IIb/Illa. Glykoproteiny
jsou v neaktivované desti¢ce uspofdddny volné. Po stimulaci destiGek a po uvolné-
ni Ca %* se glykoproteiny aktivuji, dojde ke konforma&ni zmé&né.

Konformacni Navazani X

zména fibrinogenu Agregace

Béhem konformatni zmény vznikd komplex receptori GplIl /111, a tim se vytvo-
i podminky pro vazbu fibrinogenu (Philips a spol. 1988).

PRUBE NF ACNI ZMEN VAZANI FIBRINOGE

Fibrinopen

Recepior
§ navézanym
fibrinogenem

Receplor
v neaklivovaném
slavu

Aktivovanj
recepfor

Aktivace trombocytu Navazani fibrinogenu
_— —_—_—
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Glykoproteinovy komplex IIb/IIla (GP ITb/I11a)

Komplex GplI/IlI, je ¢lenem rodiny destickovych adhezivnich integrinovych
receptoril uvolnénych pfi adhezivnich reakcich (Hynes 1992). Receptor ma doménu
intracelulami, transmembranovou ¢4st a extracelularni doménu. Extracelularni do-
ména je tvofena 2 fetézci — ayy, a Bs.

V klidovém stavu desticky mé receptor jen velmi malou afinitu k fibrinogenu.
Po aktivaci dochdzi ke zvySen{ povrchové denzity receptord GP IIb/Illa — receptory
jsou uvolilovany z o granuli a denznich granuli krevni desti¢ky. Aktivace receptoru
GplI/111, je ddsledkem konformaénich zmén jeho dvou extraceluldrnich ramének.

Na integrinovy receptor GP IIb/IIla se vdZ{ domény fibrinogenu obsahujici se-
kvence Arg-Gly-Asp (tzv. RGD sekvence) a dodekapeptid karboxylové ¢4sti y-fe-
té€zce molekuly fibrinogenu. Kromé fibrinogenu je RGD sekvence pfitomna i na dal-
$ich ligandech, jako vWF, vitronectin, trombospondin a fibronectin. Tyto ligandy
mohou byt rovné€Z navazény na receptor GP IIb/Illa (Mayo a spol., 1996).

» Jakmile fibrinogen pokryje povrch poranéné cévy, desticky k nému adheruji
a vdZi se na tyto sekvence. Adheze je zprostiedkovdna zprvu neaktivovanymi de-
stickami a teprve , outside-in-signaling * vede k jejich aktivaci. Sekvence RGD

a dodekapeptid se vdZi na riiznd mista integrinového receptoru.

STRUKTURA INTEGRINOVEHOQ RECEPTORU IIb/ITla

vazebnd mista ;...
pro fibtinogen *+:: ...

™
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Desti¢ky se spojuji pies molekulu [
fibrinogenu  vazebnymi  miistky k>
(GP IIb/IlIa — fibrinogen — GP IIb/Illa). |
Pro vazbu jsou zejména dileZité koncové
karboxylové skupiny gama Fet€zci
v D-doméné fibrinogenu. Na 1 desti¢ce
je kolem 40 000 vazebnych mist pro fib-
rinogen.

HHLOGAXGAGOV {7 400-411)

Fretdzec -
B-retézoc D i

\7\ ofetdzec
ROO (o 572574)

7. 'Keewnidestitha >,

Vazba pres fibrinogenovy miistek }?

» Vedle vazby na ligand md receptor GP

IIb/llla jesté schopnost oviiviiovat nékteré intraceluldrni pochody preddvdnim

Fady signdlid do buriky (tzv. outside-in-signaling). Jednd se mimo jiné

o preskupeni cytoskeletonu, vytvoFeni pseudopodii, metabolizmus kys. arachido-
nové a inositolfosfdti.

Moznosti prenosu a amplifikace agregacniho signélu
V soucasné dobeé znime 3 cesty, kterymi lze vyvolat zesfleni agregacniho signa-
1u a jeho pfenos na dal¥{ trombocyty:

B uvolnéni ADP -

W uvolnéni TXA, l Ptenos sigedlu :. sekrece ADP
W ddinkem PAF _ I > arach. kys. — TKA2
PAF

» PAF — Platelet Activating Factor — desti¢kovy aktivaéni faktor

AGREGACE STIMULOVANA ADP

Primdrni agregace

Primarn{ agregace je vyvoland ADP uvolnénym z porusenych thdni (vnéjsi ADP).
Tato agregace ma vratny (reverzibilni) priibéh. V prvé fazi dochézi ke spojovani krev-
nich desticek pres aktivované glykoproteinové oblasti (GP ITb/IIla), které neni-li impuls
ADP dostatetny se znovu oddéli a navréti se do plivodniho stavu (desticky deagregujf).

Reakce krevnich desti¢ek na ADP je zprostfedkovdna membranovymi receptory
P2, ty se déle déli na P2X a P2Y. Podtyp P2X1 receptor slouZzi jako iontovy kandl
pro vapnik a neziastiiuje se agregace desti¢ek. Pro odpovéd krevni desticky je dii-
leZity podtyp receptoru P2Y1 (Hechler a spol., 1998).
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HEM JOVAN{ TROMBOCYTU BEHEM PRIMARNI AGREGA

» Primdrni agregace slouZi zFejmé k tomu, aby po zméné konformace membrdno-
vych fosfolipidii proniklo co nejvice Ca®* do nitra buitky. Vdpnikové ionty vyvo-
laji aktivaéni procesy uvnité trombocytu. Dochdzi k aktivaci fosfolipdzy A;
(phospholipase Ay — PLA, ). Jde o enzym, ktery je souldsti cyklu kyseliny ara-
chidové, p¥i kterém probihd syntéza TXA,.

Sekundarni agregace

Pri dostatecné velké koncentraci vnéj$iho ADP, nebo po jiné stimulaci (obsaze-
nim receptordl jinymi induktory), dojde k sekreci obsahu denznich granuli, které ob-
sahuji zdsobni ADP a ke spusténi mechanismu pfemény kyseliny arachidonové na
TXA,. Dochdzi k t&€snému kontaktu krevnich desti¢ek. Tato agregace md prib&h
nevratny (ireverzibilni).

SCHEMA SPOJOVANI TROMBOCYTU BEHEM SEKUNDARNI AGREGACE

b
GRIlb/ANa §
NG

GeibMia (A
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Podminkou sekundarni agregace po ADP je uvolnéni obsahu o granulf
s obsahem trombospondinu a fibronektinu. Trombospondin stabilizuje vazbu fibri-
nogenu na desti¢ky a fixuje receptorové vazby pres fibrinogenové miistky.

» PFi vysokych smykovych rychlostech je adheze a agregace trombocyti zpro-
stiedkovdna vazbou vWF na GPIIb/Illa a to i v nepFitomnosti fibrinogenu.

ZESILENI AGREGACNIHO SIGNALU U AGREGACE P P

Obsazeni
Rtenas [ do krevai
signdlu 81 destitky

~ Sekrece I[]l:>
“denznich granuli

AGREGACE ZESILENA TXA,

Né&které prostaglandiny mohou do zna¢né miry ovliviiovat funkce krevni de-
sticky. V krevni desti¢ce se prostaglandiny mohou tvofit v procesech, pii kterych se
kyselina arachidonovd uvoliiuje z membranovych fosfolipidii deacylaci zprostied-
kovanou fosfolipdzami, nej¢astéji fosfolipadzou A,. Uvolfiovani kyseliny arachido-
nové z bunééné membrany je stimulovédno vazopresinem, bradykininem a noradre-
nalinem. Inhibovéno je napt. kortikosteroidy.

YKL YSELINY ARACHIDONOVE — SYNTEZA PROSTAGLANDINT

* e s 1.C00H
wl Arachidonavé
AR kysetina
LI F S UIET B 1
% \i Cyklvoxyyenaza 12 Lipooxygenaza
OB N oo
l = PGG; =\
L, \ A
o Peroxidaza Eon
:lnn: t _ : : 12-HPETE
o g 2
PGIz I XAz
synlaza syntdza
[
EM \_/\/\ COOH
g I —\ /=
A * s \ A
oic Bn Gn on
PGl TXAz
: by 12-HETE
¢
8-keto-PGFyx TXB
(mog) {mog)
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» Prostaglandiny jsou derivdty kyseliny arachidonové, kterd je soucdsti fosfolipi-
dii bunéénych membrdn. Kyselina arachidonovd je metabolizovdna vice cesta-
mi, které mohou vést bud ke vzniku leukotrienti a lipoxinii, nebo ke vzniku pro-
staglandini (Hamberg a spol., 1975).

Prvnim krokem v syntéze prostaglandint je konverze kyseliny arachidonové
v pfitomnosti enzymu s dvojf aktivitou cyklooxygendzy (prostaglandin — H2 syntd-
zy) na endoperoxidy (Prostagladin G,—PGG, a Prostaglandin H,-PGH,). PGH, je
poté za déasti specifickych syntdz transformovan na prostaglandiny D,, E,, F,, I,
(prostacyklin) a TXA, (Vane, 1971).

» Metabolizmus kyseliny arachidonové spojeny s odbourdvdnim membrdnovych
Josfolipidii je nastartovdn riznymi stimuly (kolagen, trombin, ADP) vede ke zvy-
Sené produkci TXA; a ve svém konecném diisledku k amplifikaci agregace desti-
&ek a k vazokonstrikci. Naopak prostacyklin — PGI, produkovany endotelidlnimi
burtkami, md efekt antiagregacni a vazodilatacni (Awtry a Loscalzo, 2000).

Uvoln&ny TXA, plisobi jako aktivétor dalSich desti- OO0
¢ek (podobné jako ADP) tim, Ze se véZe na své speci-
fické receptory na membrané desticky a vyvoldvd agre-
gacni signdl.

LY
TXA, po obsazeni receptortt stimuluje uvolnéni ADP

HEMA ADHEZE ACE KREVNICH DESTICEK

ADP

Desticka
v klidovem

Kolagen

Fibranaktin

120

AGREGACE VYVOLANA PAF

Faktor aktivujici desti¢ky (platelet activating factor — PAF) je produkovén fadou
bunék a také krevnimi desti¢kami. Je tvofen po stimulaci buiiky. Zpdisob syntézy
PAF nenf{ dosud pfesné zndmy. PAF aktivuje krevni desti¢ky zptisobem nezdvislym

M

na ADP a TXA,. M4 pravdépodobné dvoji i¢inek membrénovy a nitrobunélny.

STRUKTURNI VZOREC PAF

0 CH, — O — (CH,), — CHj
I |
CH,—C—O0—CH O
x=13:0a317:1 | I
CH, — O —P — O — CH, — CH, — N*(CH,),
[
0O-

Pomoci priitokové cytometrie je moZné méfit cirkulujici aktivované desticky,
agregdty desticek s leukocyty, destickové agregity nebo destic¢kové prokoagulacni
mikropartikule. Tato metoda je rovnéZ vhodnd k posuzovan{ d¢innosti protidestic-
kové 1écby. Metoda pritokové cytometrie spo¢ivd v inkubaci celé krve
s monoklondlnimi nebo polyklondlnimi protildtkami proti nejrizngj$im desti¢ko-
vym glyko-proteiniim, jako je PACI1, receptor fibrinogenu, P-selektin, GpIly/IIl,,
nebo proti ligandiim, napt. fibrinogenu. Protildtky jsou potom detekovény strapta-
vidinem konjugovanym s fluorescein isothyokyanétem (Vojdcek, 2003).

E v A KOL -~ AGREGACNI KRIVKA
OptERnd Aoregace Lol MTRICR
i { i . ‘[anroéac.
. / Zmana tvary

&

§

uvolovacl
reakce @

neaktivované
trombocyty

3| 8

9 ¢ 5!
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Laboratorni stanoveni agregace krevnich desticek

V roce 1962 O’Brien a Born popsali metodu vy3etieni krevnich desticek jako al-
ternativai metodu ke zjist ovdni jejich funkéniho stavu.

Laboratorné lze sledovat agregaci v desti¢kami bohaté plazmé, nebo v plné kr-
vi. Sledujeme-li agregaci bez pfidani stimulujicich latek mluvime o tzv. samovolné
(spontanni) agregaci. Pfiddvame-li latky, které mohou vyvolat adhezi nebo agre-
gaci jako je ADP, kolagen, trombin, adrenalin, ristocetin aj., mluvime o tzv. stimu-
lované agregaci. Agregaci zjist'ujeme pomoci specidlnich pfistroji — agregometri.
Vysledkem vySetfeni je agregacni kfivka.

Uvoliiovaci reakce
(release reaction)

PHi uvoliiovaci reakci dochizi k vy-
puzovéni (sekreci) obsahu nejprve alfa
granul{ a pii siln€j§im podnétu i denznich
granuli, ven z krevni desti¢ky. Krevni{
desticka se centruje nabyvd kulovitého
tvaru. Granule se pfesouvaji do centra
trombocytu (na rozdil od jingch bunék,
u kterych se granule dostdvaji na okraj
bunék) a pfes kandlkovy systém je vypu-
zovan obsah granuli ven z desticky. Pfed-
poklada se, Ze membrdna o-granuli sply-
ne s membranou kandlkového systému. p—

Soudasné dochdz{ k syntéze a uvolné- |
ni dal§ich aktivatnich latek. Na téchto |-
zménéch se podili kontraktilni systém.

Jedna se o latky:

& zesilujici agregacni efekt (ADP,
TXA,) '

@ vazokonstrikéni (adrenalin, serotonin)

& zasahujici do procesu srdfeni krve
(napt. PF4)

» Nékteré piisobky (PF4, BTG), uvolnéné béhem této reakce Ize detekovat labora-
torné LIA nebo ELISA testy.
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”

LATKY UVOLNENE Z JEDNOTLIVYCH GRANULI PO ST |

Stimulace: Typ granuli: Sekrece:
ADP ATP
TXA2 ADP
V73 C— @ —
PAF « Serotonin
& denzni "
) granule
" BTG
PF4
FV
4 J Fibrinogen
Kol
Tl'?)l?l%:ill: prreemsesansessanensane }O q Trombospondin
Fibronectin
) o granule Vitronectin
PAI-1
PDGF
tTGFB
4
——p Kyselé hydrolazy
lysozémy

Retrakce krevni desticky

Po urtité dobé dochdzi ke stazeni (kontrakci) destickového trombu plisobenim
cytoskeletdrntho systému krevni destiCky. Tim se obnovuje prichodnost poranéné
cévy uzaviené primdrni hemostatickou zitkou. Retrakce jsou schopné jen Zivé
a funkéné zdatné desticky, které vyzaduji znaény piisun energie (ATP). P1i retrakci
dochézi k vytladeni séra ze smuSt'ujiciho se koagula. Retrakci koagula a také kon-
trakci cévnf st€ny podporuje vazba fibrinogenu krevnich desti¢ek na desti¢kovy ak-
tin prostiednictvim GplII/II1,.

» Retrakci koagula lze stanovit bud v plné krvi (méii se mnozstvi vytlacené teku-

tiny), nebo v plazmé bohaté na desticky (méfi se schopnost smrsténi sloupce vy-
tvoreného z krevnich desticek).
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SCHEMA AKTIVACNICH DEJJ V KREVNI DESTICCE

Energie

Zména
= tvaru —l

Agregace

Flip-flop

N

i-R-l1-0

SLOZKY PODILEJICI SE NA AKTIVACI KREVNI DESTICKY

Kolagen

Kolagen je hlavni slozka extraceluldrni matrix J§
a existuje v fadé typl podle struktury a pofadf amino- g
kyselin. V8echny molekuly kolagenu jsou sloZeny ze tf{
aminokyselin v tripletni helik4lni konformaci:

[-Gly - Pro-Hyp -]
Glycin Prolin Hydroxyprolin

—Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly—Pro—Hyp—

Tato konformace je umozZnéna vodivymi vazbami
mezi aminokyselinami tripletu. Tato formace je nezbyt-
nd k aktivaci krevnich destiCek.

Struktura kolagenu

» Dnes je zndmo celkem 19 riuznych kolagenii, které miiZeme rozdélit na kolageny
tvoFict fibrily a kolageny, které fibrily netvoFi. Nékteré kolageny obsahuji vétsi
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iseky nekolagennich sloZek. V cévni sténé se nachdzi kolageny: I, HI-VI, VI,
XII-X1V. Kolageny jsou hlavné obsaZeny v subendotelidinich strukturdch a ur-
&uji trombogenitu poskozené cévni stény. Ddle maji dileZitou lohu p¥i vyvold-
ni aktivace krevnich desticek, jejich agregaci a pFi nastartovdni reparacnich po-
chodii (Clementson, 1998). Monomerni a fibrildrni kolageny efektivné usnadriuji
adhezi krevnich desti¢ek, zatimco k agregaci jsou nutné tripletni helikdlni struktu-
ry kolagenu. Jako nejiiéinnéjsi aktivitor agregace se ukazuje kolagen typu I11.

Adhezivni proteiny
Fyziologick4 tloha trombocytil je rozhodujic{ mirou zajiStovédna adheznimi in-
terakcemi aktivovanych trombocytl s:
B solubilnimi plazmatickymi molekulami, které jsou soucasti koagulacni kaskady.
W membrdnovymi molekulami exprimovanymi na povrchu aktivovanych endote-
lovych bun&k
B molekulami mezibunééné hmoty bazdlni membrdny subendotelidlni vrstvy

Adhezivni proteiny patf{ ke skupiné plazmatickych proteimi, které jsou vyZado-
vany pro interakce bun&énych povrchi . Jde o reakce receptord, kolageni nebo ji-
nych strukturdlnich bilkovin. V hemostdze se uplatiiuje fada adhezivnich proteind,
mezi které patii: vWF, fibrinogen, fibronectin, trombospondin, vitronectin a jiné.

Adhezni molekuly jsou na zékladé strukturni podobnosti Elenény do rodin. Na
aktivované destiCce 1ze nalézt adhezni molekuly patfici do selektinové, imunoglo-
bulinové a integrinové rodiny a déle nezarazené adhezni molekuly. Adhezni mole-
kuly predstavuji funkéné vyznamny systém, ktery zajist'uje prenos aktivanich sig-
néld do nitra trombocytu.

Faktor von Willebrandiiv (vWF)

Byl poprvé popsdn v r. 1971 Zimmermanem a spol

® MW: 260 kDa — monomer (az 10 000 kDa — multimer)
® Biologicky polocas: 6 hodin

® Koncentrace v plazmé: 1,3 + 0,3 IU/ml 10 mg/l

vWF je glykoprotein, tvofeny a skladovany v endotelovych bunkich a v a-gra-
nulich krevnich desti¢kach (pfechdzi do nich z megakaryocytt). Z endotelidlnich
bunék je vyluovin jednak subendotelidlné a jednak do plazmy (Nieuwenhuis
a spol., 1985). U endotelidlnich bun€k za¢ind syntéza v endoplazmatickém retikulu
a pokracuje v Golgiho apardtu. Pfedpoklada se, Ze endotelovy a destiCkovy vWF ne-
jsou funkéné a strukturdlné rovnocenné. Nachdzi se v a granulich krevnich detiek,
plazmé a subendotelu. V endotelu jej miZeme prokazat v tzv. Weibelovych-Palade-
ho téliskdch. Ze zasobnich granuli (o granule krevnich destiCek, Weibel-Paladeho
téliska a subendotel) je vWF uvoliiovdn humordlnimi podnéty.

vWE patfi k nejvétsim molekuldm v plazmé, kde tvofi tzv. multimery. Zakladni
strukturou vWF je dimér, ktery vzdjemnym spojovanim vytvaii makromolekuldrni
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struktury. vWF tvofi multimery vyvazinim pfes disulfidickou vazbu, tak Ze se pfi-
pojuji konec ke konci stejnych &4sti (bud’ NH, nebo COOH koncem). Smés multi-
merd je heterogenni od dimeri aZ po molekuly o MW kolem 10 000 kDa.
Multimery vWF jsou nejvétSimi lidskymi rozpustnymi plazmatick§mi proteiny.
Extrémné velké multimery se nachdzi v endotelidlnich burikdch, subendotelu
a krevnich destiCkdch a jen ojedinéle se vyskytuji v perifern{ krvi. Tyto velké mole-
kuly se uplatiinji v systémech adheze a agregace krevnich desti¢ek. Plazmin prote-
olyticky St€pi vWF na 3 rtizné fragmenty.

Multimery o malé MW jsou uvolrio-
vény z endotelu bez stimulace. Multime-

ry vWF méni tvar své molekuly jsou-li @

uvolnény do krevniho toku. Za normal-
nich okolnost{ zaujimaji vétsinou kulovi- ||m
ty tvar, v krevnim toku se molekula pro-
tahuje a ziskava elipsoidni tvary.

Molekula vWF m4 fadu vazebngych mist pro F VIII, heparin, GP komplexy
Ib/V/IX a IIb/Illa a déle pro kolagen (typ I, III a VI). B€hem norméln{ hemostdzy
multimery zprostfedkuj{ tvorbu desti¢kové zitky a sice zaji§t'uji propojeni desti¢ek
pfes GP Ib a kolagen v subendotelidlnich vrstvach. Abnormity, které vedou ke sni-
Zené tvorbé nebo funk&nosti vWF nebo jeho multimerd jsou znidmy jako vorn
Willebrandova nemoc.

NH» | vWF monometr = COOH
E‘a
= =i o
L | i ] |l l il
= | Rt |

1560 kDa vWF — multimetr

VvWEF také zajiStnje transport F VIII v plazmé - je vdzan v komplexu s F VIII.
F VII se véZe na ¢4st molekuly, kterd je blize NH, konci. Multimery vaZi na 1 sub-
jednotku jednu molekulu F VIII (pomér 1 : 1), pomér MW je 50 : 1.

Funkce vWF:
vWF hraje podstatnou dlohu v primdrni hemostaze, ve formaci trombu

a v koagulaci. M4 dv€ podstatné funkce:

W V primdrni hemostdze — spojuje specifickd vazebnid mista mezi desti¢kami
a cévni sténou (adheze) a destickami navzdjem (agregace). Podminkou je spravné
sloZen{ a struktura multimert - pouze velké multimery jsou schopny plnit funkce
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v primarni hemostdze. vWF piftomny v subendotelu odpovidd pravdépodobné za
vice nez 50 % adhezivnich procest u krevnich desti¢ek. vWF desti¢ek odpovidd
za adhezi destiéek na kolagen, agregaci desti¢ek a formaci trombu. Molekula
GP [Ib/IMa je hlavnim vazebnym mistem pro vWF uvolnény z destiCek.

BV koagulaci — funkce nenf z4visld na velikosti multimertl. Je nosi¢em, ktery vé-
Ze a stabilizuje FVIH (in vivo a in vitro). Vazba zabranuje inaktivaci FVIII akti-
vovanym PC nebo F Xa (pravd€podobné brani interakci molekul s fosfolipidy).
vWF zajidt'uje pfisun F VIII do mist, ve kterych dochéz{ ke srdZecfm procestim.

Laboratorni stanoveni

V plazmé se vySetfuji nasledujici ukazatele:

0 vWF:Ag - vWF antigen

O RiCo - ristocetinovy kofaktor jako funkce aktivity (diive FVIII:RCo)
U RIPA - agregace krevnich desticek vyvolan4 ristocetinem

Q vWF multimery — stanoveni multimera vWE

Glykeprotein I (GP I)
MW: 54,2 kDa
Koncentrace v plazmé: 100-200 mg/1.

GP I je jednofetezcovy glykosylovany protein, syntetizovany v jatrech. Protei-
novy fetézec o 326 aminokyselindch obsahuje 5 opakujicich se podobnych domén
spojenych disulfidickymi mistky tzv. Sushiho domény. GP 1 je schopen vizat se
k aniontovym povrchiim jako jsou napf.: aniontové vesikuly, krevni desticky, DNA,
mitochondrie a heparin. Navdzanim na aktivovanou destic¢ku inhibuje s desti¢kami
spojovanou protrombindzovou aktivitu a aktivitu adenyldtcyklazy. Predpoklad4 se,
Ze GP I by mohl inhibovat fazi kontaktu v krevn{ koagulaci.

GLYKOPROQTEINY DESTICKQOVE MEMBRANY
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» GPIb zahrnuje 2 podjednotky o (140 kDa) a B (27 kDa) spojené disulfidickym
mustkem (Ault a Knowles, 1995). Termindini aminokyselina domény podjednot-
ky a obsahuje vazebné misto pro vVWF (Nieuwenhuis a spol., 1985).

Glykoprotein V (GPV)
MW: 82 kDa
Koncentrace v plazmé: 32 + 8,5 ug/l.

» P¥i uZivdni ordlnich antikoagulancii se zvySuje hladina rozpustného GPV aZ na
hodnoty 112 = 28 mg/l.

GPV je transmembrinovy glykopotein, ktery se nekovalentné vaZe ke GPIb
a GPIX a vytviii komplex v desti¢kové membrané (Rinder a spol., 1998, Clement-
son, 1998). Trombin $tépi GPV na 2 fragmenty:
B f1 - rozpustny GPV o MW 69 kDa s NH, koncem
B f2- oMW 20kDa, ktery se vaZze k membrané destilek

» Rozpustnd forma GPV se nachdzi u izolovanych desti¢ek po stimulaci trombinem
nebo vznikd spontdnné béhem skladovdni destickovych koncentrdni pro terape-
utické ucely.

CHEMOKINY

Platelet factor 4 — PF4
MW: monomer 7 800 Da

tetramer 29 000 Da
Koncentrace v plazmé: 8,3 + 5,2 mg/l
Koncentracel/10° destiéek: 11,2-12,4 ug

PF4 je nizkomolekuldrn{ protein vézajici heparin, ktery reprezentuje tzv. antihe-
parinovou aktivitu. Heparin vézajici doména je lokalizovana na C-konci molekuly,
kde jsou lokalizovany lysinové struktury.

TRU A TEL TOR 4 (PF4
(domény) — monomer

NH, Heparin vm |- COOH

KKIKKLLGS
61 70

Heparin vm: vazebné misto pro heparin
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V nativnim stavu je PF4 homotetramer existujic{ v komplexu s vysokomoleku-
ldrnim proteoglykanovym proteinem. Zvy$end koncentrace PF4 v plazmé ukazuje
na zvysenou aktivitu krevnich desticek in vivo. Jedn4 se o specificky CXC-chemo-
kin, ktery je uvolfiovdn z a granulf krevnich desti¢ek po jejich aktivaci.

» Chemokiny jsou peptidy o poétu 70-100 aminokyselin, které maji 4Cys zakon-
Ceni. Rodina chemokinu se déli na 2 skupiny:
B CXC chemokiny — a-chemokiny (PF4, B TG) - inhibuji proliferaci in vitro
B CC chemokiny —~ B-chemokiny

PF4 uvolnény z destiek byva skladovdn v hepatocytech a v endotelu.
Z hepatocytii miZe byt uvolnén heparinem.

Funkce PF4:

véZe se na glykozaminoglykanové struktury na povrchu endotelu a neutralizuje
tak jejich antikoagula€nf aktivitu

stimuluje pfipojeni fibroblastl k substrdtu

stimuluje uvolnéni histaminu z bazofili

potencuje agregaci krevnich desticek

podporuje $t€peni elastinu elastdzou

o000 O

p-tromboglobulin (BTG)

MW: monomer 8 800 Da p1G HN DD DBDHIDIDIIIDIIy
tetramer 35 800 Da PFa HNDBISDDSDROD DO oooooa,:i.
Koncentrace/10° desticek: 8,1-24,2 ug 2 §
oOOOOOOOOoaoooaO)OOOOO:O‘
B-TG je nizkomolekuldrni protein u- '.0: 200080022220202223303%
volnény z o granuli krevnich destiek ,"°
a vézajfct heparin (jeho afinita k heparinu |3 2
je asi Skrat nizf ne afinita PF4). Je po- | 3%,
dobny PF4, jak strukturou, tak svymi "o 22222022222202033020d coon
vlastnostmi. B-TG je tetramer zahrnujic{ 2333322223332 2 3B oo

Ctyfi identické proteinové fetézce o0 MW
8,8 kDa. Vznikd proteolytickym St€penim prekurzorové molekuly ,Low Afinity
PF4“ (LAPF-4). Z N-konce molekuly LAPF4 se od$tépi peptid o 4 AMK (NLAK).

STRUKTURA LLAPF-4
(domény)
NH2+ NLAK H G KIVQKK D |- COOH
1 5 85
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STRUKTURA 8 TROMBOGILOBULINU (8 TG)
(domény) — monomer

NH; ~| €

KIVQKK D |- COOH

1

67 73 81

POPSANE ZMENY A MECHANISMY, KTERE PROBIHAJI V KREVNI DESTICCE, NELZE
VETSINOU PRESNE OHRANICIT. DOCHAZI K RADE VZAJEMNYCH INTERAKCI (INHI-
BICN{HO NEBO AKTIVACN{HO CHARAKTERU). VETSINA DEJU PROBIHA SOUBEZNE
(ADHEZE, ZMENA TVARU, AGREGACE, UVOLNOVACI REAKCE).

2 t iz revni destick

Krevni desti¢ka nemd jidro, proto ne-
miZe syntetizovat DNA a neprobihd v ni
bunééné déleni. Jinak muiZe vykondvat
vétSinu bunécnych funkci. K tomu po-
tfebuje krevni desticka velké mnoZstvi
energie. Tuto energii ziskdva v mitochon-
driich. Hlavnim zdrojem energetické pfe-
mény je glykogen, ktery je pritomen
v krevnich desti¢kach ve zna¢ném mnoZz-
stvi. Produkty glykolytického 3tépeni
jsou ddle oxidovany v mitochondriich za
vzniku ATP (Philips a Shuman, 1986).

' ; __ energe
e o > ATP=> ADP P

Enorgoﬂéu produkce Energetické spotfeba
bufiky . bufiky
Laktat

» ATP se ze 2/3 uklddd v zdsobnim poolu a z 1/3 je pFitomen v poolu metabolic-

kém. Ze zdsobniho poolu se po stimulaci uvolfiuje spolecné se serotoninem.
Metabolicky pool je lokalizovatelny v cytoplazmé, mitochondriich a membrdné.
Nemetabolicky pool je lokalizovdn v denznich granulich. Tento pool se nezi-
castiiuje na metabolizmu krevni destiCky a pFi sekreci je vypuzen do vnéjsiho
prostredi. Znacné mnoZstvi energie je potFebné pro viskdzni metamorfézu
a retrakci. JestliZe obsah ATP v krevni desticce klesne pod 50 % normdiniho sta-
vu, retrakce probihd nedostatecné. MnoZstvi uvolnéného ADP Ize sledovat na
specidlné upravenych p¥istrojich — agregometrech po priddni luminiscencnich
ldtek.
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VySetFovani zamérené na krevni desticky
Metody zaméFené na vySetfovani krevnich destiek a jejich funkce v organizmu

miZeme rozdélit do téchto bloki:
pocet a parametry krevnich desticek
vysetfeni dysfunkce krevni desticky

vySetfeni aktivalnich d&ji v krevni destice
stanoveni kinetiky krevnich desticek

33.3. Funkee | ich desticel nizm
Krevni desticky plni v organizmu vice dloh:

W maji vliv na spravnou funkci endotelovych bunék
W Wcastnf se pFi zdstavé krvdceni: primarni hemostatickd zétka a aktivace plazma-

tickych koagulaénich faktord

® hraji podstatnou wilohu pfi chorobném uzavirdni nebo ucpani cévy krevni sraze-

ninou — trombogeneze
W vykazuji fagocytdrni aktivitu

TROMBOCYTY HRAJI VYZNAMNOU ULOHU PRI ZASTAVE KRVACENI (HEMOSTAZE)
A PRI UZAVERU CEV KREVNI SRAZENINOU (TROMBOZE).
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4. PARAMETRY KREVNICH BUNEK

Pocet krvinek se v souCasné dobé mé-
it na analyzdtorech krvinek, které dnes
poskytuji podle typu piistroje od 24 do
48 parametrti vEetné diferencidiniho po-
¢tu leukocytl, histogramil a scategramii
erytrocytdl, leukocyti a trombocyti.
Vyhodou téchto analyzédtord je jejich
rychlost (100-120 vySetfeni/hodina), §
piesnost, spolehlivost a pom&mé malé
mnoZzstvi krve potifebné k vySetfeni
(Groner a Simson, 1995).

» Df¥ive se tyto polty 7jistovali ve specidlné upravenych komiirkdch. PouZivaly se
roztoky, které zvyraznily politané krvinky a bud lyzovaly nebo nezvyraznily
ostani. PFi hodnoceni se zjistovaly pocty krevnich bunék v jednotlivych Cdstech
komiirky a ty se pak bud’ pFepocitdvaly nebo p¥imo vyjadiovaly v odpovidajicich
Jjednotkdch.

V analyzdtorech dochdzi nejprve [§ | Suttoind

k tomu, Ze se bunky pomoci specidlnich e
systému fadi tak, aby byla pokud moZno
méfena jen jedna buiika. Soucasné do-
chézi k nafedéni krevniho vzorku, ktery
se rozd€li do dvou cest. V jedné cesté se
pocitaji erytrocyty a trombocyty (vyraz-
néj8i fedéni), ve druhé cesté se po urcité
dpravé vzorku politajl leukocyty [
a zjit'uje se jejich rozpolet (méné vyraz- Lene B
né fedénf). Erytrocyty a trombocyty jsou
izovolumetricky sférované pro jejich
snadnéj$i zpracovani v analyzétoru.
Nékteré z parametrti se méfi piimo, jiné
se zjistuj{ vypoctem z hodnot méfenych parametrii (Dacie a Lewis, 2001 ).

K méfeni parametri krevnich bun&k se na automatickych analyzitorech pouZi-
v4 bud kapildmni nebo Zilni krev, kterd se odebird za standardnich podminek
(International Committée, 1982). Jako antikoagulacni pfisady se vyuZivd solf kyse-
liny etylendiaminotetraoctové (KsEDTA a K,EDTA). Rozdil mezi tmito substan-
cemi je v pH, které€ tyto ldtky vytvafi v systému odebrané krve. pH K;EDTA se bli-
z{ fyziologické hranici pro pH krve, zatimco pH K,EDTA se pohybuje lehce nad
hodnotou 5. Rozdily jsou i ve fyziologickém plisoben{ na krevn{ butiky a v rozpust-
nosti obou soli (Goosens a spol., 1991).

Automaticky analyzétor krvinek

impadanta

Razeni krevnich bunék
v analyzatoru krvinek
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» Nevyhodou soli EDTA je v pFipadé jejich pouZiti, moZnost ovlivnéni poctu krev-
nich desticek. Soli EDTA mohou v nékterych pFipadech vyvolat pFimou agrega-
ci krevnich desticek piisobenim na jejich membrdnové glykoproteiny nebo
ovlivni membrdnu neutrofilii, kterd pak miiZe vdzat krevni desticky na svém po-
vrchu — tzv. desti¢kovy satelitismus (International Council, 1993).

Z méFitelnych parametrd krvinek v obvodové krvi lze piimo zjist'ovat u:

m cCervené krvinky
pocet erytrocyti (RBC)
hematokrit (Hct)
stfedn{ objem erytrocytu (MCV)
histogram erytrocyti podle objemu
stfedni primeér erytrocytu (MCD)
Sife distribuce erytrocytd (RDW)
Vypoditem:
Q stfedni tloust'ka erytrocytu (MCT)
Q povrch erytrocytu
m bilé krvinky
4 pocet leukocytd (WBC)
@ rozpocet leukocytl (diferencidlni podet leukocytd)
@ histogram leukocytl podle objemu
m krevni desticky
@ pocet krevnich desti¢ek — trombocytid (Plt)
@ stfedni objem trombocytu (MPV)
4 histogram trombocytli podle objemu
Vypoctem:
U 3ife distribuce trombocytd (PDW)
O destickovy hematokrit (Pct)

A8 A X X4

» Stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi, stfedni koncentrace hemoglobinu
(MCHC), barvivo v erytrocytu (MCH) a relativni a absolutni pocty retikulocytu
(Pecka, 2002).

POCET KRVINEK

Pocet krvinek se vyjadfuje poctem krvinek v 1 1 krve. Zji§t'ujf se pocty:
Q cervenych krvinek (Red Blood Cells — RBC)

Q bilych krvinek (White Blood Cells — WBC)

Q krevnich desticek (Platelets — Plt)

Poditani krvinek

Krvinky lze poéitat pomoci:

Q mikroskopu

Q analyzdtorii krvinek (poloautomaty a automaty)
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4.1. Princi Citani krevnich ¢astic n lyzi
Impedancni princip

U impedan¢niho principu se natedénd eaxuon
suspenze krevnich ¢astic nésiln€ vhani do arEmrumn e

v

méfici kyvety. Vné i uvnitf kyvety je po-
larizované stejnosmémé elektrické pole. | eexmom
Vnikne-li ¢astice do vstupniho otvoru,
zmén{ se mérny odpor prostiedi a vybudi{
se urcité napéti, které se méfi na voltmet-
ru. Napétovy impuls je pfimo dmémy
objemu Cdstice.

Stejnosmérny proud nemfize pronikat
do vnitinich struktur krevni buiiky, proto- Mé¥ici apertura s elektrodami a voltmetrem
Ze na bunééné membring se udrZuje po-
mémé silny zdporny elekiricky naboj.
Dochéz{ k tomu, Ze burika je stejnosmeér-
nym proudem obtékdna, jak je zndzorné-
no na obrazku. Zmeéna napéti vybudi im-
puls, ktery lze méfit pomoci voltmetru.
Kazda burika vybudi jen jeden impuls, je-
hoZz velikost odpovida objemu Céstice.

Na dal$im obrizku je pod &islem 1
zndzornéno schéma impedan¢niho méri-
ciho systému. Vstup veéts{
a mensi Castice do mefici sou- |1
stavy je mozné vidét pod Cisly
5 a 7. Zéaznamy piislus$nych im-
pulsil napéti jsou v Castech 2 —
béZn4 Cdstice, 4 — Z4adnd C4sti-
ce, 6 — vetsi Castice a 8§ — mald
Castice.

)

PROREZ
SUSPENZE
KREvNicH  APEFTURQU
BUNEK

KYVETA
PRO YZOREX

7l

APERTUAA TRUBICE

» Nevyhoda impedancniho
systému spocivd v tom, Ze
Jje méFena prakticky kaZdd
Cdstice nebo zména prostie-
di v danem systému, tedy
i prachové &dstice, krystal-
ky v roztoku nebo vzducho-
vé bubliny.




Detekce pomoci svételného paprsku

V systému dochdzi k nasilnému nasavani suspenze krevnich bunék, které jsou ve
specidlnim zafizeni fazeny jednotlivé za sebou. V detekenf ¢asti je umistén zdroj
monochromatického zifeni nebo slaby laserovy zdroj. Buiika, kterd vstoupi do ces-
ty svételnému zéfen{ sniZuje jeho optickou hustotu dopadajici na fotoburiku a je za-
znamendna jako Céstice.

Svételny
zdroj

Fotoburika

Centrifugacni princip
s fluorescenci
Tento detekéni systém vyuziva centri- e

fugaéniho principu k oddéleni jednotli-
vych bunéénych typl. Nejrychleji se usa-
zuji nejt&Zs{ krevni buriky — erytrocyty. Na

—_— Trombocyty

- Lymfocyty, monocyty

L~ Hemoglobin
né postupné nasedaji leh¢i Eastice v tomto Granuiooty
pofadi: granulocyty, monocyty + lymfocy-
ty a nakonec krevni desticky. Ke snadnéj- ~ - Homatolit
$imu rozlienf jednotlivich bunéénych =
vrstev se pouziva fluorescencni barvivo,
které je soucdsti méfici kapildry. K odeéi- Kapildra a jednotlivi rozhranni

tan{ koncentrace hemoglobinu slouZ{ skle- pro krevni elementy

néné vnitini centrifugacni t€lisko, na jehoZ vn&jsi strané dochdzi k hemolyze erytro-
cytl a nasledné lze odedist sloupec hemoglobinu jako funkci jeho koncentrace.

» Na analyzdtorech krevnich édstic stanovujeme pocet Eervenych a bilych krvinek
vétSinou jen impedancné.

Pocet krevnich desticek 1ze stanovit 3 riiznymi zptisoby:

W impedancné

m opticky

B imunologicky (vyuZiva se specifické protildtky proti povrchovému antigenu CD
61. Jde o specificky glykoprotein GP Illa z komplexu GPIIb/II1a (ICSH, 2001 ).
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PRIKLAD VYSLEDKU Z ANALYZATORU KREVNICH BUNEK

DIFF WBC/BASO
&l )
wBC 557 [10°9/L i
RBC 390 [10M2il] I
HGB 131 iL -
HCT 0.373 [Ratio]
MCV 956 [fL]
MCH 336 (pgl
MCHC 351 %;/L]
PLT 297 {1079/}
RDW-SD 48.8 [fL]

RDW-CV 14.1 %]

PDW 12.1 L)

MPV 10.6 [fL]

P-LCR 0.292 [Ratio)

PCT 0.031 Ratio]

NEUT 284 [10"9/l] 0.509 [Ratio}

LYMPH 222 [10°9/L] 0.399 [Ratio]

MONO 0.40 1079/L] 0.072 Ratio
0.09 1079/L] 0.016 Ratio]

BASO 0.02 (10%9/L] 0.004 [Ratio

NRBC 10°9/L] [/100WBC]

RET 72 [%%] 0.0281 [10°2L]
IRE 36 (%]
LFR 96.4 [%
MFR 36 [%
HFR 00 [%

RBC PL

LA

Interference spojené s mérenim na analyzitorech krevnich bunék

U Stanoveni na analyzitorech krvinek md i svd iskali a urciti omezeni, na
ktera se musi béhem stanoveni pamatovat. Vzorky mohou obsahovat slozky
nebo latky, které brani pfesnému stanoveni jednotlivych parametri na krevnich
analyzitorech. PH vySetfeni parametrii na analyzatorech krvinek se vyskytuje
t€snd provdzanost jednéch parametrit s jinymi (nékteré se dokonce vypo&itdvaji
z méfenych parametril), miZe pak dochdzet k tomu, Ze nepfesné stanovenf jed-
né slozky miZe mit vliv na stanoveni jiné sloZky. Nékteré interference pfitom
pifmo zévisi na vySetfovaci technologii daného analyzétoru (impedanc¢ni, optic-
k4, imunologickd), jiné jsou na zplsobu stanoveni nezdvislé. Poznat moZné
ovlivnéni (interferenci) znamend vyddvat spravné vysledky, naopak nepoznané
interference mohou mit negativné klinické nésledky.

U RozliSujeme interference plazmatického a bunééného puvodu, které mohou
ovlivnit jak absolutni polty krevnich bunék, ale 1 diferencidlni pocet
leukocytli. Z latek plazmatického plivodu jsou to nejéastéji kryoproteiny, parap-
roteiny, lipidy a heparin (Howard, 1994). Mezi bunééné slozky, které ovliviiuji
pievdZné pocet a rozpolet leukocytl, patff normoblasty, erytrocyty rezistentn{ na

139



lyzu, velké trombocyty nebo bakteridln{ kontaminace (i reagencif). Déle se vy-
skytuji jevy, které se projevi v piftomnosti nékterych sloZzek (napf. EDTA):
agregace trombocytl, aglutinace neutrofilli a erytrocytii, satelitn{ fenomén aj.
Aglutinaci neutrofili je moZné eliminovat zahfatim vzorku na 37 °C.

O Impedancni systémy: pfi méfen{ leukocytl se do jejich podtu zahrnuji vechny
jaderné elementy, tedy i normoblasty, kdeZto optické systémy normoblasty eli-
minujf a jsou schopny vydat jejich absolutni podty.

O Za nékterych, vétdinou patologickych stavi (dédi¢né i ziskané abnormity: teréovité
erytrocyty — onemocneéni jater, talasemie, hemoglobinopatie, novorozenci, sférocy-
toza) mohou byt v krvi pfitomny tzv. na ljzu rezistentni erytrocyty (RRBC).

Q Problémy pii pofitani trombocytd piisobi pfitomnost agregdti trombocytit tzv.
,clumbs*. Jde bud o nedostatedné promichany vzorek s protisrazlivym &inidlem
nebo se jednd o piitomnost protildtek ¢i miZe jit o zmény na membrédné krevnich
desticek vyvolané ptitomnosti EDTA (pokles je patmy v ¢ase). U vSech analyzi-
torti zplsobuji destiCkové agregéty sniZeni poctu krevnich desti¢ek. V nékterych
pfipadech mohou ovlivnit i podty leukocytil a erytrocytli. VétSina analyzétori na
tyto problémy upozorni vydanim hlasky ,,clumbs“ a atypickymi histogramy leu-
kocytil a krevnich desti¢ek. U impedanénich systému mohou ovlivnit pocet krev-
nich destifek i malé erytrocyty (mikrocyty), fragmenty erytrocytd (schizocyty ¢&i
schistocyty), Howell-Jollyho t€liska, bazofilni te¢kovani, fragmenty leukocytarni
cytoplazmy, makrotrombocyty, hypogranuldrni trombocyty. Na interference
s jingmi elementy mohou upozornit distribuéni kfivky trombocytli a erytrocyti.
Pfitomnost t€chto forem ve vzorku vyZaduje naslednou mikroskopickou kontrolu.
Optické systémy dokaZi vétSinu téchto problémi oetfit (Dacie a Lewis, 2001).

1 Podstatnou roli hraje i Cas, ktery uplyne od odbéru vzorku do jeho zpracovani.
Dochézi ke zméndm metabolizmu krevnich bunék spojeny s nedostate¢nou tvor-
bou makroenergetickych latek, které udrzuji funkci a tvar bunék. Tyto zmény se
pak mohou promitnout do vysledku vySetfeni.

ZMENA TVARU ERYTROCYTU VE SKI. ADOVANE KRV
(ANTIKOAGULANT K;EDTA)

Normocyty — 18 hodin po odbéru

Normocyty — tésné po odbéru
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Fyziologické hodnoty

Cervené krvinky:

Novorozenci: 5 .10 1%/ (poet erytrocytl klesd aZ do 3. mésice)

Roéni dits: 44 .10 %] (polet erytrocytil stoupéd pozvolna az do dospelosti)
Muii: 43-57 .10 12/ Zeny: 3.8-4.9 .10 1271

» Je nezbytné, aby si referenini hodnoty vytvoFila kaZdd laboratof sama. Hodnoty
uvedené v této &dsti je nutné brdt jen jako orientalni hodnoty vzestupu a poklesu
poctu krvinek v zdvislosti na véku a pohlavi.

Bilé krvinky:

Novorozenci:  20-30.10°/1

Kojenci: 10-11.1091

1. rok Zivota: 8-10 . 10 91 (tento polet se udriuje aZ do 8-10 let véku)
Dospéli: 4-9 .10 9/ (stejny u muZi i Zen).

» Fyziologicky pocet leukocyti stoupd: po namdéhavé prdci, po dufevnim rozrue-
ni, pFi bolesti, v horku (p¥i dZehu), v téhotenstvi. U nékterych jedincil stoupd po-
et leukocytii i po jidle a v odpolednich hodindch.

Krevni desticky:
Fyziologické hodnoty: 130-380 . 10 /1

» U novorozenci je poCet desti¢ek vy33i, postupné klesd a kolem 16 roku dosahu-
Jje hodnot dospélych osob.Pocet desticek se za normdlnich okolnosti vyrazné ne-
Usi u mufii a fen. U Zen tésné pied menstruaci se miiZe pocet desticek lehce sni-
Zit, ke konci menstruace dosdhne obvykle normdlnich hodnot. Vy$si polty
krevnich desti¢ek se pozoruji u lidi Zijicich del$i dobu ve vys§i nadmo¥ské vysce
(ICSH, 2001).

» V arteridlni krvi je pocet destiCek lehce vy$$i neZ v Zilni krvi. Zjist uje-li se po-
Cet destiCek v kapildrni krvi, je vysledek zatiZen znacnou chybou (20-30 %).
Po znaéném fyzickém vypéti miie pocet desticek stoupnout aZ na dvojndsobek
normdlniho poctu.
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4.2. Charakteristiky ¢ervené krvinky

Hematokritova hodnota (hematokrit)
(Hematocrite — Hct)

Hematokrit udiva pomér objemu erytrocyti, které tyto zaujimaji k celkovému
objemu krve (England a spol. 1972).

Hematokrit se miiZe zjistit:

B centrifugaci nesrdzlivé krve — za standardnich podminek odeétenim vrstvy
erytrocytll (hematokrit tofeny v kapildrdch se nazyva mikrohematokrit)

B na analyzdtorech krevnich bunék — jako integral impulsti nebo po vynédsoben{
(Hct = RBC x MCV).

o Fyziologické hodnoty: muzi 0.42-0.52 , zeny 0.37-0.47

e Klinickd interpretace: hodnota hematokritu miiZe byt zkreslena u makrocytarni
anémie, sférocytozy, talasemie, hypochromni anémie a u srpkovité anémie.
U téchto stavil jde o pozménéné formy erytrocyttl, u kterych dochdzi ke zméné
sedimentacnich parametri oproti normalnim hodnotdm normocytového hemato-
kritu.

Stiedni objem erytrocytu
(Mean Cell VYolume — MCV) cell = corpuscular

Vyjadfuje primérny objem buiiky v hodnocenych erytrocytech
MCYV se zjist'uje:

B prfimym méfenim na analyzétorech krvinek
B vypoftem

Het Hct = hematokrit
MCV = ——— (D)
RBC RBC = polet erytrocyti

e Fyziologické hodnoty: 84-98 fl

» V porovndni s erytrocyty dospélych jsou erytrocyty novorozencii o néco vétsi

a erytrocyty starich déti o néco mensi.
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Histogram erytrocytii podle MCV
Reprezentuje kiivku zdvislosti stfednfho objemu erytrocytd (MCV) na jejich Cet-
nosti.

mikrocytoza makrocytoza

> Cervend krvinka

03

0.25 £\

}ﬂ
0,05 j
; T

MCV cv 0 2 40 50

e Klinickd interpretace: histogram informuje o normocytoze, mikrocytoze
a makrocytoze, pFipadné o pr¥itomnosti erytroblastii.

SiFe distribuce erytrocyti
(Red cell Distribution Width — RDW)

Jde o $ifi nejcetnéjSich populaci erytrocytii v histogramu RBC podle MCV.

Anizocytoza

RDW RDW

e Fyziologické hodnoty: 0,11-0,16

e Klinicky vyznam: Informuje o anizocytoze
VétSina automatickych analyzétord kalkuluje RDW jako variaéni koeficient v %,
ev. jako RDW-SD (smérodatnou odchylku) ve fl (Bessman a spol., 1983).
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Stredni pramér erytrocytu
(Mean Cell Diameter — MCD)
cell = corpuscular

Reprezentuje aritmeticky primér spe-
cidlnim mikro3roubem méfenych primé-

ri erytrocytovych teréiki v panopticky [

obarveném krevnim natéru.

e Fyziologické hodnoty: 6,7-7,7 um

Price-Jonesova krivka

Krivka zavislosti priamérii erytrocytu na jejich Cetnosti

» Dnes v dobé analyzdtorii pro poditdni
krevnich bunék vyznam tohoto para-
metru zanikd.

Stredni tloust’ka erytrocytu
(Mean Cell Thickness — MCT)
cell = corpuscular

Cetnost

mikrocytoza

makrocytoza

MCD CD (um)

Vyjadiuje primérnou tloustku mére-
nych erytrocytu

se Lo MCV
Z;]lstlv se MCT =
vypodtem: |:MCD] 2
n
2

MCD - sti‘ednt primér erytrocytu
MCYV - stFednf objem erytrocytu

e Fyziologické hodnoty: 1,7-2.5 um

Povrch erytrocytu
(Red cell surface area)

e Fyziologické hodnoty: 128-160 pm?
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4.3. Charakteristiky bilé krvinky

Rozpodet leukocyti
(Diferencidln{ poet leukocytd — ,,diferencial®)

Techniku rozpozndvdni riznych typi bilych krvinek poprvé zavedl Ehrlich v roce
1898 (rozpozndval krvinky obarvené pomoci anilinovych barviv).

Rozpocet leukocytil Ize stanovit na:
W analyzdtorech krvinek
B mikroskopicky v obarveném nétéru

Analyzitory krvinek

Analyzitory krvinek poskytuji bud tzv. ,tHpopulaéni diferencidl* nebo ,péti-
populaéni diferencidl*. Pétipopuladni doferencidl rozliSuje v bflé fadé lymfocyty,
monocyty, bazofily, eozinofily a neutrofily. Neni schopen odliSit nesegmentované
formy neutrofild (tyée) od segmentovanych forem. Toto odliSeni lze v soucasné do-
bé provést jen mikroskopickym hodnocenim, pokud se nezvaZujf jiné drahé techni-
ky (napf. imunofenotypizace). Tfipopulacni diferencidl rozli§i populaci krevnich
bunék s malym, sttedné velkym a velkym jadrem (Dacie a Lewis, 2001).

» Tripopulalni diferencidl tedy v Zddném
PpFipadé nedokdZe presné odlisit lymfo-
cyty, neutrofily a tzv. stfedni populaci
krevnich bunék (bazofily, eozinofily,
monocyty), jak je v Fadé ucebnic
a literdrnich odkazii ¢asto citovdno.

RozliSeni bilych krvinek se provadi
v nafedéném krevnim hemolyzitu, ve
kterém jsou bilé krvinky zbavené cyto-
plazmy, hodnoti se vlastné hol4 jadra leu-
kocyti.

K rozliSeni holych jader se pouZiva

téchto technik:

B vysokofrekvencn{ stfidavé elektrické
pole

B fluorescence a imunofluorescence

W laser — optickd analyza (svételny pa-
prsek a rozptyl svételného paprsku)

W cytochemické metody

B pritokovd cytometrie

Laserova technika
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spektrofotometrie
hydrodynamické fokusace
softwarovi analyza

Nékteré automaty s pétipopulaénim rozpoctem leukocytd poskytuji i pocty nor-
moblasti (NRBC — normoblast red blood cell), pfipadné kvantitativni zastoupen{
atypickych nebo velkych lymfocytlt. Soucasné formou ,,hlasek* upozoriinji na pii-
tomnost nezralych granulocytd, blastickych forem a n€ktergch atypickych forem
v Cervené, bilé a desti¢kové fadé (Hoffmann, 2004, van der Meer a spol., 2004).
Jsou ddle schopny upozomit a odd€lit populaci tzv. erytrocytii rezistentnich na ly-
zu (rezistant red blood cells — RRBC), jejichz pritomnost v krvi ovliviiuje jak pocet
erytrocyti (RBC), tak 1 leukocytd (WBC) spolu s diferencidlnim rozpodtem (sniZe-
ni RBC, zvy$eni hodnot WBC a lymfocyt). N&které z analyzatorii maji specidlni
ochranné systémy, které mohou po uréité dobg, kterd zahrnuje del§i hemolyzu vzor-
ku v analyzatoru, tyto podty upravit (Mellors, 1995).

Hodnoceni rozpoctu bilych krvinek na analyzatorech krvinek

Analyzétory krvinek vyuZzivaji k rozliSeni jednotlivych morfologickych typt kr-
vinek dffve vyjmenované principy, pomoci nichZ specidlné upravenymi softwaro-
vymi programy pomyslné distribuuji krvinky do urCitych prostorovych oblasti — vy-
tvari prostorové histogramy tzv. scategramy.

E blasty myclocyty
S i v g
o3
3 moocyty E
Z 3
SN 5
| B
asty
=
=)
o
o
ymfocyty
R blasty (NRBC)
na l¥zu rezistentu! erytrocyty
agregdty trombocytu
ABSORBANCE
Scategram leukocyti podle MCV a absorbance Prostorové rozdéleni leukocytit

Mikroskopick4 stanoveni
Krevni nétéry se provadi z kapildrni nebo Zilni krve. Jako antikogulaCni pfisady
se pouzivd solf EDTA.
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PRIPRAVA KVALITNICH NATERU PERIFERNI KRVE

kapka
krve

Priprava natéru periferni krve K hodnoceni vhodné natéry (c, f)

Nitéry je nezbytné provést do 3—4 hodin po odbéru, jinak miiZe dojit ke zménam
v néktergch krevnich buiikdch. K hodnocen{ je nutné pfipravit kvalitni ndtéry. Ke
sledovani morfologie erytrocytli se pouZivaji tenké ndtéry, zatimco u leukopenii

Yrus

jsou vhodné;jsi natéry siln€jsi (Marthy a Koepke, 1974).

» Silu ndtéru u manudini metody lze ovlivnit vhlem, ktery svird roztérové sklicko
s podloinim skiickem. V soulasné dobé nejvhodnéj3i ndtéry se standardni
a srovnatelnou vrovni se ziskdvaji na barvicich automatech. Nékteré z automatu

DFi zhotoveni ndtéru berou v vivahu hodnotu hematokritu.

Pri diferencovani se zjist'uje zastoupeni morfologickych typt bungk bilé ¥a-
dy v obarveném natéru obvodové krve.

Zasady pro morfologické hodnocent jednotlivych bunéénych typi

ProhliZi a hodnoti se zv14$t’ burika, jadro a plazma.

Hodnoti se:

O burika — velikost, tvar, vhled ,umistém
v nétéru, porovnani s ostatnfmi bufi- [§
kami.

Q jddro — velikost, uloZeni, tvar, uspo-
faddni chromatinu, dale podet, veli-
kost a vzhled jadérek.

Q plazma — mnoZstvi, vzhled, barvitel-
nost, vyb&zky, vakuolizace, perinuk-
ledrni vyjasnéni, granulace a inkluze.

» Prechody mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii bunék jsou plynulé a proto neni
vZdy snadné zafFadit urcitou bufiku do prFislusné kategorie Musime si uvédomit
i to, Ze Zddnd charakieristika dané buriky neni pro ni prisné specifickd.
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V ramci hodnoceni periferniho krevniho obrazu se dale zjist'uje:

B zastoupeni normoblastii (je nutny ndsledny pfepocet leukocyti)

W posun v ramci vyzravani bunéénych forem (posun X mlad§im nebo star$im vy-
vojovym formém)

B anomdlie v burikdch jednotlivych krvetvornych Fad (Servené, bilé a destic¢kové)

W vyskyt nékterych dalSich bunéénych forem (hold jadra megakaryocytd, nezralé
vyvojové formy krvetvornych fad)

B vyskyt parazitii (v erytrocytech, makrofazich, krvi)

® n&kdy se provaddi odhad poitu trombocytii

VYVOJ ZASTOUPENI JEDNOT},IVYCH BUNECNYCH TYPU
OD NOVOROZENCE DO DOSPELOSTI

Novorozenci
nesegmentované granulocyty: 0,20-0,40
segmentované granulocyty: 0,35-0,55
Celkem neutrofily: 0,75

» Od 4. dne po narozeni pocet neutrofilnich granulocytii klesd a 8. den je jejich di-
Jerencidini pocet jiZ jen 0,45. Soucasné stoupd polet lymfocyti. Jejich relativni
pocet miiZe ve 3. al 6. mésici dosdhnout aZ dvojndsobku relativniho poétu gra-
nulocyti. V porovndni s dospélymi byvd u novorozencii zvySen podil velkych
lymfocytu.

» V dal$im obdobi dochdzi k poklesu lymfocyti.

» Ve 4-5 letech prevaZuji jiz opét granulocyty nad lymfocyty.

Dospéli

Typ leukocytu Relativné Absolutné

Nesegmentované granulocyty 0,01-0,02 0.2-04.10%1
Segmentované granulocyty 0,54-0,69 2,5-5,6 . 1091
Eozinofilni granulocyty 0,03-0,05 0,03-0,25 . 10%1
Bazofilni granulocyty 0,005-0,01 0,0-0,03 . 10%1
Lymfocyty 0,25-0,39 1,2-3,1.10%1
Monocyty 0,03-0,08 0,15-0,58 . 10%/1
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Absolutni a relativni pocty bunéK

Relativni pocet

Je zastoupeni uritého morfologického typu (A) L. A
v potitanem celku (B), Nejéast&iji se hodnoti 100, 250 ane- relativni pocet = B
bo 500 bunek.

Absolutni pocet = relativni pocet x celkovy pocet bunék

» P¥iklad: PFi hodnoceni 100 bunék jsme nalezli 35 lymfocyti,

35
Relativni pocet lymfocyti = 100 = 035

Absolutni pocet
Je zastoupeni ur¢itého morfologického typu bunék v urcitém objemu.

» Priklad: v 1000 hodnocenych erytrocytech bylo nalezeno 18 retikulocytii, RBC

= 4,52 . 1072/1, Relativn{ pocet retikulocytii = 0,018
Absolutni podet retikulocyti = 0,018 . 4,52 = 0,08 . 1072/l
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44. rakteristik revni destick Desti¢kovy hematokrit
(Plateletcrite — Pct)

Stredni objem Kkrevni desticky Pct nas informuje o tom, jakou c¢ist objemu v celkovém objemu plazmy
(Mean Platelet Volume — MPV) zaujimaji desticky.

P od

MPV se méfi na analyzdtorech krvinek. VéEtSinou jde o pfimo méfenou velidinu.
MPYV vyjadruje priimérny objem buiiky v hodnocenych trombocytech.

Tato hodnota se ziskd ze vztahu: | Pet = PIt x MPVJ

e Fyziologické hodnoty: 71,8-115 fl e Fyziologické hodnoty: 0,15-030
® Klinické pouZiti: zvy$ené hodnoty se nachdzi u trombocytoz a makrotrombocy-
Histogram distribuce podle MPV t, SniZené hodnoty mohou byt u trombocytopenii a mikrotrombocyti.

Reprezentuje ktivku zavislosti |mikrotrombocytoza . makrotrombocytoza
stredniho objemu desticek (MPV) na
jejich Cetnosti.

Histogram podle MPV se ziskdva na
analyzatorech krevnich ¢éstic. Zji§t'uje se
objem trombocytl (horizontdlni osa)
a jejich Cetnost (vertikalni osa).

e Klinické poufiti: Graf néds informuje
o mikrotrombocytech, makrotrom-
bocytech nebo o ptitomnosti shluki
(clumps) krevnich desticek.

MPV PV ()

Site distribuce desti¢ek
(Platelet Distribution Width — PDW)

V pripadé PDW se jedna o §iti nejéetnéjSich populaci trombocyta v jejich
histogramu podle MPV,

PDW reprezentuje $ifi histogramu distribuce krevnich desti¢ek podle jejich ob-
Jemu. Informuje néds o anizocytoze trombocyti.

PDW

e Fyzologické hodnoty: 15,5 - 17,1 % (0,155 -0,171)
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4 ékteré nové parametry krevnich bunék

Nekteré pfistroje z fady pétipopulagnich analyzatorl krevnich bunék poskytuji
dal8i parametry krevnich bun€k zejména z oblasti dervené krevn{ fady. Jejich vy-
znam pro kliniku se teprve zkouma a zjist'uje.

Nékteré parametry éervené krevni fady

Parametry erytrocytu

QO CHCM (Corpuscular hemoglobin concentration mean) — jde o hodnotu MCHC,
u které je méfen intracelularni hemoglobin

W CH (Corpuscular hemoglobin content) — jde o hodnotu MCH, u které je méfen
intracelularnf hemoglobin

» Hemoglobin je mé¥en priiiokovym cytometrem piimo v kaidém erytrocytu, na
rozdil od MCHC, u kterého je hemoglobin mé¥en spektrofotometricky (u spekt-
rofotometrické metody se mé¥i hemoglobin v erytrocytu, ale soucasné i hemo-
globin extraceluldrni — volny hemoglobin).

CHDW (Cellular hemoglobin distribution width) — index distribuce podle hmot-
nostniho poméru hemoglobinu zastoupeného v erytrocytu

HDW (Hemoglobin concentration distribution width) — index distribuce podle
pomeérového zastoupeni hemoglobinu v erytrocytu

F-RBC (Fragments of erythrocytes) — fragmenty erytrocytt

PHE (Percentage of hypochromic erythrocytes) — procento hypochromnich
erytrocytd

NRBC (Normoblast cells) — normoblasty (kvantitavni zastoupeni)

0O DO D D

Procento hypochromnich erytrocyti (PHE)

Piimo se méii koncentrace Hb a MCV na zakladé rozptylu laserového paprsku
a vyhotovi se dvojrozmémé grafické zndzoméni s procenty zastoupeni populaci
erytrocytil. Zjistuji se erytrocyty s koncentraci hemoglobinu < 280g/1 a méfi se
% hypochromnich erytrocytt (PHE).

e Fyziologické hodnoty: muZi PHE < 10 %
Zeny: PHE < 20 %

e Klinické pouZiti: PHE poskytuje pfehled aktivity erytropoézy v poslednich 8-12
tydnech.
m suspektni deficit Fe: Zeny PHE 20-40 %
muzi PHE 1040 %
m deficit Fe PHE > 40%
PHE se zvySuje pfi funk&nim deficitu Fe.
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JIAGRA ROZLISENI PHE

% makrocyti

12011

% mikrocyti

| % hypochromnich ’ ' 9% hyperchromnich
erytrocytil erytrocyti ‘

Parametry retikulocytu

Ret/Ret — absolutnf a relativni pomér retikulocytl (Ret)

MCVr (Mean corpuscular volume in retikulocytes) — stfedni objem retikulocytu
DWr (Distribution width in retikulocytes) — distribuénf §ifka retikulocyti podle
MCVr

CHCMr (Corpuscular hemoglobin concentration mean in retikulocytes) — jde
o hodnotu MCHC retikulocytu, u kterého je méfen intraceluldrni hemoglobin
CHr (Corpuscular hemoglobin content in retikulocytes) — jde o hodnotu MCH
retikulocytu, u kterého je méfen intraceluldm{ hemoglobin

CHDWr (Cellular hemoglobin distribution width in retikulocytes) — index dis-
tribuce podle hmotnostnfho poméru hemoglobinu zastoupeného v retikulocytu
HDWTr (Hemoglobin concentration distribution width retikulocytes) — index dis-
tribuce podle pomérového zastoupeni hemoglobinu v erytrocytu

0o 0o 0 O 0od

Zastoupeni hemoglobinu v erytrocytu (CHr)
CHr informuje o aktudlnim obsahu hemoglobinu v retikulocytu a je tedy ¢asnym

indikatorem deficitu Fe (citlivéjsi indikator neZ feritin nebo saturace transferinu —
vazebnd kapacita Fe). Po podéni Fe dojde k vzestupu CHr.
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ZDILY VE VYPOVEDNI HOD EP r

PHE

Informuje o koncentraci Hb v erytrocytu
za poslednich 8-12 tydni

Chr

Informuje o aktudlnim obsahu Hb
v erytrocytu vznikajicich z retikulocytii
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1. NEMOCI HEMQTOPOETICKE
KMENOVE BUNKY

Poskozen{ na drovni hematopoetické kmenové buiiky se miZe projevit riznymi

klinickymi syndromy (Brodsky a spol., 2004):

O Aplazii myeloidni Ffady — nedostatetné tvorba hematopoetickych kmenovych bu-
nék (dfenové dtlumy — aplastické anémie).

O Myelodysplazii — porucha diferenciace , maturace a apoptézy (myelodysplastic-
ky syndrom, paroxysmadlnf nocni hemoglobinurie).

Q Abnormdlni myeloproliferaci — patologickou proliferani aktivitou hematopoe-
tické butiky, kterd se projevuje pfevahou proliferace nékteré z myeloidnich fad.

Mezi aplazii, myelodysplazii a myeloproliferaci existuji plynulé prechody
(Klener, 2003).

VZAJEMNE PRECHODY A PREKRYVY
EZ] NEKTE PATOFYZIOLOQGICKYMI STAVY

AA — Aplasticka anémie
MDS — Myelodysplasticky syndrom
AML - Akutni myeloidni leukémie

PNH — Paroxysmalni no&ni hemoglobinurie

Do této éasti patii tyto syndromy:

O Dfteiiové itlumy

Q Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie — viz kapitola ,,Anémie*
U MDS - viz kapitola ,,Myelodysplaticky syndom*

» Mpyelodysplasticky syndrom je zaFazen mezi nddorovd onemocnéni. Paroxys-
mdlini noéni hemoglobinurie je zafazena vzhledem ke svym projeviim do skupiny
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hemolytickych anémii, ale vzhledem k tomu, Ze u ni jde o poruchu kmenové buii-
ky, pat¥i i do této skupiny.

U téchto stavi miZe dochdzet k nékterym kvantitativnim zméndm v periferni
krvi a kostni dreni.

A. Cytopenie v periferni krvi
QO pokles erytrocytl — anémie
O pokles leukocytl — leukopenie

O pokles trombocytl — trombocytopenie
O pokles vech bunék — pancytopenie

TAVY SE SNIZENYM POCTEM EK V OBVODOVE KRVI

Trombocytopenie

krevnich | desticek

erytrocytii leukocytii
”~ > w
B < Snizeny potet— RN

vSech bunék

Pancytopenie

K cytopenii v periferni krvi (pancytopenii) mize dojit z iady pricin:

@ poskozenim kmenovych bunék (aplastickd anémie)

@ infiltraci kostni dFené (leukemie, lymfom, myelom,karcinom)

& destrukci bunék v periferni krvi (té2ké infekce, imunitni mechanismy, hemolyza)
& metabolickou poruchou vyvoje bunék (megaloblastovd anémie)

B. Stavy se zménami bunéc¢nosti v kostni dreni
0 sniZeni poctu jadernych bunék — hypoplazie
Q vymizeni jadernych bunék — aplazie

Q zvySeni podtu jadernych bunék — hyperplazie
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TAVY POCTU JADERNYCH BUNEK V TNI DRENT

Normalini dieii

I < Pt e bt —> [

buriky | chybi

( Apldzie
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1.1. Dteriové vtlumy

(Aplastické anémie)

Aplastickd anémie byla poprvé popsdna v r. 1888 Ehrlichem (Ehrlich, 1888).

Aplastickymi anémiemi naz§vime heterogenni skupinu nemoci, pfi kterych do-
chéz{ k pancytopenii v periferni krvi vyvolanou nasledkem hypoplazie kostni dfené
se sniZenou produkci viech elementd, bez pFitomnosti primdrni choroby infiltrujici &i
nahrazujici kostni dfenl. Jde tedy o selhéni krvetvorby vyvolané porusenou éinnosti
nebo tibytkem hematopoetickych kmenovych bunék kostni dfené zahrnujici sniZe-
nou produkci bun€k vyvojovych fad (erytrocytt, trombocytl a leukocyti).

» Jednd se o ubytek hematopoetickych kmenovych bunék CD34+ a progenitoro-
vych bunék myeloidnf ¥ady. Parenchym kostni dFené je postupné nahrazen tuko-
vou kostni dieni. Ndsledkem toho je produkiéni kapacita diené tak nizkd, Ze dieri
neni schopna vyrovndvat ztrdty zpusobené destrukci krevnich bunék (Macie-
Jjewski a spol., 1995).

v

P#i¢ina: U aplastické anémie je naruSena normdlni funkce hemopoetické kme-
nové buriky. Ta je porusena hlavné ve své schopnosti sebeobnovy a zachovini kon-
stantniho poolu kmenovych bunék, méné v jejich schopnosti proliferovat
a diferencovat (na rozdil od MDS). Pfi¢inou miiZe byt bud toxické poskozeni kost-

ot

ni dfen€ nebo pficina neni zndma.

Predpoklida se:
QU poSkozeni na iirovni hemopoetické kmenové buiiky, které vyvold:
B sniZeni poétu kmenovych bunék
B poskozeni kmenové bunky
U piisobeni faktorii prostiedi na kmenové buriky, zejména faktori imunolo-
gickych.

Mezi latky nebo vlivy, které mohou ovlivnit stav hematopoetické buiiky patii:
4 Chemické latky a radiace — stavy mohou byt vyvoldny riznymi chemickymi
a fyzikdlnimi viivy, pFipadné nékterymi metabolity.
W ionizujici zafeni (alfa, beta, gama, rtg) - nekontrolovatelnd expozice zd¥eni
(nap¥. ndsledkem havdrie jako byl Cernobyl)

> Vysokofrekvenéni zdfeni gama (10'°-10%? Hz) uvolfiuje faktory o vysoké ener-
gii, které jsou schopny narusit chemické vazby v molekuldch biologickych struk-
tur a mohou vyvolat bunéénou mutaci.

» ZdFeni o nizi frekvenci - UV (107°-10"° Hz) miiZe vyvolat v biologickém mate-
ridlu zmény, které vedou k indukci elektrického proudu v burnikdch, které se
v disledku zdreni zah¥ivaji.

» Méné je zndmo o lcincich édsticového (alfabeta) zdfeni na buriky.
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B toxické litky (benzen a jeho derivty, toluen, nékteré kovy v koloidni nebo
tekuté formé& — zlato, stfibro, rtut’, insekticidy apod.) — nejcastéji jde
o vdechovdni par.

m Iléky (cytostatika, chloramfenikol, sulfoamidy, penicilamin, analgetika, diu-
retika — furosemid, kortikoidy, antiseptika apod.) — aplazie je vyvoldna bud
dlouhodobym poddvdnim léku nebo jeho precitlivélosti.

» V roce 1991 stanovila svétovd zdravomickd organizace (WHQ) urcitd kritéria
pro kausdini icinek léku. Lék md vliv na krevni obraz, jestliZe dojde p¥i pravi-
delném uZtvdni léku nejpozdéji do 4 dnii k tomuto poklesu krevniho obrazu: leu-
kocyty < 3 . 10°/1, granulocyty < 1,5 . 10°/1, hemoglobin < 100 g/l, trombocyty
< 100 . 109/1.

¢ Mikroorganizmy

W infekce: viry (EBV, hepatitidy non A a nonB, HIV)
nékterd mykobakteria

Autoimunitni choroby — eozinofiln{ fasciitis, thyreoiditis

PNH

Téhotenstvi

L K AR 4

Mezi vznikem aplastické anémie a toxickym poskozenim miiZze uplynout po-
mémé dlouhy interval (Klener, 2003).

Laboratorni nalez

U dfefiovych ttlumi jde tedy o velmi pestry hematologicky obraz, charakterizovany:

U v obvodové krvi vétsinou pancytopenii

Q v kostni dfen{ tukovou dfeni s aplazii nebo hypoplazii.

® KO: vétSinou je pfftomna makrocytdrni, vzicnéji normocytdrni anémie (Hb
< 100 g/l), byvd leukopenie a trombocytopenie, sniZen pocet retikulocytl, sni-
Zeny neutrofily, monocyty, u t€Z§ich forem dochézi i k poklesu lymfocyti.

® Krevni ndtér: abnorméln{ granulace neutrofilti (toxické granulace)

® Kostni diefi: hypoplastickd aZ aplasticka (biopsie — tukovd a fibrosni tkan, zvy-
§ené zastoupeni lymfocytl a plazmatickych bunék, n€kdy suché kostni dfef),
piitomna dysplazie hlavng v Eervené fadé.

e Ostatni: zvyieni AF v neutrofilech, zvySené plazmatické Zelezo a volny proto-
porfyrin, zvysen erytropoetin, zvysen TNF a a y, zvySen IL-2.

Aplastické anémie mohou byt:
O Vrozené (geneticky podminéné) — jsou pomémé vzicné. Vrozenou aplastickou
anémif je i Fanconiho syndrom a syndrom Blackfantiv-Diamondiv.

» Nékteré vrozené aplastické anémie se mohou prezentovat aZ v dospélosti
a nemusi mit typickd stigmata
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vowr

U ziskané — idiopatické (nezndm4 vyvoldvaci pfi¢ina. Nachézi se u 40 % aplas-
tickych anémifi ) a sekundarni (toxické pokozeni vnéj§im &initelem. Nachdzi se
u vice nez 55 % diefovych dtlumua)).

» Mezi ziskané utlumy Cervené Fady se Fadi:

B Akutni erytroblastopenie (Gasserova) — jde o pfechodnou aplazii po viro-
vém infektu. V laboratornim ndlezu se 7jistuje pfechodné vymizeni retikulo-
cytu a mirnd anémie.

B Akuni Cistd aplazie cervené Fady (Owrenova) — je provdzend zastavenim
erytropoézy. Nejéastéji se objevuje po virovém infektu. Laboratorné se zjis-
fuje vymizeni retikulocyti. Krvetvorba se vétsinou obnovi spontdnné béhem
nékolika dni (aplastickd krize u hemolytickych anémit).

W Prechodnd aregeneratorni anémie (Wranneho a Lovrice) — postihuje malé
déti a dochdzi pFi ni k rozvoji 167ké anémie.

U nékterych aplastickych anémif miZe urCitd vyvolavajici pfi¢ina (noxa) vyvo-
lat nepfedvidatelnou odezvu u daného jedince. Zména v hematopoetické burice vy-
vold u jedince imunitn{ reakci jako ,,snahu o vyléceni“. Projevy onemocnéni a jeji
pribéh je pak odvisly od stupné imunitni reakce.

» U silnych imuntnich reakci vznikaji téZké aplastické anémie (Severe aplastic
anemia — SAA) nebo velmi 1éZké aplastické anémie (Very severe aplastic anemia
— VSAA). PFi nizké imunitni odpovédi se onemocnéni projevi jen chronickou cy-
topenii (Kubisz 2006).

FANCONIHO ANEMIE

U Fanconiho anémie se jedna
o autozomadlné-recesivni dédiéné one-
mocnéni spojené s pancytopenii, abnor-
mitami ve vyvoji kosti (anomadlie skele-
tu), kiiZe a vnitinich orgdnt (hypoplazie
genitdlu). V rodindch, kde se vyskytla
Fanconiho anémie je vyznamny vyskyt
leukemif a paroxysmdlni no¢ni hemoglo-
binurie.

P#i¢ina: Neni pfesn¢ zndma. Je po-
pséno nejméné 5 geni, které mohou hrat roli pfi vzniku anémie a ostatnich abnor-
mit. Zjist'uje se rovnéZ vysoka nestabilita chromozomi, provazena ¢etnymi struktu-
ralnimi aberacemi (Lieberman a Dror, 2006, Meetei, 2004).

{ -'../ i j‘.',""l. { _I'_'_L

Fanconiho anémie — pigmentace kiiZe

Laboratorni nilez
® KO: leukopenie, trombocytopenie, makrocytdrni anémie, retikulocyty relativné
zvyseny.
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® Krevni obraz: neutropenie, leptocyty

® Kosni diefi: zpoéatku hyperplasticka, pozd€ji hypoplazie a aplazie, dysplazie,
zmnoZen{ plazmatickych bunék a makrofagd

o Cytogenetika: Cetné cytogenetické abnormity — chromozomalni zlomy

e Ostamni: zvySen HbF

BLACKFANOVA-DIAMONDOVA ANEMIE
Blackmanova-Diamondova anémie je €ista aplazie nebo hypoplazie erytropoézy.

Laboratorni nalez

® KO: normocytdrn{ normochromn{ anémie, granulocyty a trombocyty v normg,
retikulocyty sniZené (< 0,010) nebo zcela chybi.

e Ostatni: hladina EPO zvysena

» Ojedinéle mohou byt pFitomny erytroblasty megaloblastoidniho vzhledu.
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2. NEMOCI CERVENE KRVINKY

Cervené krvinky se mohou tvofit v normélnim, sniZeném, &i zvySeném mnoz-
stvi, nebo se u nich nachazi funkéni a morfologické abnormity.

Nemoci erytrocyti miizeme délit podle kritérii:
U kvantitativnich
Q kvalitativnich

Onemocnéni, ktera postihuji ¢ervenou krvinku mohou byt vyvolina:
U sniZenim aktudlniho pottn erytrocytt (Hb a Het) — anémie

U zvySenim poctu Cervenych krvinek — polyglobulie

Q zhoubnym bujenim Cervené fady — erytroleukemie

2.1. Polycytemi lyglobuli

(fecky: poly = mnoho, kytos = buiika)

Polycytemieje stav, pii kterém je zvySena erytrocytarni masa. Porucha se proje-
vuje zvySenim Cerveného krevniho obrazu, hyperviskozitou, hypervolemii (Berlin,
1975).

» Hemodynamické vlastnosti krve jsou ovlivnény cévnim primeérem, krevnim tla-
kem, koncentraci bilkovin s velkymi molekulami (nap¥. fibrinogenem) a poctem
bunéénych elementii v cirkulaci. PFi zvySené hodnoté hematokritu, co? je ndsle-
dek tohoto onemocnéni dochdzi k ndristu viskozity krve, ke zvySeni agregability
erytrocytii a ke zpomaleni pritoku krve v periferni mikrocirkulaci. To miiZe
u nekterych orgdnii bezprostiedné zdvislych na p¥ivodu kysliku (nap¥. ledviny,
mozek) vyvolat hypoxii.

RozliSujeme polycytemie:
@ relativni — relativni polycytemie je stav, kdy pfi normdln{ erytrocytdlni mase se
zvysi pomér zastoupeni etrytrocytll vici plazmé.

» K relativni polycytemii miiZe dojit po transfuzi erytrocyti, p¥i plazmaferézdch
s EdsteCnym doplnénim plazmy ndhradnimi roztoky, p¥i redistribuci tekutin do ji-
nych orgndnii a u hypertermického stavu.

@ absolutni — absolutni polycytemie je stav, u néhoZ dochdzi k dlouhodobému né-
rustu erytrocytirni masy u muzit nad 36 a u Zen nad 32 millkg hmotnosti.

Absolutni polycytemie délime na:

Q primédrni — 1/3 nemocnych s absolutn{ polycytemif
O sekundarni - 2/3 nemocnych s absolutni polycytemii
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Primarni polycytemie

Q pravd polycytemie — polythaemia vera (viz kapitola myeloproliferativni cho-
roby)

Q primdrni familidrni a vrozené polycytemie (jsou velmi vzicné)

HODNOTY NEKTERYCH PARAMETRU
U RELATIVNI A ABSOLUTNI POLYCYTEMIE
normélni relativni absolutni
stay polycytemie polycytemie

Ery masa: normalni normalni zvySena
Celkovy objem krve: 5-5,51 3-41] 5,5-6,51
Het: normélni zvySen* zZvysen

*Hct je v tomto pFipadé zvySen vlivem sniZeného mnoZstvi plazmy

Sekundarni polycytemie (polyglobulie)

Sekunddrni polycytemie jsou druhotnd onemocnéni s erytropoézou vyvolanou
zvySenou produkci erytrocytii na podkladé nékteré zakladni poruchy (Means,
1999). Sekundarni polycytemie piedstavuji hematologickou reakci na chronické
drdazdéni krvetvorby v diisledku:

Q poruchy okysliovani thini — hypoxie (dochdzi k poklesu pQ,). U nemoci, kte-
ré zpilsobuji hypoxemii tkdni dochdzi k poklesu parcidlniho tlaku kysliku

a zpétnou vazbou k aktivaci systémi, které ovliviiuji syntézu erytropoetinu

v ledvindch (hypoxie v ledvindch)

Q tvorby nadbyteéného erytropoetinu — nekteré nemoci potencuji pfimo systémy,
které syntetizuji hemoglobin

Sekunddmni polyglobulii vyvoldj{ stavy nebo nemoci, které ve svém disledku
zplsobuji hypoxemii nebo vyvoldvaji nadbytecnou tvorbu erytropoetinu. Patfi sem:

m Polyglobulie v disledku hypoxie
Mohou vznikat pfi:
e® pobytech ve vysokohorskych polohédch (nad 3 000 m)
e arteriovendzni zkraty v plicnim fecisti nebo srdci
e zinétu pridusek a ledvin
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m Polyglobulie z nadbyteéné tvorby erytropoetinu v diisledku extrarenalni
priciny
® poruchy ledvin (karcinom ledvin)
e myomy délohy a karcinomy jater

Laboratorni nalez

® Krevni obraz: zvySeny pocet Cervenych krvinek

e Ostatni laboratorni ndlezy: zvy$end hladina erytropoetinu, zvySeni erytrocytér-
ni masy, zvy$eni viskozity.
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2.2. Anémie (chudokrevnost)

wrms

Anémie jsou nejastéj$imi projevy poruchy cervenych krvinek (Krantz, 1994).

Z FUNKCNIHO HLEDISKA JSOU ANEMIE STAVY, KTERE VEDOU KE SNIZENI VAZEBNE
SCHOPNOSTI KRVE PRO KYSLIK A NASLEDNE K PORUSENI TKANOVEHO DYCHANI.

Anémie mohou vzniknout z priciny:
Q priméarn{
Q sekundérni (provézejici jiné chorobné stavy)

Anémie je vétsinou doprovodnym syndromem jinych onemocnéni (maligni ne-
moci, choroby zaZivactho traktu, krvéceni aj.). Je jednim z nejroz§itenéjSich stavi —
dnes podle zprav WHO vzhledem k nedostatedné vyZzivé nékterou z forem anémie
trpi asi 30 % populace. Primdmi formy anémif se vyskytuji mén€ Casto.

» Na diagnézu anémie na zdkladé laboratorniho vySetFeni myslime jiZ tehdy, zjis-
time-li pokles hodnot erveného krevniho obrazu o minimdliné 10 % pod spodni
hranici fyziologického rozmezi normdlnich hodnot. U vétSiny nemocnych
s anémii je laboratorni ndlez prvni ,,zndmkou’ anémie, protoZe je (zejména se
tu projevuje u chron. anémif) po adaptaci organizmu pacientem dob¥e sndSena
a nemanifestuje se.

Hlavnim kritériem pro posouzeni, zda jde o anémii je sniZeni koncentrace he-
moglobinu v krvi. Pokles Hb je proviazen vyraznou poruchou okysli€ovani. Za
anémii lze pokladat kazdy stav, u kterého hodnoty hemoglobinu neodpovidaji hod-
notdm normélniho jedince s ohledem na v&k, pohlavi, nadmorskou v§sku, stav (t&-
hotenstvi u Zen) a rasu.

Anémie podle miry poklesu krevniho obrazu (zejména Hb) hodnotime jako:
lehké 100-130 g Hb/1
stfedné tézké  70-100 g Hb/l
tézke <70 g Hb/l

SniZeni hemoglobinu je fasto provdzeno i poklesem poctu erytrocyti a sniZenim
Hct.

U zdravého jedince je mnoZstvi Cervenych krvinek udriovino na stdle stejné vrov-
ni. Celkové mnoZstvi Cervenych krvinek v cirkulaci neni v dospélosti ovlivnéno ve-
kem, ale pohlavim (u muZii je ddno produkci testosteronu). JelikoZ pFeZivdni ery-
trocyti je omezeno (110-120 dni), udrfovdni jejich stélého mnoZstvi vyZaduje, aby
denni ibytek z cirkulace byl trvale doplfiovdn novou produkci krvinek.

» Tvorba Cervenych krvinek mimo jiné zdvisi i na dostateCném p¥isunu nezbyinych
ldtek obsaZenych zejména v potravé (jednd se o Zelezo, kyselinu listovou, vita-

Y vy EEHN
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min B, a jiné) a na dostatecném mnoZstvi erytro-
poetinu.

> Hb a Hkt mohou byt zménény i pFi odchylkdch [
v mnoZstvi cirkulujici plazmy. Toto mnoZstvi miize
byt zvySeno nap¥. v téhotenstvi nebo u hypersplenis-
mu — hovoFime o tzv. relativni anémii. SniZené EELE
mnoZstvi cirkulujici plazmy je naopak nachdzeno
pFi dehydrataci nemocného (nadmérné poceni, prii-
jmy) nebo u nedostateénosti nadledvinek. Zde na-
opak zjistujeme normdini hodnoty Hb a Hkt, i kdy?
nemocny md anémii.

“buffy __ L

- - - [ |
ANEMIE SE VYVINE, POKUD ERYTROPOEZA NESTACH zdravy  anemicky
KRYT POZADAVKY NA TVORBU NOVYCH CERVENYCH jedinec  pacient
KRVINEK. Hematokrit u zdravého jedince

a u nemocného s anémii

v

Rozezndvame #i pFiiny anémie, které se mohou vyskytovat samostatné nebo
v riznych kombinacich:
QO krevni ztrdty
U zvySeny zdnik cervenych krvinek
Q nedostatecnd tvorba éervenych krvinek

Klinické pfiznaky anémie souvisi s poruchou prokrven{ tkéni a jejich nedosta-
teCnym zdsobovdnim kyslikem. Intenzita téchto pfiznakd odvisi nejen od stupné
anémie — tj. hodnoty Hb, ale i od rychlosti vzniku anémie. Vznik4-1i anémie poma-
lu, mohou se v organizmu uplatnit tzv. kompenza&ni mechanismy, které umoZzni
adaptovat se na niz3i hodnoty Hb. Anémie tedy pfedstavuje nerovnovazny stav pro-
ti kterému se organizmus brani kompenzacnimi mechanismy.

KOMPENZACNI MECHANISMY

Kompenzace se dosahuje:
Q lepSim vyuZivanim kysliku (vyrazngjii vyvazovani kysliku a uvoliiovéni vétsiho
mnoZstvi navdzaného kysliku pomoci 2,3-BPG).

» 2,3-BPG pFitomny v Cervenych krvinkdch se vdZe na stfedni &dst tetrameru he-
moglobinu A. Tim dochdzi k vytvoFent takové konfigurace molekuly hemoglobi-
nu, kterd md sniZenou afinitu ke kysliku — kyslik se snadnéji uvolfiuje. Dochdzi
k tomu po posunu disociacni k¥ivky O, doprava viivem sniZeni hodnoty pH ve
tkdnich po akumulaci kyseliny mlééné — tzv. Bohriiv efekt.

Q redistribuci krve se zvySenym zdsobovéanim organi, které vyZaduji nutné kyslik
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(mozek, srdce). Vlivem vazokonstrikce dochézi ke sniZen{ pritoku krve do né-
kterych orgdnli (kidZe, ledviny). Uvolnény objem krve se vyuZzije k zdsobovani
organt vyZadujicich kyslik.

Q zvySenim erytropoézy (zvySenim produkce erytropoetinu). Jde o nejpomalejsi
kompenzaéni mechanismus. Tkdfiova hypoxie zvy§i produkci EPO b&€hem 4-7
hodin, ale kompenzaéni vzestup krvinek se objevi aZz o 5 dnf pozdé&ji, protoze
pfi tomto procesu je vyZadovéna aktivace a zvySend produkce erytropoézy,

Zvyseni srdeéniho vydeje je jednim z kompenzalnich mechanismid anémie
podminéné z &4sti snizenim viskozity krve. Po ur€ité dobé& se sniZi srde¢n{ vydej na

nroméln{ hodnoty ndsledkem zvySeni periferni rezistence cév.

Laboratorni vySetieni u anémii

® Krevni obraz: Hb, RBC, Het, MCV, MCH, MCHC, (WBC(C).

® Krevni ndtér: anomélie Cervené krvinky, retikulocyty, (rozpocet leukocyti).

e Kostni dferi: hodnoceni aspirdtu v obarveném nétéru s posouzenim morfologie
erytroblastil a zhodnoceni z4sob Zeleza, po¢tu a charakteru sideroblastd.

® Ostani: vitamin B ,, kyselina listovd, celkové Zelezo, vazebnd kapacita pro
Zelezo.

» K posouzeni celkového stavu je diileZité je zndt i nékteré dalsi ukazatele (napv.
pocet leukocyti, pocet trombocytii a jiné). V nékterych pFipadech se neobejdeme
bez trepanobiopsie, kterd ndm umozni posoudit bunécnost kostni dfené, pFipad-
né infiltraci d¥ené malignimi bufikami a eventudini fibrosu. Pocet erytrocytii
(RBC) neni pro posouzeni anémie smérodatny, protoZe miZe byt i pFi niZSich
hodnotdch hemoglobinu sniZeny, normdini nebo zvyseny, jak je tomu napi.
u talasemia minor nebo u mirnych forem sideropenické anémie.

NEKTERE DALSI POMOCNE PARAMETRY
K DIAGNOSTIKOVANI ANEMII

Korigovany podet retikulocyti
Ukazuje na vyplavovdni mladych forem erytrocytd z kostni dfeng vztaZené na
standardni mnozstvi hemoglobinu.

Hb,, (g/1)

korigovany pocet retikulocytii = Ret (%)
Hb, ()

Hb, — hodnota hemoglobinu pacienta

Ret (%) — relativni zastoupent retikulocyni

Hb,, — normalizovand hodnota hemoglobinu — muZi: 160 g/l
—Zeny: 150 g/l
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» Priklad: MuZ, Retikulocyty = 0.008, Hb = 80 g/l
80
Korig. pocet Rtc = 0.008 . —— = 0.004
160

Retikulocytovy index (RI)

Retikulocytovy index napomiZe k odlifeni anémif se sniZenou produkci dfené ne-
bo s maturacni poruchou (refrakterni anémie) s RI < 2 od anémif se zvy$enou prolife-
raci kostni dfené€ (hemolytické anémie, Gpravnd faze po akutnf krevni ztrdt€) s R1 > 3.

Hb
RI = Ret (%) x —p(gll)__ : korekéni faktor

Hb, (/1)

Déleni korekénim faktorem je nezbytné proto, Ze u t€Z8ich anémif jsou do ob-
vodové krve vyplavoviany mladsi retikulocyty, u kterych prechod v normalnf ery-
trocyty trva déle nez 1 den.

Heodnoty korekéniho faktoru pro riizné hladiny hemoglobinu:

Hemoglobin (g/1)  Korekcni faktor  Hemoglobin (g/)  Korekéni faktor
> 110 10 70-99 20
100-110 1,5 <70 25

KLASIFIKACE ANEMII
Klasifikace podle morfologickych a etiopatogenetickych kritérif:

Morfologicka klasifikace

Z hlediska laboratorniho pfistupu k diferencidini diagnostice 1ze anémie délit:
A podle hodnoty MCV na: normocytové 82-98 fl

mikrocytové < 80 f1

makrocytové > 100 f1

» Klasifikaci podle MCV pouZil jiZ v roce 1934 Wintrobe.

Q podie hodnoty MCH na: normochromni 28-32 pg
hypochromni <28 pg

O podie hodnoty RI na: se zachovanou normélni produkci kostni dfené (RI > 3)
se snizenou produkei kostni dfené (R1 < 2)

» Klasifikace podle RI (retikuldrni index) umozni délit anémie na stavy se zacho-
vanou kompenzadni schopnosti kostni diené a na stavy bez této schopnosti.
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1 kdyZ morfologické déleni je velmi praktické, je dilleZité pokusit se zjistit pFi-
Cinu anémie jesté pied zahdjenim 16&by nemocného. K tomu slouZ{ etiopatologicka
klasifikace anémif.

Etionatogeneticka klasifikace

voawe

Etiopatogeneticka klasifikace je déleni anémii podle pficiny a vzniku.

B Anémie z nedostatecné tvorby erytrocytii
N Anémie z akutni a chronické ztraty krve
B Anémie ze zvySené destrukce erytrocyti

B Apémie z kombinovanych p¥icin

2.2.1, Anémie z nedostatecné tvorby erytrocyti
(z nedostate¢né erytropoézy)
RozliSujeme:
a) poruchy proliferace a diferenciace kmenové buiiky
b) poruchy tvorby hemoglobinu

® poruchy syntézy hemu

B poruchy syntézy globinu
¢) poruchy syntézy DNA

A) PORUCHY PROLIFERACE A DIFERENCIACE KMENOVE BUNKY
Tento typ anémii je charakterizovdn sniZenou erytropoézou nebo dysplazii

v ¢ervené fadé:

B sniZend tvorba Cervenych krvinek: erytroidni anémie

B neefektivni tvorba erytrocytl: dyserytropoetickd anémie

CISTE ERYTROIDNI ANEMIE
Cistd aplazie Cervené fady (Pure Red Cell Aplasia — PRCA)

Pricina: kvantitativni porucha krvetvorby, postihujici vyluén€ Cervenou fadu
(Eckard a Casadavell, 2003).

Laboratorni nalez

® KO: normocytové, prakticky chybi retikulocyty, normdlni pocet trombocyti
a leukocyth

® Krevnf ndtér: 182k normocytova normochromn{ anémie

e Kostni dieri: nachdzi se vyrazné sniZeni aZ chybéni erytropoézy, normélni mye-
lopoéza, lymfopoéza a megakaryocytopoéza

@ Ostami: hladiny EPO jsou zvy3eny
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PRCA miize byt:

W vrozend

B ziskand — doprovdz{ jiné nemoci, ale miZe se vyskytnout i po transplantaci kmeno-
vych bunék, v t€hotenstvi a po poddn{ 1€kl a po virovém infektu (parvovirus B19).

DYSERYTROPOETICKE ANEMIE

Jednd se o velmi vzdcné formy vroze-
nych anémii s ndpadnymi morfologicky-
mi zmeénami vyvojovych stadii krvetvor-
né Cervené fady v kostn{ dfeni i periferni
krvi (mnohojaderné normoblasty, bazo-
filn{ te¢kovani a vakuolizace cytoplazmy,
cytoplazmatické miistky mezi erytroblas-
ty, Howellova-Jollyho téliska, mezibu- [
nééné jaderné chromatinové mistky, |
pfedCasnd ztrdta jadra).

Dyerytropoetické zmény

» Do pojmu ,dyserytropoéza‘ patii jak neefektivni krvetvorba, tak zmény
v kinetice, morfologii a metabolizmu.

P#i¢ina: porucha krvetvorby Cervené krvinky, pfi které dochézi jak ke sniZeni
produkce, tak i k abnormdlnim zméndm &ervené krvinky — dyserytropoeze. Koned-
nym disledkem dyserytropoézy je zvySena fagocytdrni aktivita makrofagli kostni
dfené k abnormélnim erytroblastim (Wickramasinghe, 1984).

RozliSujeme:
m vrozené (kongenitalni)

B ziskané — jde o heterogenni skupinu onemocnéni s anémif a dysplasii kostni dfe-
né, kterd se podle soucasné nomenklatury fadi mezi MDS.

Kongenitalni dyserytropoetickd anémie (KDA)

RozliSujeme nejméné tii typy kongenitalnich dyserytropoetickych anémif:

KDA - typ I
KDA — typ I je velmi vzdcnd forma onemocnéni. Jednd se pravdépodobné o au-
tozom4alné recesivni onemocnénf s postizenim genu na 15 q v segmentu 15,1 - 153.

Laboratorni nilez

® Krevni obraz: makrocytdrn{ anémie, sniZeny po&et retikulocytl

® Krevni ndtér: anizocytoza, poikilocytoza, Cabotovy-Schleipovy prstence, bazo-
filn{ teCkovéani
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® Kostni dieri: ptitomny dvojjademné i vicejaderné erytroblasty, nékteré z erytro-
blastd s megaloblastoidnimi rysy, chromatinové miistky
® Ostatni: zvy$ené hodnoty bilirubinu, LDH a HbA,

KDA - typ II (HEMPAS)
(Hereditary Erythroblastic Multinucleary
with a Positive Acidified Serum test)

» Krvinky u tohoto onemocnéni se hemolyzuji séry zdravych jedinci, na roz-

dil od PNH, kdy krvinky hemolyzuji vcinkem okyseleného séra nemocného
s PNH.

U KDA - typ II je recesivn{ typ d&di¢nosti, postihuje ob& pohlavi. Anémie je vét-
$inou piitomna od itlého véku, ale u mimych forem miiZe byti onemocnéni rozpo-
znédno az v dospélosti, pfipadné az v pokrotilém véku (Tamura a spol., 1992). Je
nejCastéj$i dyserytropoetickou anémii (Heimpel a Wendt, 1968).

P#iina: Na vzniku anémie se podili neefektivni erytropoéza s pfed¢asnym
zanikem prekurzord Cervené fady v kostni dfeni a rizné vyraznou hemolyzou
dervenych krvinek v obvodové krvi. Oba mechanismy pak vedou k siderdze orgé-
nl, zvySené hladiné bilirubinu. a tvorbé ZluCovych kamenl (Greiner a spol.,
1992).

Zajimavi je ptitomnost zvy$eného poétu erytroblastd s roz$ffenymi cisternami
endoplazmatického retikula pod erytrocytdrni membrénou, které podminuji tzv.
Jfenomén dvojité ,,bunéiné membrany. Je pravdépodobné, Ze erytrocyty vyka-
zujici tuto anoma4lii, jsou slezinou ve zvySené mife vychytdvany (Tamura a spol.,
1992, Fukada a spol., 1984). U KDA - typu II byl ddle prokazin defek? erytrocy-
tarni membrdny spoéivajici v poruSe glykosylace proteinu této membréiny
(Fukada a spol., 1984).

Laboratorni nilez
e Krevni ndtér: normocyty, anizocytoza a poikilocytoza
® Kosmi dFeri: pfitomny dvojjaderné i vicejaderné erytroblasty

KDA - typ I1I
Tato forma se vyskytuje velmi vzdcn€. DédiCnost je autozomdlné dominantni,
postiZen je gen CDAN3 na 15g21- g25.

Laboratorni nilez

® Krevni obraz: normocytarni nebo mirn€ makrocytarni anémie

® Krevni ndtér: anizocytoza, poikilocytoza

® Kostni dFeri: pfitomny velké mnohojaderné erytroblasty, karyorexe, vicepolarni
mitézy v Cervené Yadé
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B.PORUCHY TVORBY HEMOGLOBINU

Poruchy tvorby hemoglobinu mohou byt vyvolany fadou pfi¢in. Nejéast&jsi pii-
¢inou byvd nedostatek Zeleza. U anémii z porusené tvorby hemoglobinu je produ-
kovdno mélo hemoglobinu a to vede k nizké produkci &ervenych krvinek. Porucha
syntézy hemoglobinu je zptisobena t&mito pfi¢inami:

Q poruchou syntézy hemu
QO poruchou syntézy globinu

PORUCHA SYNTEZY HEMU

Patif sem:

B sideropenické anémie — anémie z nedostatku Zeleza

W anémie chronickych nemoci — porucha mobilizace Zeleza

B sideroblastické (sideroachrastické) anémie — porucha inkorporace Zeleza do Hb
(porucha syntézy protoporfyrinu s tvorbou prstenditych sideroblasti)

SIDEROPENICKE ANEMIE
(fecky: sideros = zelezo, penia = chudoba)

O anémii z nedostatku Zeleza je zminka v egyptském Papyrus Ebers. Jde o lé-
Febnou prirucka z roku 1550 pFed Kristem (Chrobdk, 2003).

Pri¢ina: Anémie z nedostatku Zeleza vznikd nasledkem dysbalance mezi pti-
jmem Zeleza a jeho ztratami.

» SIDEROPENIE — nedostatek Zeleza je patologicky stav, kdy v organizmu chybi
Zelezo a je vylerpdno i zdsobni Zelezo. Nedostatek Zeleza vede k nedostatedné
tvorbé hemoglobinu (snizi se schopnost syntézy hemu).

Sideropenie a sideropenické anémie vznikaji obvykle pfi nerovnovdze mezi pfi-
jmem a ztritou respektive spotfebou Zeleza. Sideropenickd anémie tedy mize byt
zpusobena nedostatkem Zeleza v potravé nebo jeho maloabsorpci.
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Organismus nemuZe regulovat velikost vydeje, ale omezené miize regulovat je-
ho piijem a proto se Zelezem velmi pec¢livé hospodaif a vyuZiva viechno Zelezo zis-
kané ze zaniklych éervenych krvinek.

Nedostatek Fe v organizmu miiZe byt vyvolan témito mechanismy:

O nedostateény prijem Zeleza — nevhodné sloZeni potravy s nadbytkem fytdtd,
malo masa, pfevaZné mlééna strava, vegetaridntsvi. Pfipadné jde o porusenou
resorpci Zeleza — stavy po resekci Zaludku a jiné

U nadmérné ztrity — nihlé a vydatné krvdceni, nebo dlouhodobé malé ztraty
(v n&kterych zemich zpisobené parazity)

Q prijem Zeleza z potravy nestadi kryt zvySené naroky na jeho potirebu — do-
spivani, t€hotenstvi, zejména opakovand t&€hotenstvi bez substituce Zeleza, né-
které infekeni choroby

» Ke sniZeni zdsob miiZe dojit, bud z jedné z vyjmenovanych p¥iin a nebo se na
Jjejich sniZeni podili vice pFicin najednou.

Nedostatek Fe se projevi sniZenim syntézy hemu. Dochézi{ k poklesu tvorby Hb,

myoglobinu a enzymatickych systémt obsahujicich Fe. K nedostatku dochéaz{ vétsi-
nou pozvolna (Penka, 2003a).

= [ > T

DUSLEDKY SIDEROPENIE

R N \Y% BLA
NA ZASOBNI ZELEZO V MAKROFAZICH

z4sobni Zelezo zasobnti Zelezo
normalni stav sideropenick4 anémie
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SIDEROPENIE NEMUSI VZDY NUTNE VEST K ANEMI. K ROZVINUTI SIDEROPENIE
V SIDEROPENICKOU ANEMII MUZE DOJIT Z RADY PRICIN.

Sideropenické anémie z poruchy p¥i vstrebdavani

a nedostatecném privodu Zeleza

O nesprdvnd Zivotosprdva — maly piisun masa, nevhodnd kombinace stravy — sou-
¢asné poddvani mléEné a masité stravy tlumf{ vstfebavéni Fe.

Sideropenické anémie p¥i opakovanych ztratach krve

@ Zeny v reprodukiénim véku (ztrita > 80 ml krve/periodu). Dospéld Zena ztraci
v rdmci fyziologickych ztrdt prim€mé 14,3 umol Fe (800 pg/den) a dalSich
9 umol (500 pg/den) z divodu menoragie — krvéceni pfi menstruaci (Hallberg
a spol., 1966). Normélni ztraty Zeleza se pohybuji kolem 1 mg/den (Pecka, 2002).

® Zeny v téhotenstvi (potieba vyS3i: potfeby plodu a placenty, krvdceni pfi poro-
du). Sideropenif v dobé téhotenstvi trpf az 90 % Zen. K ndhradé ztrit béhem té&-
hotenstvi a porodu je potfeba dodat organizmu asi | g Zeleza (ptiblizné 6 mg
Fe/den).

Potieba: 500 mg Zeleza béhem t€hotenstvi

100-200 mg Zeleza pfi porodu

200 mg Zeleza pfi laktaci
tenstvi se dostdv4 na poCdtecni hodnoty. Ztraty jsou vyraznéjsi zejména u Zen,
které maji na zac¢dtku t€hotenstvi minimaln{ zdsoby Zeleza v organizmu.

@ krvdceni do GIT — muZi a Zeny po menopauze: jicnové varixy, viedova choro-
ba Zaludku a duodena, malignity t€chto orgdni, ulcerézni kolitida, ankylosto-
méza (Cervi Ancylostoma duodenale nebo Necator americanus). Odhaduje se, ze
témito Cervi je infikovano asi 20 % svétové populace.

& jiné lokalizace — krvaceni do mocovych cest, krviceni v oblasti plic, epistaxe
(Penka, 2003b).

» 1 ml erytrocytdrni masy odpovidd asi 1 mg Fe.
» 1 ml krve pFi hematokritu 0,40 odpovidd asi 0,40 mg Fe.

Rozeznavame celkem 3 stadia vyvoje sideropenické anémie:

m prelatentni deficit Fe — dochdzi
k postupnému sniZovéni zdsob Fe v si-
derofdzich (klesd feritin a hemoside-
rin), ale neni ovlivnén piisun Zeleza do
erytroblastu (sideroblasty v norme).

normalni stav preletantni stav

SniZeni zisobniho Zeleza
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» U muzi dochdzi ke sniZeni zdsob Zeleza pod 100 mg, u Zen aZ pod 50 mg. ZvySuje
se resorpce Zeleza ze stiev.

m latentni deficit Fe — zdsoby jsou do zna¢né miry vyCerpény a je snfzeno mnoz-
stvi plazmatického Fe nezbytné pro erytropoézu.

» Saturace transferinu klesd pod 16 %, sideroblasty klesaji pod 10 % a Hb je jes-
té€ normdlni.

LA [ DEFICIT Fe

Transierin Transtern

normalni stav latentni stav

B anémie — zdsoby Zeleza jsou zcela vylerpany, je sniZzena hladina hemoglobinu
a dochdzi k rozvoji klinickych projevia anémie

3 STADIA VYVOIJE SIDEROPENICKE ANEMIE

Kostni deit - z4soby Fe

Plazmatické Zelezo

Zelezo v erytrocytu

Snizené zasoby Fe Deficit
plazmatického Fe
Normaélni stav Prelatentni deficit Latentn{ deficit Anémie
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Laboratorni nilez

a) Latentni stadium

e Krevni ndtér: normocytoza

® Kosmi dreri: sniZeni obsahu az nepfi-
tomnost hemového Fe v siderofazich
kostni dfené. SniZeni sideroblasti
pod 20 % (0-10 %).

® Ostarni: sniZzeni hladiny feritinu
v séru, sérova hladina receptoru trans-
fe-rinu (sTfR), sniZzend hodnota
zinkprotoporfyrinu (ZPP).

b) Rozvinuté stadium Siderofagy u sideropenické anémie — kostni diei

® Krevni ndtér: mikrocytoza (aZ u 70 % nemocnych), hypochromie aZ agranulo-
cytoza, anizocytoza a poikilocytoza.

e Krevni obraz: snizeni RBC, MCV, MCH a MCHC, zvy$eni RDW, Plt kolem
400 . 10° /1.

e Kostni dreri: normdlni aZz mirn€ zvySend Cervend krvetvorba s posunem
k nezralym formdm. U rozvinuté sideropenie vidime v normoblastech plazmo-
jadernou asynchronnii (nepomér mezi vyzrdvinim jidra a cytoplazmy se zpoz-
dovénim vyvoje cytoplazmy) a sniZeny podet sideroblasti.

® Ostatni: SniZeni plazmatického Fe v séru, zvyseni celkové vazebné kapacity pro
Zelezo a sniZeni saturace Fe.

Sideropenickéd anémie je nejdfive normocytdrni a normochromni, pak mikrocy-
tarni a normochromn{ a v poslednim stadiu mikrocyt4rn{ a hypochromni.

Ve

» Nejpritkaznéjsim testem pro potvrzent, Ze jde o sideropenickou anémii je hladi-
na feritinu, kterd u zdravého jedince byvd primo dmérnd zdsobdm Zeleza
v organizmu (siderofdgy). Hladina pod 20 ug/l svédéi pro deficit Zeleza, dasto
viak klesd pod hodnoty 10 ug/l (1 ug/l feritinu odpovidd asi 8 mg zdsobniho Ze-
leza). Hladina sTfR je u sideropenickych anémii zvysSena a rovné? je zvySena
i hodnota zinkprotoporfyrinu (ZPP), protoZe p¥i nedostatku Zeleza je Zelezo pFi
syntéze hemu substituovdno zinkem, ktery se pusobenim ferochelatdzy vdie na
protoporfyrin za vzniku ZPP ( Cermdk a Brabec, 1998).

ANEMIE CHRONICKYCH CHOROB (ACHN)
(Anemia Chronic Diseases — ACD)
Anémii chronickych chorob Ize definovat jako hypoproliferativni typ anémie

zplisobeny zvySenou produkci cytokini p¥i jiném, vétSinou zdanétlivém ¢i nddoro-
vém onemocnéni,
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Mrve

P¥idina: Patogeneze téchto onemocnéni ma rizné piiciny, ale podstatnou tlohu
hraje:
O Omezeni proliferace erytroidnich kmenovych bunék
W SniZend erytropoéza — z divodu sniZené produkce erytropoetinu nebo
proto, Ze nedochdzi k jeho navyseni.
B SniZend odpovéd kostni dFené na stimulaci erytropoetinem
B PFeZivani erytrocytit miiZe byt lehce zkrdceno
O Omezend mobilizace a vyuZiti Zeleza z jeho vnitinich zdrojii — dochdzi ke
zvySené akumulaci Zeleza v aktivovanem monocyto-makrofdgovém systému
a omezen{ dostupnosti funkéniho Zeleza pro potfeby erytropoézy.
B SniZené uvoltiovdni Zeleza z makrofigi kostni diené — 24sobntho Zele-
za je dostatek, ale nemiiZe byt vyuZito pro genezi hemoglobinu.

» Nékteré cytokiny produkované ve zvySené mife prdvé u téchto onemocnéni mo-
hou negativné ovlivnit proliferaci a maturaci erytroidnich progenitoru (Brener,
1988, Tracey a spol., 1988, Durum a spol., 1985, Dinarello, 1989, Hooks a spol.,
1979). Zkrdceno je i preZivdni ervenych krvinek, nedostatecné kompenzovdno
hypoproliferativni erytropoézou. Cytokiny (Tumor nekrotizujici faktor — TNF a,
Interleukin 1-1L 1, Interferony B a y— IFNB a IFNy, lipopolysacharidy — LPS aj)
negativné ovliviiyji proliferaci a maturaci erytroidnich progenitori (zejména
Miller a spol., 1990, Faquin a spol., 1992), omezenim mobilizace Zeleza z bunék
RES a zhorSenim jeho inkorporace do erytroblasti (Konin a Hershko, 1977,
Ludwiczek a spol., 2003, Douglas a Adamson, 1975).

SCHEMA VZNIKU ANEMIE CHRONICKYCH NEMOQCT

zanétlivé ¢i nddorové
onemocnéni

T tvorba
cytokini

| piisun Fe
do erytroblastii

| syntéza Hb

| erytropoéza
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Charakteristickym rysem téchto anémif je, Ze zdvaZnost zmén krevniho obrazu
obvykle souhlasi se zdvaZnosti zdkladniho onemocnéni. Organizmus netrpf skutec-
nou sideropenii, obrat Zeleza v plazme je zvyS$en a jeho tkafiové zasoby jsou ve vét-
$iné piipadii dostatetné, samotna erytropoeza je viak nedostateénd saturovédna.
U nemocnych s ACHN bylo potvrzeno i zkrdcené preZivan{ erytrocytd.

Laboratorni nalez

® KO: vétSinou normocytoza, mikrocytoza asi u 30 % piipadi, MCV neb§vé sni-
Zen pod 72 f1, Hb neklesd vétsinou pod 90 g/1, MCH sniZen, Het sniZen, Rtc nor-
maln{ nebo lehce sniZené.

® Kosinit dreri: zasobni Zelezo normaln{ aZ zvySené, podet sideroblastl sniZen, po-
et siderofdgli normdlni az zvySeny (Cartwright, 1966).

® Ostatni: sniZzend hladina sérového Zeleza, hodnota feritinu normadlni nebo lehce
zvy3ena. Hodnoty solubilniho transferinového receptoru (sTfR) a indexu
sTfR/feritin jsou niZ8i u ACHN ve srovnédni se sideropenickou anémii (Genc
a spol., 2004).

SIDEROBLASTICKFZ (SIDEROACHRASTICKE)
ANEMIE

Sideroblastické anémie jsou heterogenni skupinou onemocnéni, kterd vznikaji
v diisledku nedostatecného vyuZiti Zeleza, ndsledkem poruchy nékteré z cest syn-
tézy molekuly hemoglobinu. PrebyteCné (nevyuzité) Zelezo se hromadi v podobé
granuli v mitochondriich erytroblastii, kde vytvaii prstence kolem jadra.

RozliSujeme formu:
& vrozenou
& ziskanou

R A RPORACE Fe
ERYTROBIASTU U SIDEROBLASTICKE ANEMIE

normalni stav sideroblastick4 anémie

Fe lNm=m >

prstencité
| sideroblasty
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VROZENE SIDEROBLASTICKE ANEMIE
Pokud se nezjisti pficina vzniku sideroblastické anémie, jde o tzv. primarni si-
deroblastickou anémii charakterizovanou akumulaci Zeleza v mitochondriich

v prekurzorech nezralych bunéénych forem Cervené rady

» Mitochondrie s obsahem amorfuiho Zeleza jsou deponovdny kolem jddra a po
obarveni na Zelezo Perlsonovou reakci vytvd¥i tzv. prstencité sideroblasty.

Pri¢ina: u vrozené sideroblastické anémie pFedpokldddme enzymatickou poru-
chu, nebo blokddu v syntéze hemu a porfyrinu. Pfesny mechanismus vyvolavajici
blokadu neni zatim zndm.

» Piedpoklddd se snifend aktivita 5-aminolevulové-ALA-syntdzy v jadernych
burtkdch Cervené Fady. Jindy se 7jisf uje snizend koncentrace protoporfyrinii nebo
koproporfyrinu v erytrocytech. Porucha je nejcastéji vdazdna na chromozom X.

ENZYMATICKE P HY V SYNTEZE HE LOBINU A PORFYRI

Mitochondrie |

Fermhelama ............. by W m

Protoporfyrin

Delta-amino-
-levulovi Kkys.

Koproporfyrinogenoxiddzai @i

Protoporfyrinogen /

Erytronlast

[ Fens>

sideroblasty

ZISKANE SIDEROBLASTICKE ANEMIE

wivs

Jde o nejtastéjsi druh sideroblastické anémie. RozliSujeme dvé skupiny té€chto anémii:
QA stavy, u kterych lze vysledovat pfi€inu poruchy syntézy hemu — reversibilni si-
deroblastické anémie
A stavy, kdy vyvoldvajici pfi¢ina nenf zndma — tuto skupinu fadime k MDS ke sku-

piné refrakternich anémii s prstencitymi sideroblasty.
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Reversibilni sideroblastické anémie jsou vyvoldny ifinkem riznych chemic-
kych ldtek (napf. nékterych farmak a alkohold). Pfitomnost téchto ldtek miiZe vést
k poruSe syntézy hemu.
€ Otrava olovem — PFi¢ina: olovo ovliviiuje v§echny enzymy nezbytné pro syn-

tézu hemu. Dochdzi pravdépodobné k zablokovani SH skupin v aktivnim misté

enzymu. Syntéza hemu probih4 jen omezené a v erytrocytech se hromad{ nehe-
mové Zelezo.

@ Polékové anémie — upravi se vétiinou po vysazeni 1éku.

4 Alkoholismus — etanol inhibuje u citlivych jedinch syntézu Hb.

Erytroolast

Chemickeé latky

» Sideroblastické anémie mohou provdzet i nékteré infekce a systémové onemoc-
néni pojiva. Tyto anémie byvaji vétSinou souldsti sekunddrnich MDS a nemivaji
mikrocytdrni charakter (sekunddrni RAS).

PORUCHA SYNTEZY GLOBINU

Pomér HbA a HbF a jejich struktura a sloZeni jsou v lidskych erytrocytech po-
mémé stdlé. S odchylkami od tohoto stavu se setkdvame pifi dédiénych poruchdch
biosyntézy globinu. Dédi¢né poruchy syntézy globinu mohou byt dvojiho typu:

0O naruSena, nebo nedostate¢na tvorba globinovych Fetézed. Vlivem genové
mutace se jeden nebo vice globinovych fetézci nevytvofi v dostate¢ném mnoZz-
stvi, nebo se nevytvoii viibec. Dochizi k nerovnovéze v tvorbé fetézcili — tala-
semii.

normdilni stav talasemie

oy > 6 e > 9

Q tvorba globinovych Fetézcll s odliSnou strukturou. V strukturnim genu do-
chazi bodovou mutaci k zdméné aminokyselin v molekule hemoglobinu — he-
moglobinopatie (viz kapitola o hemoglobinu).
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TALASEMIE
(fecky: thalassa = mofe)

Talasemie predstavuji poCetnou skupinu dédiénych
chorob, charakterisovanych sniZenou nebo chybéjici
syntézou nékterého z globinovych retézcit HbA (o, ).
Porusend syntéza globinovych fetézcl vede k nedoko-
nalé tvorbé hemoglobinu v cervenych krvinkach.
Ostatn{ globinové fetézce, jejichZ syntéza neni naruse-
na se tvofi v relativnim nadbytku. Ty pak precipituji |
a poskozujf erytrocytarni membranu, coZ nésledné ma-
Ze vést k hemolyze. SniZend syntéza globinovych fetéz-
¢ vede ke sniZeni syntézy hemu a soucasné k ndsled-
nému hromadéni nadbyteEného Zeleza v erytrocytech.

) v

PFicina: Genetick4 piicina vyfazen{ syntézy fet€zclt nenf dosud zcela vysvétle-
na. Jde hlavné o bodové mutace, mén€ Casto o deleci globinového genu, které ve-
dou k poruseni syntézy globinového fetdzce. U B-talasemie jde pravdépodobng
o redukci pfepisu kédu DNA na mRNA.

intron __..__ exon

el

intron splynuti ' exon
Normalni gen pro tvorbu B globinového Fetézce o~ 7 \/\
Dv¢ bodové mutace v genu pro tvorbu f

p-globinového Fetézce

NepostiZené fetézce jsou pak synteti-
zovény v normélnim mnoZstvi. Nevyvé- [
Zend tvorba fetézcl vede k precipitaci fe-
tézcl produkovanych v nadbytkn e 3

4 P K yen v y > . (:}
a vysledkem je neefektivni krvetvorba & AT ;

P e
a hemolyza erytrocyti. £ }
Precipitace a-globinového Fetézce $v_‘ oy R
u B-talasemie (Sipky) 2 = - d

Podle toho, které Fetézce jsou syntetizoviny sniZzenou mérou rozlidujeme:
u o-talasemie
® [-talasemie
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normaélni stav

I ez >

> beta

Precipitat

— | 5 | f=]

|

Precipitat

» Nemocn! s talasemii jsou chrdnéni proti maldrii (parazit roste ve zménénych
krvinkdch pomaleji, neZ v normdlnich). Vzdcné jsou delta a gama talasemie
zejména u deti, které pro nizké zastoupeni se prakticky klinicky neprojevi. Tézké
talasemie, postihujici Fetézce gama nebo globinového Fetézce emryondiniho
hemoglobinu mohou zpiisobit smrt fetu nebo embrya.
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Laboratorni nalez oHee
e KO: normalni nebo
zvySeny polet erytro- canponc e Norméini
cytli, hypochromie, ex- "\"""“:‘ orsk
trémni  mikrocytoza v
(55-66 f1), nizk4 hod- '
nota RDW, retikulocy- | e T | Btotesemie
toza, hladina Hb v&3i- s pbha 9%
nou vyssi nez 90 g/l. \ T
® Krevni ndtér: leptocy-
ty, jaderné buiiky Cer- Erytroblasty — perifernf krev - *

vené fady Elektroforéza Hb

® Kostni dFeri: zvySend erytropoéza, v erytroblastech
se nachizi Howellova-Jollyho téliska, rovnéz byvaji nalézdny fagocytované
erytroblasty.

e Lifo Hb: HbA2>35 %

B-TALASEMIE

Pii¢ina: Jsou vétsinou vyvoldny mutacemi ovlivilujicimi regulaci nebo expresi
B-globinového genu, uloZeného na kratkém raménku chromozomu 11, méné éasto
delecemi. Jde vétiinou o jednoduché zdamény nukleotidovych bdzi u DNA beta-glo-
binového genu. Takto pozménény gen nevytvaii f-fetézce v dostateéném mnozZstvi

nebo u homozygotni formy se fetézce nevytvafi vilbec (Bg-talasemie). B-globinovy
Fetézec koduji pouze 2 geny.

Podle klinického obrazu se rozliSuji 2 formy:
B talasemie minor — heterozygofui forma (postiZeni 1 alely genu pro f ¥. - BAnebo

BB) — vétsinou nejsou kiinické odezvy nebo md onemocnéni lehky pritbéh.

N talasemie major — homozygofni forma (postiZeni 2 alel genu pro B f. — A1 BB)
~ teZky klinicky pribéh.

U B-thalasemif se nachédz{ ve zvySené mife HbF a HbA, (jde vlastn€ o nahrazeni
HbA, ktery se netvoii v dostate€ném mnozZstvi). Volné na hemoglobin nevyvizané
o fetézce v podobé monomertl v erytrocytech precipituji a poskozujf erytrocytovou
membranu. Precipitujici a-fetézce vedou k hemolyze, coz m4 za nasledek spleno-
megdlii. Jsou-li erytrocyty schopny syntetizovat y retézce vznikd HbF s vysokou a-
finitou ke kysliku. Nésledn4 tkdfiova hypoxie pak naddle zvySuje naroky na krve-
tvorbu.

Zastoupeni hemoglobinu u jednotlivych typa talasemii

B u talasemie major je 40-100 % HbF
B u talasemie minor HbA, > 3 %

185



a-TALASEMIE

PFi¢ina: dochdzi k potlaceni tvorby
alfa Fetézcu. a globinovy fetézec je syn-
tetizovén 4 rigznymi geny (po 2 lokusech
nal6. chromozomu) a postiZeni kterého-
koliv z t&chto genli vede k o talasemii.
Porucha syntézy o fetézci vede
k relativnimu pFebytku B, y a 6-Fetézcii.
Tyto Tetézce jsou schopny vytvétet tetra-
merni hemoglobiny (ve fetdlnim obdobi:
Hb Barts-y4 po narozeni: HbH-f, dédle se vyskytuje i Hb-8,).

Dité s a-talasemii

Mohou nastat tyto pripady:

O chybéni 1 genu pro a-fetézec (-, o) (o, &) — tiché nosiéstvi (silent carrier)

U chybéni 2 genii pro o-fetézec (-, o) (-, o) nebo (-, -) (a, o) — a~talasemie mi-
nor (u asiatd byvd delece obou genli na 16. chromozomu, zatimco u éernochi je
kazda delece na jiném chromozomu).

[ chybéni 3 genti pro a-fetézec (—,-) (—, o) — choroba s HbH (pro nedostatet-
nou produkci a fet€zcil vznikd HbH, ktery je nestabilni, v erytrocytu precipi-
tuje a vyvolavi jeho krat¥{ prezivani. K rozvoji anémie dochdzi po 1. roce Zi-
vota. Objevuje se Zloutenka hemolytického charakteru, hepatosplenomegalie
a kostni zmény.

> PFi pouZiti vitdinich barviv se 7jist'uje v ndtéru ndlez atypickych inkluzi precipi-
tovaného HbH u 5-90 % hodnocenych erytrocytii.

U chybéni 4 genit pro a-fetézec (—,—) [
(—, ~) — choroba s Hb Barts - 4-y-fe- |
tézce davaji Hb Barts (netvofi se vi-
bec béZné hemoglobiny). Vznikajici
Hb Barts ma vysokou afinitu ke kys-
liku a ddsledkem toho je nedostateéné
zdsobovéni tkani kyslikem. Vét§inou Elektroforéza —
pak ve 24.-34. tydnu t&hotenstvi do- tFeti z leva a druhy zprava Hb Barts
chazi k dmrti plodu (hydrops fetalis).

Vznikd tehdy, chybi-li vSechny 4 geny pro tvorbu a-fet€zce HbA — homozygot-
ni a’-talasemie.

Laboratorni ndlez
® Krevni ndtér: mikrocytoza (ve 100 % pifpadi), leptocyty, bazofilni teCkovani,
hypochromie, zvy$eny ndlez retikulocyth a normoblastil.
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HODNOTY KREVNIHO OBRAZU u - a a-TALASEMI{

TYP TALASEMIE B TALASEMIE o |
POHLAVI MUZI ZENY MUZI A ZENY |
POCET 37 34 10 B
53-79 51-72 62-76 |
\'%
MV (625 = 4,8) (612 =438) (678 £49)
I 4,97-754 492-597 482-675
1012
RBC (107D (5,87 0,57) (5,46 = 0,29) (580 £059) |
95-161 96-146 103-136 |
Hb (g/1
/) (121 = 15) (110 = 10) (122=10) |
18-24 19-24 19-24
MCH (pg) (207 = 18) 204 =14) 212 = 18)

» Data publikovand Chrobdkem (Chrobdk, 2001).

C.PORUCHY SYNTEZY DNA
(Megaloblastové anémie)

Jde o skupinu anémickych syndromd rizné patogeneze, kterd je charakterizova-
na megaloblastovou pfestavbou v kostni dfeni. MiZe se jednat o poruchu:
B metabolizmu vitaminu B, a kyseliny listové
W syntézy DNA v diisledku piisobeni Iékii (antimetabolity, cytostatika
W kterd spo¢ivé pfimo v genetické vybavé buriky (MDS)

Pri¢ina: B, a kyselina listovd napomdhaji syntéze DNA v jadernych hemopoe-
tickych buitkdch. Nedostatek vitaminu B;, vede ke zpomaleni syntézy DNA
s nahromadénim nedélicich se bunék v premitotické fazi bunééného cyklu, cof md
za ndsledek sniZent produkce kostni diené. Cytoplazma bunék i pfi zpomalené syn-
téze DNA vyzrdvd normdlné. V kostni dfeni misto éervené krvetvorby normobla-
stové probihd krvetvorba megaloblastova.

Neni-li pfitomen vitamin B, tvoi{ se
jen krétké vseky DNA (Okazakiho frag-
menty), je naru§en normdalni metaboliz- N NN
mus bun&k a prodluZuje se jejich setrvani | ° N l 31 GHe
v S-fizi mitézy. Pfedeviim je postizena NS AN CHaN OE—N—(&;:?
syntéza thyminu a enzymu thimidylat- OH H H ¢oo®
syntetdzy. Tato syntéza je umoZnéna sta-
lou regeneraci foldtu — acidum folicum
(tetrahydrolistové kyseliny). VSechny ty- Strukturni vzorec kyseliny listové

coo®
1
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py megaloblastovych anémii, at’ jsou zplisobeny nedostatkem foldtd nebo vitaminu
B); jsou vidy dusledkem deficitu tetrahydrolistové Kyseliny. Tvorba RNA
a bilkovin poruSena neni, proto cytoplazma dozrdvéd b&€Znou rychlosti.

» Hladina kyseliny listové v séru je spise ukazatelem jejiho aktudlniho stavu v plazmé.
Zd4visi totiZ hlavné na jejim pFijmu z potravy. PFesnéjSim ukazatelem je stanovent ky-
seliny listové pFimo v Cervené krvince, nebot’ obrd#i jeji skutecnou koncentraci
v butice. U zdravych lidi se pohybuje denni potieba vit By, kolem 3—5 ug. Lidské té-
lo obsahuje kolem 2—4 mg vit B, &dstecné uloZeného v jdtrech a nervovém systému
(Kauppi, 1995). Denni potieba kyseliny listové se pohybuje kolem I mg. Vstiebdvd
se v tenkém st¥evé, hladina v krvi je 3-30 ug/l, zdsoby v organizmu 6—10 mg.

» Vitamin B, (cobalamin), je nezbytnym kofaktorem pro transport kyseliny listové
a jeji uchovdvdni v Eervené krvince (Kauppi 1995). Vitamin B, obsahuje ve svém
aktivnim misté atom kobaltu (Co).

Isolovdn byl poprvé v r. 1948. Vst¥ebd- NHz-CO-CHr-CH, (e W cHp-co-,
vdni vitaminu B, umoZiiuje tzv. vnit¥- NHr-co-cl, o O c

ni faktor, coZ jelzglykopro{ein tvofeny \c\/_{N/CH'é‘ CN/_\CCMHTCHTCMHQ
v parietdinich busikdch Zaludecni sliz- VSR W
nice, ktery vytvdif s vitaminem B, Ny = Vers
komplex a umoZiiuje tak jeho vstiebd- NHTCO-CHTA{ c/\c\c/c/\cn,\c

vdni z potravy, protoZe se vdZe na spe- CoCHpClg ety | CHaCHCONH;
cifické receptory sliznice ilea. P¥i p¥e- o [

stupu do krevniho obéhu se vit. By, (I:H;,

vdZe na bilkovinu (transkobalamin) CH;—J:{' N Ot CHo

a je transportovin do kostni diené oo @ | L

a ke tkdnim, kde probihd krvetvorba. AN

V jdtrech, ve svalstvu a ledvindch se u- LH_CH

klddd do zdsob, ze kterych se dle po- & cH

treby uvoliiuje pro biosytézu purino- Ho4|;$°/

vych nukleotidi a tim i pro syntézu
DNA bunécnych jader.

Strukturni vzorec vitaminu B,,

V disledku téchto zmén vznikd asynchronie mezi vyvojem jadra a vjvojem cy-
toplazmy se zpoZdénim ve vyvoji jidra za cytoplazmou. Jadro je méné€ hutné, méné
kompaktni, neZ by odpovidalo jeho vyvoji v rdmci normoblastové fady — struktura
jadra je spiSe sitovitd. Cytoplazma je bohatsi a objemné&jsi, nez v normoblastové fa-
dé. Tvorba bilkovin a hlavné tvorba hemoglobinu probihd nezmén€nou rychlosti —-
vyzravani cytoplazmy ziskdva pfevahu nad vyvojem jadra. Zména se netyk4 jen Cer-
vené fady, ale i granulocytdm{ a megakaryocytarni rady.

Nedostatek By, a kyseliny listové déle vyvola:
Q zmény granulopoézy — leukopenie, velké metamyelocyty a tyCe, hypersegmen-
tace jader zralych neutrofilé
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QO zmény trombopoézy — trombocytopenie, hyperseg- | s Y
mentace jader megakaryocyti -

» Porucha se miiZe projevit i v burikdch, které maji vy-
sokou proliferacni aktivitu, jako je nap¥. sliznice ust
a trdvictho ustroji.

Anémie z nedostatku vit By, a Kys. listové se miize
rozvinout je-li:
Q nedostateCny prijem B;, z potravy — vnéjsi faktor Velki ty&
(k tomu prakticky dochdzi jen u veganii, kte¥i{ nep¥i-
Jimaji ani Zivocisné produkty — mdslo, vejce)
Q nedostatecnd tvorba vnitiniho faktoru v Zaludeéni sliznici. Miize jit jednak o:
@ tvorbu protildtek proti vnitfnimu faktoru
@ chybéni specifického receptoru pro tento faktor
Q nedostatek kyseliny listové (jaterni onemocnéni, pfisnd dieta, alkohol, n¢které
léky, maloabsorbce — zmenSeni resorpéni plochy stieva pro vstfebdvini B,
a kys. listové)

PERNICIOZNI ANEMIE
(zhoubna chudokrevnost)

Ndzev pochdzi 7 doby, kdy se tato nemoc nedala 1éCit a koncila béhem nékolika
tydnu aZ mésicu fatdiné. Klinické priznaky tohoto onemocnéni byly poprvé popsdny
Addisonem r. 1855 a Beirmerem r. 1872 (Morbus Addison-Biermer).

Pemiciézni anémie je onemocnéni na autoimunitnim podkladé, u kterého
v disledku pfitomnosti jedné nebo nékolika riiznych protildtek dochdzi k narueni
resorbce vitaminu B, z gastrointestindlniho traktu.

Piifina: pernicidzni anémie vznikd pFi nedostatku vnitiniho faktoru. Piesny
mechanismus vzniku perniciézni anémie neni jes§t€ zcela objasnén. Znaény vyznam
je pfipisovén atrofii (oplo$téni) Zaludedni sliznice, kterd miZe byt zplsobena reak-
ci nékterych autoprotildtek s bilkovinami Zalude&ni sliznice. V séru nemocnych, ale
i v Zaludeéni §t'4vé 1ze prokézat odli$né typy autoprotildtek proti vnitinimu faktoru:

B protilitky namitené pFimo proti parietdlnim burikdm Zaludecni sliznice, v nichz
se tvoii vnitini faktor

W protildtky, které zamezuji vazbé vitaminu B, na vnitin{ faktor

B protilatky, které brdni vazbé komplexu [B);— vnitin{ faktor] na receptory slizni-
ce tenkého stfeva (ilea)

> Vaitini faktor (intrinsic factor) — je glykoprotein o molekulové hmotnosti kolem
55 000 tvofeny v parietdlnich burikdch Zaludelni sliznice.
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U kongenitdlniho nedostatku vnitini-
ho &initele miiZe tento faktor zcela chy- :
bet. Parietdln{ buiiky nejsou schopny pro- LTl R
dukovat vnitini faktor. Zdsoby vitaminu ) 5, panetalnim butkemi &
B, pfitomné pti narozeni se vyderpaji do I\
6-24 mésic, kdy se vyvine anémie.
K rozvoji zdvaznych ptiznaki (t&zké ané-
mii) dochéz{ ve fazi pokrocilého stadia
onemocnéni. "

Rez Zaludetni sténou a tvorba HCI
Laboratorni nalez v parietilnich buiikdch
® Krevni obraz: vyrazna pancytopenie:

RBC az 1.10'%/1, Hb pokles aZ na 60 g/l, vy$§i hodnota MCV (110-140 fI) a MCH

(35-40 pg), leukopenie s neutropenii, trombocytopenie a sniZend hodnota reti-

kulocyti.
® Kostni diefi: spiSe hyperplastickd s ndlezem megaloblasti, velkych ty¢i a meta-

myelocytd, vyskytuji se hypersegmentované megakaryocyty.
® Ostatni: Hladina vitaminu By, < 160 ng/l
® Schillinguv test — nejprve se vysyti receptory vitaminem B, podanym i.m. Je-li

poruseno vstfebavani vitaminu B,

vylouéi se tento stolici, neni-li poru-

Seno vstiebdvéni, vyloudi se pfebytek

vitaminu modi.
® Krevni ndrér: makroovalocytoza, poi-

kilocytoza, hypersegmentace jader ne- %
utrofild, Cobotovy-Schleipovy prsten- [#

ce, Howellova-Jollyho téliska, snizeny ﬁ he

pocet aZ Gplné vymizeni retikulocytd. Ovalocytoza — megalocyty

DRUHOTNE MEGALOBLASTOVE ANEMIE
4 z nedostatku vit. B, a kyseliny listové

B pfi onemocnéni Zaludku a stiev (resekce a jiné)

® pfi riznych poruchéch vstfebdvén{ a traveni bilkovin
& ze zvySené spotreby B, a kyseliny listové

B zhoubnd onemocnéni{ krvetvorby

m téhotenstv{

B stfevnf paraziti (Napf. $kulovec. Parazit mitZe byt uloZen vysoko v tentém stie-
vé& a v téchto mistech znemoZiiuje vstfebavan{ vit B|,. Uvoln€ny nebo vypuze-
ny parazit obsahuje velké mnoZstvi nakumulovaného vit By,.)

4 z nedostatku jinych krvetvornych latek
Vyskytuji se ziidka pfi onemocnénich zanétlivé nebo nidorové povahy.
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W anémie 7 nedostatku vitaminu B4 - Vitamin B 4 - pyridoxin je potfebny pro
spravnou syntézu hemu.

B anémie z nedostatku médi - Cu je potfebnd pfi vstfebdvani Fe

anémie 7 nedostatku kobaltu — kobalt je soudasti vit. B,

B anémie z nedostatku bilkovin a aminokyselin — nedostatek stavebnich ka-
mend pro syntézu globinovych fet€zcl v hemoglobinu

ZNA ENI Mi ISEJICT EV E
NEKTERYCH ANEMII VE SP TI SE 57, EKULY Hb

A ZMENAMI V JADRE ERYTROBLASTU

2 émie z tni a chronické ztrat
(Posthemoragické anémie)

RozliSujeme:
Q Anémie z akutni ztrdty krve
Q Anémie z chronickych ztrat krve

Anémie z akutni ztrity krve
Piifina: viznamnd ztrdta krve po traumatu nebo po poSkozeni cévni integrity
riznych orgéni, v disledku fady chorob.

» Nedostatek krve — oligemie: lidsky organizmus je p¥i tomto stavu v nebezpedi Zi-
vota.

Akutni krvaceni
Akutni kvacen{ ohroZuje nemocného predevsim ob&hovym selhdnim. V prvnich
fazich je ndhld ztrita krve problémem hemodynamickym: Vzhledem ke sniZenému

objemu krve se nemiiZe dostate¢né plnit krevni Fedisté, klesd krevni tlak a objem kr-
ve vypuzovany ze srdce. Tim se vyvolava pokles okysliCovéni v tkdnich — miiZe do-
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Jjit ke vzniku cirkulaéniho kolapsu, $oku a smrti. Anémie se projevi aZ tehdy, dojde-li

k nafedéni krve:

Q po dopinéni ztraceného objemu tekutin ndhradnimi roztoky

O pFestupem mezibunééné (tkdnové) tekutiny do nitrocévniho prostoru —
.k zfed&ni krve“ obdobf trvd 2-3 dny).

Dochdzi tak k poklesu ¢erveného krevniho obrazu s maximem 3. den.

» Ztrdty krve:
W PFi ndhié ztrdté 10 % normdiniho mnoZstvi krve nebyvaji Zddné pFiznaky
(odbér krve u ddrcii — 500 mli).
B PFiztrdté 20 % krve, pokud je dotycny v klidu nepocituje Zddné pFiznaky, pFi
ndmaze se miife objevit tachykardie a dochdzi k poklesu krevniho tlaku.
B Télo mife ztratit maximdiné 30—40 %o objemu krve, ztrdta 50 % objemu kr-
ve muZe byt jif smrtelnd.

K vétsim ztritadm krve miiZe dochézet:

@ pii poranéni

@ u viedovych a nddorovych onemocnéni, které zplsobi poruchy tkdni a cév
€ pii krvédceni u nemoci s poruchami srazeni krve (hemofilie)

Laboratorni nailez
® Krevni obraz:
B po nékolika hodindch: leukocytoza, trombocytoza
W 2448 hodin: normocytova a normochromn{ anémie, retikulocytoza, makro-
cytoza, zvySené MCH
® Pokles hladiny plazmatického Zeleza.

Anémie z chronickych ztrit krve
Chronicka ztrdta krve je jednou z nejéastéjSich pii¢in anémie (bliZe viz sidero-
penické anémie).

2.2.3. Anémie ze zviSené destrukce erytrocytu

(Hemolytické stavy a choroby)

Prvnimi pritkaznymi zprdvami o hemolytické anémii jsou pfipady paroxysmaln{
chladové hemoglobinurie pozorované koncem 13. stolet{ Johannisem Actuarinem,
dvormim Iékafem v Konstantinopoli, kter§ popsal u nékterych jedinct pasiz Cerné
moci po prochlazeni.

» Poskozené a pozménéné Cervené krvinky podléhaji rozpadu. Neposkozené krvin-
ky jsou odbourdvany v MFS. Tento tzv. extravaskuldrni rozpad probihd zejmé-
na ve sleziné. Kdezto intravaskuldrnimu rozpadu, ktery probihd pFimo v cévnim

192

systému, podléhaji zejména poskozené nebo uplné znicené krvinky.

Do kategorie anémif se zvyiené destrukce erytrocytl se rad{ pestra skupina sta-
vi, jejimZz spolednym znakem je zvySeny pFedéasny zdnik (rozpad) erytrocyti.
Zmény tvaru a funkce erytrocytli mohou totiZ zkrétit Zivotnost erytrocyti a zpsobit
tak jejich zvySené odbourdvani — hemolyzu. Doba preziti krvinek se zkracuje na né-
kolik tydnt aZ nékolik dnl (u t&Zkych stavii).

Za hemolytickou anémii povaZujeme kaZdé zkrdcené pFeZivdni erytrocytii,
DFi kterém kostni dferi zvySenim erytropoézy nedokdZe kompenzovat vzniklou
ztrdtu.

Za b&inych okolnosti md kostni dfen kapacitu pro zvySeni erytropoézy aZ na
desetindsobek béZné produkce. K rozvoji anémie dochézi, jestlize dojde
k nerovnovdze mezi zvy$enou tvorbou a zdnikem erytrocytli. K tomu dochdzi ze
dvou pficin:

B je-li hemolyza tak vyraznd, Ze jeji zvySeni nenahradi ztratu ¢ervenych krvinek

(zkrdcend doba piezivani pod 12 dnf)

W je-li z riznych pficin omezena kapacita erytropoézy, takie nemiiZe byt zvySena
tak, aby nahradila ztraty dfen€. K tomu dochdzi u nékterych infekci.

Erytropoéza -

‘ Erytrocyty Ziji v krevnim obéhu 110~120 dni a pak jsou fagocytovdny. 7

Normdlni stav

Stav kompenzovany zvSenou erytropézou
Erytropoéza -

Za patologickych okolnosti se miife prodkuce erytrocytii v kostni dieni béhem nékolika dnii \

3 'H;mblyzg 4 i

zvy$it Sesti- aZ desetindsobné.

Stav pii hemolytické anémii

Erytropoéza -

Produkce erytrocytii nestaci kryt ztrdty. Takovy stav miiZe vzniknout:
W pFi nadmérné hemolyze (akutni hemolyza)
W pFi mdlo vykonné erytropoéze (napF. pFi infekci &i zdnétu)
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Laboratorni nalez

® KO: sniZend hladina hemoglobinu, normocytoza (ale miiZe byt i mikrocytoza ne-
bo makrocytoza)

® Ostaini: zkrdcené prezivani erytrocytl 5!Cr

Znamky zvy$eného rozpadu

® zvySend hladina nekonjugovaného bilirubinu, zv§Send hladina laktdtdehydroge-
néazy (LDH)

PFi intravaskuldrni hemolyze:

® KO: zvySend hladina volného hemoglobinu v plazmé

® Osraini: hemoglobinurie a hemosiderinurie, hodnoty haptoglobinu
a hemopexinu jsou vyrazné sniZené aZ nulové.

Znamky kompenzacéné zvysené erytropoézy

o KO: zvyieny polet retikulocytl a retikuldrn{ index > 3

® Krevni ndtér: polychromazie, piitomnost jadernych Cervenych krvinek

® Kostnf dFeri: hyperplazie Cervené fady v kostni dreni (zvy3ené zastoupeni nor-
moblastit)

> PFi intravaskuldrni hemolyze s hemoglobinemii se uvolnény hemoglobin vdZe
s haptoglobinem, a, -globulinem v plazmé na hapto-hemoglobinovy komplex,
ktery pro velkou molekulu neprestupuje do glomeruldrniho filtrdtu a je odstra-
fiovdn makrofdgy retikuloendotelidiniho systému. Hem se viZe v plazmé i na he-
mopexin, komplex je pak odstrariovdn hlavné jdtry. Hladina haptoglobinu klesd
az k nule. Nadmérny volny hemoglobin je filtrovdn glomeruly. Rychle saturuje
kapacitu tubuldrnich bunék, ve kterych ddvd vznik hemosiderinu. Neadsorbova-
ny hemoglobin je pak vylucovdn moci. Hemosiderin se objevuje v moci bud vol-
ny nebo v odloupanych tubuldrnich epiteliich a da se v mocovém sedimentu pro-
kdzat Perlsonovou reakci (Chrobdk, 2004).

Rozlisujeme:

Q Hemolytické stavy — anémie neni piitomna, je-li odbourdvédni erytrocytli kom-
penzovéno zvysenou produkef erytrocyth v kostni dfeni (zvySenou erytropoé-
zou) — proto tuto skupinu oznadujeme jako hemolytické stavy, ne anémie.

Q Hemolytické anémie — vyvine se tehdy, kdyZ stupeni destrukce erytrocytd je vét-
8, neZ kapacita kostni dfené kompenzovat ztrity krvinek zvySenou erytropoé-
Zou.

Hemolytické anémie d&lime:

B korpuskuldrni — pfi¢ina zkraceného piezivani erytrocytu je piimo v krvince

W extrakorpuskuldrni — pticina zkrdceného pfeZivani erytrocytu je v prostfedi,ve
kterém se krvinka pohybuje
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VROZENE HEMOLYTICKE ANEMIE

Korpuskuldrni hemolytické anémie

Maji v prevazné veétsiné porusenou strukturu nékteré &asti buiiky (korpuskule).
Vyznaluji se tvorbou morfologicky abnormdlnich a funkéné ménécennych eryt-
rocyti se snizenou pruznosti a deformovatelnosti, které podléhaji predéasnému roz-
padu (hemolyze).

Laboratorni nilez

® Krevni obraz: snizené hodnoty Cerveného krevniho obrazu

e Combsiv test: negativn{

e Testy na hemolyzu: pozitivn{ test na antohemolyzu, defekty erytrocytimich en-
zymi

® Ostarni: vySetfeni erytrocytdmich enzymil, ELFO Hb, zkrdcena doba prezivani
erytrocyth ddrce u piijemce

Defekt cervené krvinky vyvolavajici jejich zkracené preZivani se muze tykat:
U membrdny — hemolytické anémie z odchylek ve skladbé membrany

U metabolizmu — hemolytické anémie z poruchy nebo nedostatku enzymu

Q hemoglobinu — hemolytické anémie z odchylek v molekule hemoglobinu

HEMOLYTICKE ANEMIE
Z ODCHYLEK VE SKLADBE MEMBRANY

vowe P4

P#icina: poruchy genii, které vytvdii sloZky cytoskeletu membrdny Servené
krvinky. Labilitu erytrocytové membrdny miiZe vyvolat nedostatek, nebo zméné-
nd funkce bilkovinné nebo fosfolipidové ¢4sti buné¢né membrény nebo cytoske-
letu. Takto zmé&nény erytrocyt mé zvySené energetické ndroky a proto rychleji vy-
Cerpd moznosti syntézy ATP. Nedostatek chemické energie vede ke zméng tvaru
krvinky — erytrocyt se stavd kulovitym, ovdlnym, ostnatym nebo miskovitym.
Pozdéji dojde k jeho rozpadu a zachyceni kapildrami sleziny, kde jej fagocytuji
makrofigy.

» Hereditdrni hemolytické anémie s poruchou erytrocytdrni membrdny jsou vroze-
né. Jedind ziskand korpuskuldrni hemolytickd anémie je paroxysmdlni noéni he-
moglobinurie. K nejCastéj$im patFi dédiénd sférocytoza a ovalocytoza, u nich? je
zndma porucha proteini erytrocytdrni membrdny i jejich geneticky podklad.
K vzdcnym patif hereditdrni stomatocytoza a akantocytoza. Viechny tyto stavy
Ize zjistit 7 vySetieni krevniho ndtéru.

RozliSujeme:
B dédicnou sférocytozu (hereditdrni sférocytoza)
B vrozenou eliptocytozu - ovalocytozu (hereditirni eliptocytoza) — pfitomno

e e

25-75 % ovalocytl. Jde o vzacnéj3f vrozené onemocnéni s autozomélné domi-
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nantnim pfenosem. M4 podobny klinicky obraz jako hereditdrn{ sférocytoza, ob-
vykle je jeji prib&h mimné&jsi, takZe splenektomie je nutné jen vzdcné. Nékteré
formy tohoto onemocnéni maji genetickou vazbu na Rh antigen. P¥i¢inou t&ch-
to stavli byva molekuldrni defekt a i B-fetézce spektrinu, pfipadné defekt prote-
inu 4,1 nebo glykoforinu C.

B vrozenou akantocytozu. Jde o vzacné autozomalné recesivni dédi¢né onemoc-
néni. Vyskytuje se u vrozené abetalipoproteinemie, ziskand forma nejéastéji
u alkoholické jaterni cirhézy.
Pricina: sniZend syntéza apolipoproteinu B, coZ nédsledné vede k nedostatku aZ chy-
béni nekolika frakcf B-lipoproteind (LDL — low density lipoproteins, VDL —~ very
low density lipoproteins). Vztah mezi sniZenym obsahem lipidd a fosfolipidd
v plazmeé a zménou tvaru ¢ervené krvinky neni zatim zndm. Celkovy obsah lipidd
a fosfolipidi v membréané erytrocytu je normélni, dochdzi v§ak k poruseni vzdjem-
nych pomérii - v membrané erytrocytl je vice sfingomyelinu a cholesterolu (vice
neZ 50 %). Tvar akantocyth se projevi az po prechodu krvinek do obvodové krve.

W vrozenou stomatocytozu. Jde o skupinu autozomalné dédi€nych onemocnéni
charakterizovanych pfftomnosti stomatocytil, ziskand forma se vyskytuje nej-
¢astéji u akutni otravy alkoholem.
P#icina: neni zcela jasnd. U nekterych nemocnych byl popsdn nedostatek bilko-
viny prouzku 7, tzv. stomatinu. Nedostatek vede ke zvySeni permeability mem-
brany a k hromadén{ sodiku na tkor drasliku uvnitf buiiky.

B Paroxysmdlni noéni hemoglobinurii.

DEDICNA (HEREDITARNI) SFEROCYTOZA - HS

DéEdicna hereditdmni sférocytoza je nejcastéjsi autozomaln€ dominantni dédi¢nou
hemolytickou anémii v CR. Radime ji k membrénovym hemolytickym chorobdm
a podstatny defekt u ni se tykd kvantitativnich nebo kvalitativnich zmén urcitych
membrdnovych bilkovin, které se ziiCastni tvorby cytoskeletu. Je charakterizovina
pfitomnost{ mikrosférocytil, sniZzenou osmotickou odolnost{ erytrocytd a pfiznivou
odpovéd{ na splenektomii (Sakalovd, 2000).

Priina: vrozené porucha spektrinu, ktery nevstupuje do interakce s proteinem
4.2 (palladin) — nevznika ternirni komplex [spektrin-4.2.protein-aktin]. HS miize
byt spojena i s poruchami dal$ich bilkovin membranového skeletu jako je anky-
rin, & bilkovina 4.2. nebo integralni bilkoviny pasu 3. Mohou se vyskytovat ne-
jen jednotlivé defekty bilkovin, ale i defekty kombinované (napf. defekt spektrinu
a ankyrinu).

» V souasné dobé se popisuji 4 typy poruchy membrdnovych proteinii:
B Deficit spektrinu a integrdlni bilkoviny pdsu 3
W Deficit spektrinu ankyrinu
M Deficit integrdini bilkoviny pdsu 3
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B Defekt proteinu 4.2
Tento defekt postihuje asi 40 % molekul spektrinu pFitomnych v cervenych kr-
vinkdch, zbytek si zachovd schopnost fyziologické funkce.

Vlivem této poruchy bufika snadnéji propousti sodik. Aby vyrovnala tyto zvy-
Sené ztraty sodiku musi zvy§it vykon sodikové pumpy (zvy3eni asi o 18 %). ZvySeni
vykonu si klade vys$§t ndroky na pFisun ATP a tim dochdzi k rychlejsimu vycerpd-
ni enzymové vybavy erytrocytu. Sodik se postupng hromad{ v krvince a strhéva se-
bou vodu. Vysledkem této zm&ny je ztrdta membrdnového materidlu (zejména fos-
folipidd a cholesterolu), tim dochdzi ke zmenSeni povrchu, objem bufiky se
zakulacuje a nabyvéa bochnikovitého nebo kulovitého tvaru (primér butiky se pfi-
tom zmen3uje) — vznik4 sférocyt, ktery je pfi priichodu slezinou snadno hemolyzo-
vdn a odbourdn (vydrz{ maximélné 20-30 prichodi sinusy sleziny).

Z toho je patrné, Ze stav, ktery se klinicky oznacuje jako HS miZe byt vyvoldn
souhrnem pficin, které se projevuji shodnym klinickym obrazem. Proto by bylo
spravné;jsi hovofit o syndromu HS.

Laboratorni nélez

® KO: retikulocytoza 100

® Krevni ndtér: mikrocytoza, sférocyto-
za

® Kostni dreri: hyperplazie erytropoézy

® Ostatni: osmotickd rezistence snize-
na, vyraznd autohemolyza, testy na
sférocytozu pozitivnl (Pink test, 2
ALGT - nejsou specifické), ELFO
muZe odlisit poruchu membranovych o2
proteind po jejich separaci.

Hemoljza (%)
g

(X9 0.7 op [X]
NaCl (%)

Osmoticka rezistence u HS

PAROXYSMALNI NOCNI HEMOGLOBINURIE (PNH)

.....

paroxyzmdlni chladové hemoglobinurie.

PNH je zdvaZnd nemaligni klonéln{ expanze jedné nebo vice kmenovych bunék,
které jsou postizeny somatickou mutaci genu fosfatidylinositolové kotvy PIG-A
(phasphatidylinositol gen anchored), ktery je uloZen na kritkém raménku chromo-
zomu X (Chen a spol. 2000). Tento gen se podili na vzniku glykosyl fosfatidylino-
sitolové kotvy GPI-APs (glykosyl phoshatidylinositol — anchored proteins). Tato
kotva umoZiiuje pfipojeni (ukotvenf) protektivnich proteind, které omezujf Iyticky
ti¢inek sloZzek komplementu (Parker a spol. 2005). Takto zmé&nény klonus miZe ko-
existovat s norméln{ hematopoézou. U PNH je vZdy pfitomna soucasné i dfefiovd
insuficience.
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Primdrn{ klinickou manifestaci PNH je hemolyza erytrocyti b&hem spédnku
s tmavou mo¢i (hemoglobinurii po probuzeni). PNH je charakterizovdna hemoly-
tickou anémif s intravaskuldrni hemolyzou, dfefiovou insuficienci a sklonem k trom-
bézdm (Rosse, 1997).

Prifina: PNH je ziskané onemocnéni kmenové buriky, kdy erytrocyty jsou zvy-
Sené citlivé na lyzu komplementem. Somatickou mutaci v hemopoetické kmenové
bunice vznik4 bunéény klonus s postiZzenim myeloidni linie, ktery existuje spole¢né
s normalni hematopoézou.

» Gen PIG-A se podili na pFenosu uridindifosfdt-N-acetylglukosaminu na fosfati-
dylinositol, za vzniku N-acetylglukosamin-fosfatidylinositolu jako prvniho pro-
duktu tzv. glykosylfosfatidové kotvy — GPI-kotva.

Fosfatidylinositol + uridindifosf4t-N-acetylglukosamin —— N-acetylglukosamin-fosfatidylinositol

Ve zménénych buiikdch nedochdz{
k navazani bilkovin, které jsou k mem- protein
bran¢ vdzany pomoci GPI-kotvy. N&které
z téchto bilkovin, které jsou pomoci
GPI-kotvy pripojeny k membréané erytro-
cytil, tlumi za normélnich okolnosti funk-
ci slozek C3b a C8b aktivovaného kom-
plementu (Moyo.a spol., 2004).

» K bilkovindm, které jsou schopny rea-
govat s komplementem se Fadi napF¥. GPI-kotva
MIRL — membrane inhibitor of reacti-
ve lysis (CD59), DAF — Decay accelerating factor (CD55), C8B-C8 a nékteré
dalsi.

Defekt je pfitomen i na jinych burikach, ale nejvice se projevi na erytrocytech.
Erytrocytovd membréna, bez ochrany projektivnich bilkovin, je mimofédng citliva
k Iytickému d¢inku komplementu, ktery po aktivaci hemolysuje vadné krvinky jiZ pfi

s

velmi nizké koncentraci. Aktivace je \i¢inn&j8i pfi niz&im pH (Van der Schoot, 1990).

» Somatickou mutaci lze molekuldrné genetickymi metodami prokdzat i v ostatnich
burikdch (neutrofilech, monocytech, lymfocytech a megakaryocytech trombocy-
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tech — postiZeni kmenové buriky. PFedpoklad, Ze ke k hemolyze dochdzi sniZenim
pH béhem spdnku se nepotvrdil.

Utinkem komplementu na membranu erytrocytii dochdzi k intravaskuldrni he-
molyze s hemoglobinuri{ a vyviji se obraz riizné téZké hemolytické anémie. Tize
onemocnéni odvisi od podtu erytrocytll postizenych genetickou mutaci. Podil
abnormdlnich krvinek se pohybuje mezi 10-90 % .

2

HEMA TVENI P KTIVNICH P EIN

<

POMOCI GPI-KOTVY

ABO Antigen

Normalni stav Stav u PNH

» Podrobnéjsimi analyzami lze u nemocnych rozlisit celkem 3 typy PNH (I - III), kte-
ré se od sebe odlisuji riiznou citlivosti ke komplementu. Kromé pacientii s PNH se
podobnd porucha vyskytuje i u MDS a u lymfoproliferativrich nemoci.

Laboratorni nélez

e KO: vétlinou normocytdrni hypochromni anémie, retikulocytoza, lehké leuko-
penie a trombocytopenie (jako vysledek dieriové insuficience).

® Kosmi dFeri: nejCastéji hypercelularni se zvy$enym podilem erytroidni slozky

Mo¢: ptitomnost hemosiderinu v moci

® Ostatni: AF v leukocytech je sniZena (ndsledek sniZeni fosfatidylinositolu
v bunééné membrang), pozitivni Hamiv a Hartmantv test, negativni Coombstiv
test, sniZené plazmatické a zdsobni Zelezo (ztrty vlivem hemoglobinurie a he-
mosiderinurie).

» Hamiiv a Hartmaniyv test se v dne$ni dobé nahrazuji fenotypizaci (CD59* a 55+)
— prokazuji se pFimo proteiny MIRL a DAF (Nishimura a spol., 2004).
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HEMOLYTICKE ANEMIE Z PORUCHY ENZYMU

Cervend krvinka, jelikoZ nem4 jadro, md urcenou koneénou enzymatickou vy-
bavu ziskanou v erytroblastech.

Prifina: Nedostatek nebo funkéni poruchy nékterych enzymi v dervené krvin-
ce zplsobi, Ze erytrocyt pFeZivd v krevnim obéhu krat§i dobu. Ke konci tohoto
zkrdceného obdobi Cervend krvinka nedokéZe plnit v8echny své funkce, dochdzi ke
zmeneé jejiho tvaru a nasledné k hemolyze. Jde o genetické poruchy v enzymech me-
tabolizmu cervené krvinky, které mohou byt vyvolany riznymi genetickymi od-
chylkami (bodova mutace, inzerce, delece aj.). Defekty enzymii vedou k riznému
stupni hemolyzy (Chrobdk, 2004).

Genetické faktory mohou mit za nasledek:

Q nedostatek prislusného enzymu

O funkcni nedostateCnost enzymu, kterd vede k jeho rychlejSimu odbourdvan{
(tato porucha se projevi aZ ve starSich erytrocytech)

» Nejéastéji jde o poruchy enzymii glykolyzy. Méné asté jsou anémie pFi poru-
chdch metabolizmu nukleotidii v erytroblastech a pFi sniZené aktivité ATP-azy
vdzané na membrdnu erytrocyti.

Hemolytické anémie z poruchy enzymu glykolyzy miiZeme délit na:

m defekty enzymii pentosofosfdtového cyklu (porucha metabolizmu glutathionu).
Obecné neplisobi poruchy pentosofosfatového cyklu a metabolizmu glutathionu
spontdnne Zddnou nebo jenom nevyraznou hemolyzu. Teprve plisobenim vngj-
§ich pfi€in (léky, infekce, svitiské boby (Vicia fava) — favismus) vznikaji hemo-
lytické krize zpisobené pravdépodobné sniZzenim koncentrace redukovaného
glutathionu. Oxidovany hemoglobin precipituje v erytrocytech za tvorby Hein-
zovych télisek.

m defekty enzymii anaerobni glykolyzy. Uplnd blokada glykolyzy by zastavila pro-
dukci ATP - erytrocyty by nebyly Zivotaschopné. VEt§ina enzymovych poruch
je proto jen Castednd, ale i tak plisob{ zkrdceni Zivotnosti erytrocytd s projevy he-
molyzy. ZéleZi ne tom, jestli je naru§ena metabolicka cesta nékterého z enzymi
pfed anebo po tvorb€ 2,3-BPG. Pokud je narufena metabolickym blokem synté-
za 2 3-BPG je anémie Spatné sndSena, nebot’ 2,3-BPG nemiiZe byt kompenzac-
né zvysen a tim je vyrazné ovlivnéna afinita hemoglobinu ke kysliki.

Nejcastéji jde o poruchy téchto enzymii:

@ glukoso-6-fosfdt dehydrogendzy (G-6-PD)

@ pyruvdtkindzy

» Méné asté jsou poruchy enzymii: glukosofosfdtizomerdzy, fosfofruktokindzy, tri-
azofosfatisomerdzy, fosfoglyceratkindzy, 2,3-difosfoglyceromutdzy.
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DEFEKT GLUKOZ0-6-FOSFAT DEHYDROGENAZY

Hemoglobin a membrana éervenych krvinek jsou chranény pfed oxidacnim stre-
sem redukovanym glutathionem (GSH). Pfi nedostatku glukoso-6-fosfat dehydro-
gendzy (G-6-DP) je porufena syntéza NADPH, kterd udrZuje glutathion
v redukované forme.

Oxidaéni stres muiZe byt vyvolan:

U poruchou membrany erytrocytu

O poruchou hemoglobinu — Heinzova téliska
O nedostate¢nou tvorbou GSH

Pri¢ina: Vrozend genetickd odchylka vedouci ke sniZen{ hladiny nebo aktivity
enzymu G-6-PD, ktery je kédovan na X chromozomu. Proto je defekt patrny obvy-
kle jen u muzi. U nemocnych s nedostatkem nebo chybénim tohoto enzymu (sni-
Zeni hladiny na 1-20 % hodnoty normdlu) dochéaz{ pfi vystaveni organizmu tzv.
woxidaéni zatéZi“ k oxidaci SH skupin a nisledné k denaturaci hemoglobinu.
Oxidovany hemoglobin precipituje v hemoglobinu za vzniku Heinzovych t&lisek.
Soudasné dochézi k oxidaci lipidovych membranovych struktur v Eervenych krvin-
kéch a to nasledné vyvol4 hemolyzu.

G-6-PD katalyzuje pfeménu glukoso-6-fosfitu na 6-fosfoglukonit, za soucasné-
ho vzniku NADPH.

NADP NADPH

\/

Gluko6zo-6-fosfit » 6-fosfoglukonit
G-6-PD

Pfi nedostate¢né funkci enzymu dochézi k nedostate¢né tvorbé NADPH. Jeho ne-
dostatek vede ke sniZeni produkce glutationu, ktery chrédni hemoglobin pied oxidaci.

Hb (Fe 3*)
Redukovany glutation » Glutation
NADPH NADP
Hb (Fe ?*)

» Genetickd zména v genu pro G-6-PD vede k akutnim hemolytickym stavim pi#i
oxidalni 7d1éZi rizného stupné, vzdenéji i ke chronické hemolyze. Existuje vice ne
400 strukturnich variant genu pro G-6-PD. Ne vSechny vedou ke klinickym poti-
Zim. Podle WHO klasifikace se poruchy G-6-PD rozdéluji do nékolika t¥id (I-V).

Laboratorni nilez
® Krevni ndrér: puchytkovité erytrocyty (erytrocyty, které ztratily ¢4st membra-
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ny). Po precipitaci oxidovaného hemoglobinu ztistala voln4 mista tvarem pfipo-
minajici puchyiky, vitdlnim barvenim se prokdZ{ Heinzova téliska.
® Ostatni: osmoticka a mechanické rezistence je normdlni.

DEFEKT PYRUVATKINAZY

Byl poprvé popsdn v roce 1961. Jde o autozomélné recesivni onemocnéni.

Piitina: Pyruvitkinazu kéduji 2 riizné geny, které vytvati 4 rizné isoenzymy. Gen
PKM2 je uloZen na chromozomu 15 (15g22) a gen PKLR je umistén na chromozomu
1 (1g21). Je zndmo asi 50 variant genu PKLR. Zména v nékterém z téchto genl nebo
v obou souasné miiZze vést ke zménéné funkénosti generovaného enzymu.

» Gen PKLR kéduje isoenzymy PK-L (v hepatocytech) a isoenzymy PK-R (v ery-
trocytech).

Pyruvit je enzym anaerobni glykolyzy (Embden-Meyrhofova cyklu), ktery ka-
talyzuje pfeménu fosfoenolpyruvédtu na pyruvit, za soucasného vzniku makroener-
getického fosfitu ATP.

ADP ATP

\/’

Fosfoenolpyruvat » pyruvit
Pyruvdtkindza

SniZend hladina enzymu nebo blokdda jeho funkce vede ke sniZeni tvorby
ATP. Porucha enzymu se projevuje hemol§zou, protoZe erytrocytu schaz{ chemické
energie v podobé ATP.

Laboratorni nilez

® KO: lehce zvySeny polet retikulocyti, Hb se muZe pohybovat v rozmezi
40-100 g/.

® Krevni ndtér: normocytdrni aZ lehce makrocytarni erytrocyty, polychromazie,
anizocytoza

® Kostni dferi: hyperplazie Cervené fady

® Osrarni: pozitivni test autohemolyzy

HEMOLYTICKE ANEMIE
Z ODCHYLEK V MOLEKULE Hb

Hemoglobinopatie jsou vrozenymi defekty genu tvorictho fetézce globinu
v hemoglobinu. V molekule globinu dochdzi k zdmé&né aminokyselin a nésledné
k vytvoreni patologicky zménéné molekuly hemoglobinu. Jen nékteré z té€chto pa-
tologicky zménénych hemoglobinli vytvaii nestabilni formy, které mohou vyvolat
hemolytické stavy. Z hemoglobinopatii sdruZenych s hemolyzou jsou nejzndmé;jsi
hemoglobinopatie S, dile C, D, E a tzv. nestabilni hemoglobiny.
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HEMOGLOBINOPATIE S
(Srpkovitd anémie — S z angl. slova: sickling — srpkovaténfi)

Vr. 1910 James Herrick pozoroval jako prvni v krvi anémického studenta medici-
ny z Jamajky p¥itomnost krvinek srpkovitého tvaru. V roce 1949 Linus Carl Pauling
a spolupracovnici popsali u této srpkovité anémie pomalou pohyblivost Hb p¥i ELFO.

Pri¢ina: Hemoglobinopatie S je d€di¢na hemolyticka choroba, u které dochazi
k zdméné glutamové kyseliny za valin v 6. pozici B-globinového ¥Fetézce (Eaton
a Hofrichter, 1990). Takto zménény hemoglobin se oznaluje jako hemoglo-
bin S (HbS). HbS se pii nizké tenzi kysliku stdva nerozputnym, polymeruje a ddva
vznik krvinkdm tvaru srpku, které blokuj{ mikrocirkulaci se vznikem infarktd posti-
Zenych organt. TiZe pfiznakid z4visi na koncentraci HbS v krvinkdch.

Existuji dvé formy anémie:

€ homozygomi: HbSS (Yetézce: 2a, 2S)

@ heterozygotni: HbSA (fet€zce: 2a., S, .ﬁ——ﬁ
) — u tohoto stavu obsahujf erytrocy-
ty 40 % HbS a 60 % HbA. As AS

K srpkovaténi krvinek zde dochdzi f T | |
jen za extrémnich situaci (hypoxie,
ndmaha, chlad). l 12\?' | ; %
Kazd4 z forem m4 odli$ny klinicky priibéh.
AA As AS S

Dédi¢nost u srpkovité anémie
(HbAA - normilni Hb, AS — HbSA hetero-
zygotni forma, HbSS — homozygotni forma)

» Charakteristiky molekuly HbS

HbS md o 2 negativni ndboje méné

a proto md jiné fyzikdlni viastnosti

neZ normdini’ hemoglobin.

M Zdmeéna glutamové kyseliny (Glu) za valin (Vial) v molekule hemoglobinu vede
k jinému rozloZeni ndboji na povrchu globinu a tim ndsledné ke sniZent roz-
pustnosti. Glu je poldrni aminokyselina a miiZe na rozdil od Val vdzat vodu).

W Rozpustnosti oxygenové formy HbA a HbS se od sebe pFilis neodlisuji, kdez-
to deoxygenovand forma HbS na rozdil od deoxygenované formy HbA je jen
velmi mdlo rozpustnd (asi 2 % rozpustnosti HbA) a miiZe se uvnit¥ erytrocy-
tu vylucovat jako polopevny gel.. Pri gelovaténi se molekuly HbS hromadi
v erytrocytu palisddovité, polymeruji a tvori formaci linedrnich agregdti,
které vedou k deformaci erytrocytu na srpkovity nebo polomesickovity tvar
(Eaton a Hofrichter 1990). K polymeraci dochdzi jen tehdy, jestliZe erytro-
cyty setrvdvaji del$i dobu v thdnich s nizkym parcidlnim tlakem kysliku.
K tomu nuiZe dojit jsou-li erytrocyty vystaveny déle neZ 15 sekund nedostat-
ku kysliku. PFi normdlni rychlosti obéhu se béhem této doby erytrocyty do-
stanou zpét do plic, kde se oxygenuji a HbS ztrdci tendenci k polymeraci.
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Srpkovité buriky maji zménénou permeabilitu membrdn a mensi tvarovou pfi-
zpiisobivost. Mald tvarovd pFizpiisobivost erytrocyti vede k ucpdni kapildr
s lokdlnim méstndnim krve, k acidose a k orgdnovym infarktiim. ProtoZe se
takovéto busiky ve sleziné snadnéji odbourdvaji, pozorujeme vznik tézké
hemolytické anémie.

Po uvolnéni kysliku
v tkanich dochézi
k polymeraci molekul HbS
za vzniku srpkovitého tvaru
krvinky. K srpkovaténi
krvinek dochdz{ v drobnych
perifernich kapildrdch. Ty
mohou byt ucpany srpkovi-
tymi erytrocyty, dochdzi ke
stagnaci krve a ndsledné k poklesu kysliku v tkdnich. To vede k vazookluzivni krizi
s krutymi bolestmi v postiZené oblasti.

Je-li srpkovity erytrocyt vystaven nedostatku kysliku jen omezenou dobu je
zména jeho tvaru reverzibilni. Po dlouhodobé deoxygenaci dochézi k nevratné zmé-
né v disledku rigidity erytrocytirni membrdny. Erytrocyt je pak odstranén
z obvodové krve MFS.

Normalni{ erytrocyty Srpkovité — ucpavéni kapilar

> Srpkovaténi erytrocytii je pravdépodobné selekéni ochranou proti tropické ma-

larii. Buiiky napadené piivodcem maldrie vytvaii srpky zvidsté snadno a jsou fa-
gocytovdny ve sleziné. Tim nedochdzi k rozvoji onemocnéni.

Laboratorni nalez
e KO: anémie, retikulocytoza, trombocytoza | S HbA D

® Krevni ndtér: drepanocyty, leptocyty, anizo- 1 T
cytoza, poikilocytoza, Howellova-Jollyho té-
liska - HbF

o Kostni dreri: hyperplazie Cervené fady, dre-
panocyty SR Hb S @D

® Ostatni: zmény v elektroforéze hemoglobinu
(nachazi se HbS
a HbF, ale Zadny
HbA), zkraceno
preZivani eryt-
rocytd.

L R — — ~ G- — - R -
\ lert /

Elektroforéza Hb

Drepanocyty
v periferni krvi

HEMOGLOBINOPATIE C
(Anémie s teréovitymi erytrocyty)

Hemoglobinopatie C je autozomélné recesivni dédi¢na hemolytickd choroba,
u které dochézi k zdméné kyseliny glutamové za Lys v 6. pozici B-globinového re-
tézce. Hemoglobin se oznacuje jako hemoglobin C (HbC). Hemoglobin C existuje
v obou forméch homozygotni (HbCC) a heterozygotni (HbAC). Hemoglobin C je
méné rozpustny neZ HbA, coZ ma za nasledek sniZenou flexibilitu Cervené krvinky.
PfeZivani erytrocytii je zkrdceno a proto dochazi k hemolyze erytrocyti.

Laboratorni nilez

® KO: lehka retikulocytoza

® Krevni ndtér: mikrocytoza, leptocyty (aZz 90 %) s ndlezem romboidnich krystal-
ki, polychromazie

® Ostarni: sniZzend osmotickd rezistence, elektroforéza hemoglobinu — ndlez HbC

» HbC podobné jako HbS zamezuje uvolnéni merozoita malarickych parazitii a tim
se sniZuje riziko rozvoje infekce.

HEMOGLOBINOPATIE E
(Anémie s ndlezem mikrocytozy)

» S prilivem imigrantii z jihovychodni
Asie se v Evropé setkdvdme s homozy-
gomni formou hemoglobinopatie E, kte-
rd je klinicky podobnd talasemii minor.

Laboratorni nilez
® Krevni ndtér: mikrocytoza, hypo-
chromie, leptocyty

» Ostatni hemoglobinopatie zejména
hemoglobinopatie z nestabilnich he-
moglobinii jsou velmi vzdcné. Muze
se jednat o zdmény aminokyselin
v oblasti tzv. hemové kapsy, naruSent
sekunddrni struktury hemoglobinu, AFS C
naruseni kontaktu mezi globinovymi
Fetézci. Stabilitu hemoglobinu miiZe
narusit i chybeéni jedné ¢i vice amino-
kyselin v globinovém Fetézci (kratsf Fetézec) nebo naopak pritomnost vétsiho po-
Ctu aminokyselin v Fetézci (delSi Fetézec). Zvldstni skupiny tvoFi hemoglobino-
patie s HbM a hemoglobinopatie se zvysSenou afinitou kysliku.

Q =~ O QO O T O
e eapp———— Y

Elektroforéza Hb — HbE (d)
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ZISKANE HEMOLYTICKE ANEMIE

Extrakorpuskularni hemolytické anémie
Pridina: u téchto stavii dochdz{ ve vét§ing pfipadd k poskozeni normdlnich
Vyvolavajicimi faktory mohou byt sloZky, které maji povahu:
Q imunitni
L neimunitni

HEMOLYTICKE ANEMIE IMUNITNI POVAHY

W

Nejcast&jS§imi poruchami zpfisobujicimi hemolyzu jsou hemolytické anémie
imunitni povahy.

PFidina: u t&chto stavl jsou éervené krvinky obklopeny imunoglobuliny s kom-
plementem, nebo bez néj. Vazba protilatek namifenych proti nékterému z membra-
novych antigenli Eervené krvinky vede k intravaskuldmi hemolyze aktivaci kom-
plementu, &i k zdniku erytrocytl s navazanou protilatkou v MFS (extravaskuldrni
hemolyza).

Antierytrocytarni protilatky mohou pisobit dvéma mechanismy:

€ vyvoldvaji bunikami zprostfedkovany extravaskuldrn{ zénik erytrocytl (protildt-
ky typu IgG)

€ komplementem zapficinénou intravaskuldrmi hemolyzu (protilatky typu IgM)

Na vzniku protildtek se mohou podilet riiznd infekéni, zanétlivd a maligni onemoc-
néni, toxiny a léky. NejCastéji lze prokézat tfi typy senzibilizace:

W na povrchu Cervené krvinky jsou navaziny jen IgG protildtky

W na povrchu Cervené krvinky jsou navazany jen IgM protildtky

B na povrchu Cervené krvinky jsou navézany IgG + IgM protilatky

Q Protildtky IgG — zpisobuji senzibilizaci erytrocytu a jejich néslednou se-
kvestraci a destrukci ve sleziné. Protilatky IgG se v4Zi na erytrocyty pfi tep-
lotnim optimu 37 °C, mluvime o tepelnych autoprotildtkdch — dochéz{ k he-
molyze pti teploté 37 °C, jeZ m4 vét§inou extravaskuldrni charakter. Vzhledem
k tomu, Ze IgG-protildtka je monomer, dochézi k aktivaci komplementu, jeZ
vede k intravaskuldmi hemolyze jen pfi vysokém titru protildtek zajitujicim
jejich vazbu na t€snd sousedni mista erytrocytu. Vét§inou dochdzi k vazbe
komplexu protildtka — erytrocyt s receptorem pro Fc-fragment zejména na po-
vrchu makrofiagd ve slezin€. Hemolyza ma tedy pfi pfitomnosti tepelnych pro-
tildtek prevainé extravaskularni charakter. Protildtky tedy vyvolaji senzibili-
zaci erytrocytu a jeho ndsledné zadrZeni a destrukci ve slezin€ makrofigy.
Buniky MFS mohou adherované erytrocyty fagocytovat zcela nebo pohlti jen
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Cdst erytrocytové membrdny s Casti
hemoglobinu. Erytrocyt se snaZ{ me- | Rh Antigen
brdnu uzavfit atim se stdva vice sfé-
rickym a mén€ schopnym deformace IgG-protilatka
a je v kratké dob€ zachycen slezinou
(Cermdk, 2005). \
L Imunoglobuliny IgM - vedou .
k pfimé intravaskuldrni hemolyze kr-
viﬁek cestou aktivace komplefnentu. e erytrocyt
Protildtky IgM se véZou pfi teplot-
nim optimu 4 °C, a majf tudiZ cha-
rakter chladovych autoprotilitek.
K vazbé protildtek na erytrocyty do- N
chdz{ v chladnéj§ich akrélnich parti- | “574
ich organizmu. Vzhledem k tomu, Ze . ” S -
protlity tidy IeM woft pentamery, [t et mao v e ok
je jejich pritomnost spojena s vys$si
pravdépodobnosti aktivace komple-
mentu a rozvoje intravaskularni he-
molyzy — dochézi k pfimé cytolyze
(C‘ermdk, 2005). Vétsinou vak neni
vazba na erytrocyt pevné a v oblas-
tech s vy33{ teplotou je Cast protild- g
tek op&t uvolnéna, aniZ do¥lo k 1yze M8
erytrocytll. Na krvinkdch v8ak zlstd-
vd navdzdna C3b-sloZzka komple-
mentu, jeZ se vdZe na receptor mak-
rofdgl sleziny, hemolyza md tedy
soucasn€ i extravaskuldrni charakter
(Zilow a spol., 1994). Erytrocy-
ty senzibilizované protildtkou za-
nikaji hlavng v Kupfferovych buf- komplementu a receptor mikrofigi
kéch jater, které maji receptor pro
slozky komplementu C3b navédzané na krvinkdch v disledku aktivace kom-
plementu.

Hemolytické anémie imunitni povahy mohou byt vyvoelany:

W autoprotildtkami (autoimunitni) — po selhdn{ kontrolnich mechanismi imunity
si organimus vytvari protildtky proti buitkdm vlastntho téla.

W aloprotildtkami (aloimunitni) — namifené pilivodné proti organizmiim nebo an-
tigendm jiného druhu.
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Laboratorni nilez protekci (Mackay, 2000; Ring a Lakkias, 1999). Dysregulace poméru mezi o-

e Zékladnim vySetfenim v diferencidlni diagnostice hemolytickych anémii je béma typy lymfocytii miiZe mit za ndsledek tvorbu autoprotildtek.
Coombsiv test, jehoZ pozitivita svéd&{ pro imunitni povahu hemolytického pro-
cesu. Laboratorni nalez

e Zékladnim testem slouZicim k pritkazu protildtek vyvézanych na erytrocyty ne-
bo volnych cirkulujich protildtek je pfimy a nepfimy antiglobulinovy (Coomb-
stiv) test. Pro pfitomnost intravaskuldrni hemolyzy své€d¢i kromé zvySeného
mnoZstvi volného hemoglobinu v plazmé a pfitomnosti hemoglobinurie
i sniZend hladina sérového haptoglobinu.

AUTOIMUNITNI HEMOLYTICKE ANEMIE (ATHA)

AIHA jsou hemolytické anémie, u nichZ je zdnik Cervenych krvinek zpisoben pFi-

tomnosti protildtek namifenym proti vlastnim krvinkdm jedince. ® Krevni obraz: sniZené hodnoty RBC, Hb, Hct, zvySeny pocet retikulocytd
Pii¢ina: Autoimunitn{ hemolytické anémie vznikaji jako disledek dysregulace ® Krevni ndtér: makrocytoza, polychromazie

kooperace mezi T- a B-lymfocyty pii procesu tzv. autotolerance, tj. rozpozndvani ® Ostani: zvy$end hladina pfimého i nepfimého bilirubinu v séru, zvySend hladi-

antigent organizmu vlastnich a cizich. Pfifina hemolyzy &asto nenf zjistitelna, &ast na volného Hb.

hemolytickych anémii mlZe byt sekunddrni pfi infekcich, zanétech, systémovych ® Moc: ptitomnost urobilinogenu

onemocnénich ¢i nddorech.

> Autoimunita je reakce imunitniho systému proti vlastnim tkdnim (krvinkdm)

vedouci k jejich poskozeni. Hemolyzu u téchto stavii vyvoldvaji protildtky, kte-
ré se tvoFi ve tkdnich vlastniho organizmu — autoprotildtky. Protildtky proti
vlastnim krvinkdm se tvoFi z riiznych pFidin porufené imunologické tolerance.
Autoproti-ldtky se vdZi na membrdnu a zpisobi zdnik Cervenych krvinek.
Etiologie vzniku vétSiny protildtek proti éervenym krvinkdm neni dosud piné
objasnéna. Casté sdruieni s lymfoproliferativnimi stavy ukazuje na urcitou
souvislost s dysfunkci imunitniho systému, ale mohou se uplatnit i jiné faktory
(Chrobdk, 2004). Zdkladnim momentem p¥i vzniku autoimunitni hemolytické
anémie je ziejmé porucha kooperace mezi pomocnymi a supresorickymi T-lym-
Jocyty a B-lymfocyty, je se uplatfiuje v procesu imunitniho dozoru, tj.
v rozpozndvdni organizmu vlastnich a cizich antigenii (Mackay, 2000; Ring
a Lakkias, 1999). Dysregulace tohoto procesu vede k nedostateéné supresi
tvorby protildtek proti viastnim antigeniim & paradoxné ke stimulaci jejich
tvorby. Antigenni podnét muZe predstavovat bakteridlni, virovd & mykoplaz-
movd infekce. Vyvoldvajicim podnétem miiZe byt i destrukce tkdni zpisobend
infekci i zdnétem, jeZ vede k vyplaveni tkdfiovych antigenii, které se jen z¥id-
ka dostdvaji do cirkulace a nepodléhaji procesu autotolerance (self-toleran-
ce), Ci antigenii, které nejsou exprimovdny v éasné ontogenezi, kdy vyse zmi-
nény proces tolerance probihd (nap¥. li-antigenni systém erytrocyti).
Monocyty, makrofdgy ¢i B-lymfocyty tvoFi tzv. antigen prezentujici buriky, jeZ
nabizeji antigen po jeho digesci na peptidy a vazbé na molekuly hlavniho his-
tokompatibilniho systému (MHC) I1. tFidy za spoluli¢asti stimula¢nich molekul
ThO pomocnych lymfocytii. ThO-lymfocyty se po kontaktu s antigenem mohou
pFeménit ucinkem cytokini na Thl-lymfocyty, ucastnici se autoimunitni
a zdnéthivé reakce, &i na Th2-lymfocyty, majici duleZitou vlohu v autoimunitni
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Klasifikace ATHA

Hemolytické anémie s tepelnymi i chladovymi protildtkami mohou vznikat jako
idiopatické bez prokazatelné vyvoldvajici piiciny, ¢i jako sekunddmi v navaznosti na
infekci nebo v priib&hu zejména nddorovych ¢i autoimunitnich onemocnéni. Zv1astni
skupinu tvoii polékové autoimunitni hemolytické anémie, pfi nichZ piisobi 1€k jako
hapten &i tvoff imunokomplexy vaZici se na povrch erytrocytll nebo pusobi jako sti-
mulétor tvorby protilétek proti nékterym antigeniim erytrocytarni membrény.

1. AIHA s tepelnymi a chladovymi protilatkami
(Odlisuji se podle toho, p¥i jaké teploté dochdzi k interakci protildtky s Cervenou kr-
vinkou.)
O s tepelnymi protildtkami

Bm idiopatické

B sekundérni

# hemolytické anémie indukované léky
O s chladovymi protilatkami

B s vysokym titrem chladovych aglutinini

B paroxyzmalni chladovd hemoglobinurie (PCHH)
U s tepelnymi a chladovymi protildtkami

2. Polékové hemolytické anémie na imunitnim podkladé

(Jsou vysledkem interakce mezi lékem, protildtkou a komponentami erytrocytdrni
membrdny.)

U hapténovy typ

O imunokomplexovy typ

U novotvorba antigenu

U alfa metyldopovy typ
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1. ATHA S TEPELNYMI A CHLADOVYMI PROTILATKAMI

¢ AIHA s tepelnymi protilatkami

Maji optimum ucinnosti pfi 37 °C, z 99 % jde o protildtky tiidy IgG. Tepelné
protildtky jsou namifeny nejcastéji proti antigenim Rh systému, vzdcnéji pak proti
ostatnim antigentim krevnich systémi.

Deélf se na:

B idiopatické

W sekunddrni (lymfoproliferace, jiné nddory, autoimunitni choroby, virové in-

fekce, imunodeficience)

> Tepelnd zdvislost této reakce se vysvétluje zménami konformace molekul auto-
protildtky tvoFici sou¢dst membrdny Cervené krvinky. PFi 37 °C je antigen ,,za-
noren* do membrdny, pFi nizSich teplotdch se viivem zménéné konformace ,,vy-
no¥i“. Je pozitivni pouze pFimy Coombsiv test, ktery je zdvisly na titru
protildtky. Titr chladovych protildtek se zvysi aZ na hodnoty kolem 10°—106,

Laboratorni nilez

® Krevni obraz: normocytové, nékdy makrocytovd anémie, miZe byt leukocytoza
s neutrofilif, retikulocytoza

® Krevni ndtér: sférocyty, anizocytoza, polychromazie, u té€Zkych stavii pfitomny
normoblasty

® Kostni dFefi: ob&asny ndlez megaloblastt

@ Cytochemie: sideroblasty v normalnim aZ zvySeném poctu

® Ostatni: zvySen nepfimy bilirubin, osmotickd rezistence sniZena (imérné
k poctu sférocyti), autohemolyza pozitivni, pozitivnf pfimy Coombstiv test, pfi
vysokém titru je pozitivni i nepfimy Coombstv test.

¢ AIHA s chladovymi protilitkami

Optimum u¢innosti pii 0—4 °C, ale jejich reaktivita se mtiZze projevit jiZ pri tep-
loté€ pod 7 °C, jde hlavné o protilatky IgM. Protilétky typu IgM maji asi v 90 % spe-
cificitu anti-I, ve zbylém procentu anti-i.

DéIf se na:
AIHA s vysokym titrem chladovych aglutinini
® idiopatické
B sekunddrni: akutni (v souvislosti s infekci)
chronické (lymfoproliferativni stavy)

Laboratorni nalez

® Krevni obraz: normocytovd anémie sezonniho charakteru (zvyraziluje se
v chladnych mésicich roku), retikulocytoza

® Krevni ndtér: polychromazie, u tézkych stavli pfitomny normoblasty, v nit€ru
aglutinace erytrocytu
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® Ostarni: vysokd hladina chladovych aglutinind, zv§§ena hodnota volného Hb,
pozitivni piimy Coombsiiv test

Paroxysmalni chladova hemoglobinurie (PCHH)
w idiopatickd
W sekunddrni: akwni s pFechodnym priubéhem (infekce, jiné neZ syfilis)
chronickd (syfilis)

» PCHH vyvoldvaji bifdzické protildtky Donathova-Landsteinerova typu. Proti-
ldtka se za chladu navdZe na erytrocyty, v centrdlni cirkulaci p¥i otepleni krve
dojde k hemolyze. Jde o chladovou komplement fixujici protildtku tridy IgG, spe-
cifity anti-P, kterd je silnym bazickym hemolyzinem, ktery se za chladu navdZe
na erytrocyty a fixuje komplement. V centrdini cirkulaci krve pak p¥i otepleni
zplisobi hemolyzu erytrocytii. U nemocného se objevi hemoglobinurie.

& AIHA s tepelnymi a chladovymi protilatkami

Jde o velmi vzdcnd onemocnéni, kdy u nemocného s AIHA s tepelnymi protilat-
kami se vyskytuji soucasné i chladové aglutininy ve vysokém titru.

DéEl{ se na:

M idiopatické

W sekunddrni (lymfoproliferativni stavy)

2. POLEKOVE HEMOLYTICKE ANEMIE NA IMUNITNIM PODKLADE

Léky mohou zplsobit hemol§zu imunitnim nebo neimunitnim mechanismem.
Hemolytické anémie vyvolané 1éky jsou vysledkem interakce mezi lékem, protilat-
kou a komponentami erytrocytdrni membrény.

Rozli§ujf se 4 zdkladni typy:

O haptenovy (penicilinovy) typ: adsorpce na povrch erytrocytu. Lék nebo jeho
metabolit se vdZe pevné na membrénu erytrocytu a plsob{ vlastné jako hapten.
Proti tomuto membrdnovému usporddani haptenového typu se tvoff protildtky,
které reaguji s 1€kem, ale poskozujf zdroven krvinku, takZe dochdzi k jeji 1yze.
Vyskytuje se pii 16¢bé vysokymi ddvkami penicilinu.

Q Imunokomplexovy typ: tvorba imunitnich komplexii s naslednou adsorpci
na povrch erytrocytii. Lék vyvold tvorbu protilatky, kterd spole¢né s lékem
a bilkovinami plazmy vytvaii imunokomplexy, které se pak slabé vazi na uréity
antigen erytrocytu (Rh, Kidd aj.). Imunitni systém pak reaguje s timto trimernim
komplexem. Hemolyza je hlavné vyvoldna aktivaci komplementu na povrchu e-
rytrocytu. Protildtka je hlavn€ charakteru IgM, ¢éste¢né i IgG. AIHA se nachézi
u nemocnych lé€enych chininidem, chininem a stibofenem. Mechanismus miiZze
byt soucasné namifen i proti leukocytim a trombocytim.

O Neoantigenovy typ: vazba léku na membranu erytrocytu vytviri novou an-
tigenni strukturu proti které se organizmus brani tvorbou protilitek.
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Q Alfa metyldopovy typ: nemamy mechanismus. Jde zfejmg o ovlivngni T-lymfo-
cytli lékem. T-lymfocyty pravd€podobné ztrici svou supresorovou reguladni funk-
ci a to miiZe vést druhotng k tvorb& autoprotilitek B-lymfocyty. Protilatka m4 cha-
rakter IgG a je namifena proti pfirozenému antigenu ervené krvinky. ATHA se
vyskytuje u 1% nemocnych léenych a-metyldopou.

ALOIMUNITNI HEMOLYTICKE ANEMIE

wrve

Pri¢ina: mechanismus hemolyzy spoéivd v tvorbé protilitek nami¥enych proti
organizmu cizim antigeniim (organizmus se s nimi je$té nesetkal). Ty se vytvaii teh-
dy, proniknou-li do krevniho ob&hu cizi erytrocyty s antigenné odli$nou vybavou.

Aloimunitni hemolytické anémie vznikaji disledkem imunizace p¥i:
W inkompatibilni transfuzi erytrocytii
B téhotenstvi s rozdilnymi skupinovymi znaky erytrocytii matky a plodu

Laboratorni nélez
e Pozitivni Coombsiiv test a priikaz protildtek (specificita, titr)

HEMOLYTICKE TRANSFUZNI REAKCE
P¥i¢ina: K hemolyze dochdzi z diivodu nesluditelnosti krve ddrce a pFijemce.

O zavaznosti hemolytické reakce rozhoduji:
Q Protilatky — hemolytickou transfuznf reakci mohou vyvolat jen protildtky 6&in-
né pii teploté téla. TiZze hemolyzy zavisi:

B na titru protildtek
® vysoky titr — hemolyticky velmi ucinné protildtky
® nizky titr — hemolyticky méné éicinné protildtky

B na sloZeni a strukture protildtky
® IgM protildtky jsou icinnéjsi ne? IgG protildtky (IgM protildtky nastartu-

J{ aktivaci komplementu jiZ p¥i titru 100 x mensim, ne? IgG protildtky)
o IgG molekuly podtFidy 1 a 3, aktivuji komplement lépe, neZ IgG podt¥idy 2, 4
U Antigeny — nejen protilatky, ale i antigeny ovliviiuji rozsah hemolytickych reak-
ci. Hemolyza je zavisla na:

B na hustoté odpovidajicich antigenii na membrdné erytrocytu. Erytrocyty
krevni skupiny A2 (se svymi 400 tisici antigennimi misty) jsou u piijemce
skupiny O odbourdviany rychleji, neZ erytrocyty krevni skupiny Al (1.2 mi-
liond antigennich mist na membréné erytrocytl).

B na tom, zda jde o heterozygota nebo homozygota. Heterozygotni krvinky
prezivaji déle neZ homozygotni.

B na mnoistvi inkompatibilnich erytrocytii. Men$i mnoZstvi inkompatibilnich
erytrocytil je odbourdno rychleji, nez v&t§i mnoZstvi.
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Q Komplement — Intravaskuldrni hemolyza mlZe byt zastavena:
B spotfebovinim komplementu
B vycerpinim protildtky
Q Stav MFS - u extravaskuldrni hemolyzy hraje podstatnou roli konecnd kapacita
monocytd a makrofagi.
B Béhem 24 hodin jsou monocyty a makrofdgy schopny odbourat erytrocyty
z 1 krevni konzervy.
Hemolytick4 transfuzni rekce miiZze mit pribéh:
Q akutni: objevuje se béhem transfuze nebo 1-2 hodiny po transfuzi
U opoZdény: objevuje se nékolik tydni po transfuzi

Akutni hemolyticka reakce
Hemolyza miiZe zadit v buiikdch systému monocytl — makrofdgl nebo v jétrech
¢i slezing a to:
B intravaskuldrné — aktivace komplementu jen do stupné C9
B extravaskuldmé — aktivace komplementu jen do stupné C3

» Veétsinou v praxi nelze rozlisit hranici mezi intravaskuldrni a extravaskuldrni hemo-
Lyzou, protoze jde o smés riznych typii protildtek — dochdzi k jejich prekryvdni.

RozliSujeme:

A Akutnf (intravaskuldrni) hemolytické potransfuzni rekce
U Pozdnf potransfuzn{ hemolytické reakce

Q Hemolytické onemocnéni novorozenci (HON)

AKUTNI INTRAVASKULARNI HEMOLYTICKA POTRANSFUZNI REAKCE

PFi¢ina: Po krevni transfuzi dochdzi k rychlé destrukci ¢ervenych krvinek tGéin-
kem protilatek, které jsou pfitomny v plazmé pfijemce. Hemolyza se vyvold vSemi
protildtkami, které p¥i vazbé na odpovidajici erytrocytdrni antigeny aktivuji kaskd-
du komplementu.

» P¥i aktivaci komplementu dochdzi k aktivaci komplexu C5b-9. Tyto sloZky se vd-

2{ na membrdnu erytrocytu, téce ji poskozuji — hrouti se membrdnové struktury

a buriky se nici.

Projevy: JiZ po poddni n€kolika desitek ml transfundovaného pfipravku doché-
zi k prudkym bolestem v k¥iZi, pocitu svirdni na hrudi, dychavi¢nosti, nevolnosti,
zvraceni, zesinan{ v tvdfi a vyraz{ se studeny pot. Objevuje se hemoglobinemie
a hemoglobinurie. Pokud se v transfuzi pokracuje pacient ztrdci védomi a miZe i ze-
miit.

» V pFipadé, Ze se transfuze zavéas prerusi dochdzl k celkovému zlepSeni stavu.

Nemocny dostane horelku, objevi se priznaky hemolytické Zloutenky a md tma-
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vou mo¢ (Hb z rozpadlych erytrocytii). Potransfuznim hemolytickym reakcim md
zabrdnit provedeni biologického testu.

Tyto stavy vyvolavaji pfedev§im:

W protildtky tFidy IgM: anti-Le?, anti- Leb, anti-A, anti-P;, anti-H, anti-1, anti-M,
anti-N, anti-D

B protildtky tFidy IgG: anti- Jk?, anti- JkP, anti-K, anti-S, anti- Fy?, anti- Fy®

NAPROSTA VETSINA AKUTNICH REAKC{ JE ZAVINENA INKOMPATIBILITOU V SYSTE-
MU ABO V DUSLEDKU ZAMENY KREVNIHO VZORKU NEBO KONZERVY!

PROTILATKU, KTERA HEMOLYZU VYVOLALA, JE NUTNE IDENTIFIKOVAT. NENI TO
MOZNE VETSINOU IHNED, ALE AZ PO NEKOLIKA DNECH, KDY STOUPNE JEJI TITR!

POZDNI POTRANSFUZNI HEMOLYTICKA REAKCE

Hemolyticka reakce se projevi pozdéji neZ za 24 hodin. Jde o sekundérni proti-
latkovou odpovéd. Pozdnf reakce jsou velmi vz4cné.

PFi¢ina: vytvoreni protilatky proti antigenu se kter§m se organizmus jiZ setkal.
Dochdzi k tomu za 3-10 nebo i vice dni. Erytrocyty dérce se extravaskuldrné roz-
padaji a jsou odstrafiovany MFS.

Projevy:

B horecka, tfesavka

B pokles Cerveného obrazu, pozitivni pfimy Coombsiiv test

HEMOLYTICKE ONEMOCNENI NOVOROZENCU (HON)

HON je tézké onemocnéni, které se projevuje podle zdvazinosti celkovym oto-
kem plodu (hydrops fetus universalis), Zloutenkou s celkovym poskozenim moz-
kovych jader plodu, p¥ipadné hemolytic-
kou anémii vyvolanou protildtkami. T e

Pii¢ina: HON vyvoldvaji protilitky [REEEiay
vznikajici v téle matky po imunizaci in- ) 3
kompatibilnimi krvinkami plodu. Nej- Ky plede g
Castéji se jednd o systémy Rh, ABO.

& za normdlnich okolnosti: krvinky
plodu se do krevniho obchu matky
nedostavaji.

¢ v obdobi porodu nebo krdtce pred
prorodem &i za uréitych chorobnych NI
stavii  plodového koldte: dojde [NEubtifia

, . A X protildthy
k pronikdn{ Cervengch krvinek plodu
pies placentu do krevniho ob&hu mat- Vanik HON ~ Rh inkompatibilita
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ky. Dochdzi k aloimunizaci matKy a ta si za¥ne vytvéafet protilatky proti antigeniim
plodu, které sama nemd, ale které dit€ zdédilo od otce. K vycestovan{ malého
mnoZstvi fetdlnich erytrocyti do krevniho ob&hu matky dochédzi obvykle v druhé
poloviné t€hotenstvi, nejéasteji viak pii samotném porodu.

Predpokladem pro vznik HON je:

Q od otce fetem (plodem) zdédény krvinkovy antigen, ktery matce chybi

Q matka musi proti tomuto antigenu vytvdret protilatky

Q protildatky se musi dostat do krevniho obéhu fetu (pfestup pres placentu), musi
reagovat s jeho krvinkami a pfed¢asné je odbourdvat

K HON mohou vést jen takové antigenn{ rozdily, jimiZ je u matky vyvoldna
tvorba protilitek, které prochazi placentou (protilatky tfidy IgG). Protilatky tiidy
IgM jsou velké a nemohou placentou prochdzet. Do krevniho ob&hu plodu pak pro-
nikaji tyto protildtky inkompletni povahy, které se vaZi se na specificky antigen
erytrocytu a zpisobi jeho rozpad — vznikd hemolytickd anémie. Aloimunizace
vrcholi na konci téhotenstvi, kdy byvd i pronikdn{ protildtek z matCina krevniho
obghu do plodu nejvétdi — maximum v obdob{ porodu. Novorozenci jsou v disledku
prudkého rozpadu poskozenych erytrocyti postiZeni hemolytickou Zloutenkou
a zpravidla i znaénou anémi{ — hemolytické nemocnéni novorozencii.

Stupeii hemolyzy a tim i rozsah poskozeni plodu zavisi na:
B sile antigenu a stupni imunizace

B mnoZstvi protilatek

B obdobi téhotenstvi a jejich poctu

Poskozeni plodu v zavislosti na mnoZstvi protilatek je tim vétsi:
Q &im dfive vznikaji imunitn{ protildtky

O &im diive protildtky pronikaji do krve plodu

O &im vétsi je mnozstvi protilatek

Stupné HON v zavislosti na obdobi téhotenstvi:

B hemolyza v prvnich hodindch po porodu: vyménna transfuze zamezi poskoze-
ni plodu a vylou¢i vznik anémie

B hemolyza postihujici plod ~ téZ3% forma: G¢inky hemolyzy, hyperbilirubinemie
se projevi pfed porodem. Déti se rodi s t€Zkou Zloutenkou a anémif. Podobny po-
stup, ale mohou ziistat ndsledky — nervové poruchy.

B hemolyza jiZ v 1.-3. mésici: zavaZzné poskozeni plodu, ktery ztrici zdkladni pod-
minky pro zdravy vyvoj. Dochdz{ vét§inou k odumfen{ plodu béhem dé€lozniho
Zivota.

HON pti opakovanych téhotenstvich
U prvni tehotenstvi: vyskytuje se malokdy
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QU ndslednad téhotenstvi: stupiivjici se charakter zdvaZnosti, ktery u daliich t&€ho-
tenstvi md prab&h t&Z§{.

Projevy nemoci HON

B hemolyza (dosahuje vrcholu pfi porodu — zastavi se pfestup protildtek od matky)

B snifeni Hb v pupecnikové krvi (pfi sniZeni pod 120 g/l se doporuduje vyménna
transfuze, poklesne-li hodnota pod 80 g/l miiZe dojit ke smrti novorozence)

B vzestup bilirubinu (béhem tehotenstvi je koncentrace volného bilirubinu redu-
kovédna organizmem matky. Po porodu se obtizn& redukuje nevyvinutymi jatry
novorozence a jeho hladina stoupd. Pfi vzestupu na hodnoty nad 200 mg/1 hrozi
centrdlni ikterus, ktery téZce poskozuje CNS — debilita).

> Vdospélosti Zlu¢ovd barviva nepronikaji do mozku, ale u fetu a novorozencii ne-
ni vyvinuta hematoencefalickd bariéra.

Rizné formy HON

ABO inkompatibilita

PFiina: matka 0, dité A nebo B. Castéji 0/A, nez 0/B inkompatibilita. Jsou ¢as-
1€j$i neZ Rh HON, ale priibéh je pomérné lehky (nevyraznd antigenita krvinek no-
vorozenci).

Rh inkompatibilita
PFi¢ina: matka Rh—, dit&€ Rh+.

» Na 100 000 porodii p¥ipadd 10 000
Rh inkompatibilit a u nich by se moh-

lo projevit asi 500 HON. Diky pre- Matka anti D Plod
venci se vyskytuje jen 50 HON. SRR m Rh+
» Asi 1/4 Rh negativnich Zen protildtky plodu

netvoFi bez ohledu na poclet téhoten-
stvi (non responde¥i). Z jinych skupinovych inkompatibilit se nachdzi anti-K,
anti-c a anti-E protildtky.

Laboratorni nilez

® Krevnf obraz: normocytovd anémie, leukocytoza s neutrofilii, trombocytopenie,
retikulocytoza

® Krevni ndtér: anizocytoza, polychromadzie, Casto pfitomny normoblasty, u ABO
inkompatibility se nachdz{ sférocyty

® Ostatni: zvySena hladina nepfimého bilirubinu po narozeni, pozitivni pfimy
Coombsilv test.

Prevence HON
U vysetfeni genotypu t€hotné Zeny a jejiho partnera
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Q kontrolovat béhem Shotenstvi aloimunizaci matky krvinkami plodu (titr protiltek).
Q zda doslo k pfestupu krvinek plodu do cirkulace matky (Ize prokdzat pfitomnosti
krvinek HbF po porodu u matky).

HEMOLYTICKE ANEMIE NEIMUNITNI POVAHY

Hemolyza u téchto anémii miZe byt vyvolana paisobenim:
B chemickych litek (kyseliny, hydroxydy)

B fyzikdlnich éiniteli

B infekce (parazitdrni, mikrobidini)

B mikroangiopatickd hemolytickd anémie

s rMe

» Nékteré bakterie nebo jejich aktivni metabolity mohou mit hemolytické ucinky.
Mluvime pak o hemolyzinech a ostatmich hemolytickych substancich bakterii.
Hemolytické bakterie syntetizuji substance enzymového charakteru — hemolyziny,
které $tépi nékteré z fosfolipidii bunétné membrdny erytrocytu. Nejéastéji to byvd
sfingomyelin, méné Casto lecitin, kefalin, &i plazmalogen (Skalka a Votava, 1997).

Z CHEMICKYCH PRICIN

QO Hemolyza z nedostatku fosfatu — u nékterych stavi (dlouhodoba parenteraln{
vyZiva, antacida) miZe byt koncentrace fosfat v plazmé sniZena (< 0,8 mmol/l).
Tim dochdzi i ke sniZeni hladiny ATP v Cervenych krvinkdch. Erytrocyty ztrdci
flexibilitu a jsou snadno vychytdvdny MFS.

O Meéd — m&d ve zvysenych koncentracich plisobi cytotoxicky na buiiky (inhibi¢-
nf vliv na nékolik enzymi glykolyzy). Blokace enzymové aktivity dileZitych
metabolickych cest ervenych krvinek miZe vést k hemolyze.

@ Olovo - blokuje syntézn hemoglobinu a miize vyvolat anémii, podobnym zpi-
sobem jako Cu.

Q Jedy — bodnuti hmyzu nebo nékterych Zivodichll (vosa, srien, pavouk) miZe
vést k hemolyze.

Z FYZIKALNICH PRICIN

0 Rozsihlé popaleniny — vyrazné popéleniny, zvlast€ IHI. stupné vedou
k fyzikdlni a osmotické hemolyze.

O Umélé chlopné, extrakorporalni obéh — k fragmentaci nebo narudeni erytro-
cyth a nasledné hemolyze miZe také dochizet mechanickou cestou na umélém
implantovanem povrchu cév (umélé chlopné, zéplaty, cévni protézy) a pfi mi-
mot€lnim ob¢hu.

Q Pochodova hemoglobinurie — pfedpokladd se fragmentace erytrocytd pifi pri-
chodu kapildrami v plosce nohy (b&Zci a chodci na dlouhé traté).

P¥iina: zmény v membrdné erytrocytu. Pii naglapu chodidla na pevnou pod-
loZzku dochézi k mikrotraumatizaci erytrocytu a vzhledem k membranové abnormi-
t€ k nasledné hemolyze.
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INFEKCE

O Clostridium perfringens — tato bakterie produkuje exotoxin, ktery vyvold rych-
lou lyzu cCervenych krvinek aktivaci lyzolecitinu. Dochézi k sepsi, ikteru
a k intravaskularni hemolyze (hemoglobinemie, hemoglobinurie). Pokud se ne-
nasad{ antibiotika, miZe onemocnéni kondéit fatdlné.

U Maldrie — dochdzi k extravaskuldrni hemolyze. K destrukci napadenych erytro-
cytl dochdzi pfevdZng ve slezind.

U Trepanosoméza — byvd provdzena hemolytickou anémii normocytdrni
s vyraznou retikulocytozou.

MIKROANGIOPATICKE HEMOLYTICKE ANEMIE

Jde o skupinu chorob, u kterych dochézi k poskozeni drobnych cév s ndslednymi
poruchami krevniho sraZeni a tvorbou mikrotrombii. V takto pozménéném cévnim
fecisti dochdzi k poskozovani (fragmentaci) erytrocyt, jeZ podléhaji hemolyze.

» V drobnych cévdch a aterioldch dochdzi u tohoto onemocnéni k tvorbé fibrinové
sité. Erytrocyty dosedaji na fibrinovd vidkna a tlakem krevniho proudu jsou frag-
mentovdny — vznikaji schistocyty (schizocyty). Z pFetriené krvinky se &dst hemog-
lobinu dostane do obvodové krve — volny hemoglobin. Hemolyzou se uvoliiuje
tkdriovy faktor (tromboplastin), ktery ddle prohlubuje poruchu krevniho srdZeni.

Laboratorni nalez
® Krevni ndtér: schistocyty (schizocyty)
® Ostatni: zvy3end hladina volného hemoglobinu

RozliSujeme (Pecka, 2004):

m Hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) — viz nemoci krevnich desti¢ek
m Trombotickd cytopenicka purpura (TTP) — viz nemoci krevnich desticek
B Diseminovand intravaskuldrni koagulace (DIK) — viz koagulopatie

2.2.4, Anémie z kombinovanych pricin

Anémie jsou u téchto stavi pfidruZenym onemocnénim a maji vét§inou mimy
pribéh. Priciny anémif jsou riznorodé odvislé vétinou od zdkladni diagnézy. (Nd-
sledujici vylet je omezen jen na nékteré typy anémii doprovdzejici zdkladni one-
mocnéni).

Anémie z kombinovanych pri¢in nachazime:

Q # malignich nddori — malignim zmnoZenim nddorovych bunék dochézi
k potladeni krvetvorby, ke spotfebovani Zivin a k toxickému piisobeni nadoro-
vych bunék na krvetvorbu. Rozli§ujeme anémie vyvolané:
® nezralymi butikami (blasty) pfi leukemii — infiltrace dfené, krvdcen{
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B nidorovymi buiikami - v kostn{ dfeni mohou byt buiiky jinych nddort (me-
tastazy)

m osteomyelofibrosou — zmnoZeni vaziva v kostni dfeni

Q u chronickych infektii a zdnéti — anémie je provdzena sniZenou koncentrac{ Ze-
leza v séru, ale normdlnim nebo zvySenym mnozstvim Zeleza
v retikuloendotelidlnich bunikdch. Erytrocyty pfi chronickych infekcich
a zanétech maji zkracenou dobu Zivota a z nepfili§ jasnych divodi je sniZena
produkce EPO, coZ déle prispivé k rozvoji anémie.

» Pri infekcich dochdzi ke zvySenému vyplavovdni granulocyni, kieré obsahuji ve
zvySené miFe laktoferin, jeZ md vétsi afinitu pro Zelezo neZ transferin a proto vy-
vazuje na sebe vétiinu Zeleza:
® u chronickych chorob jater a u alkoholikii
e v téhotenstvi
® systémovych chorob pojiva
® u nemocnych pFi infekci HIV
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3. NENADOROVE ZMENY V BiLE KREVNI RADE

(Reaktivn{ stavy)

Reaktivni zmé&ny bilych krvinek jsou stavy, pii kterych dochdzi z riiznych p¥i-
&in ke zméndm v poltu a rozpodtu leukocytii. MiiZe dochézet k vyplavovani mlad-
§ich vyvojovych forem granulocytamni fady z marginiinich nebo dfefiovych poold.

Kvantitativni a kvalitativni zmény bilé Fady
Za chorobnych stavii mohou nastat zmény v bflém krevnim obrazu a to:
M v poctu leukocyti
M ve funkci leukocytii (granulocyti, monocytt a lymfocytl)
B v jejich vzdjemném zastoupeni (diferencidlnim poctu leukocyti)

POCET LEUKOCYTU

SniZeny pocet leukocytl v periferni krvi pod fyziologické hodnoty se nazyva
leukopenie, zvy$eny pocet leukocytil leukocytoza.

V_OBVODOVE KRVI

zvys en smzen
I < Poiet leukocyti— RN

Normalni

Pti zméné poctu leukocytii dochdzi vétSinou i ke zméné jejich vzdjemného po-
méru, méni se jejich diferencidlni pocet.

FUNKCE LEUKOCYTU

Poruchy funkce leukocytill se projevuji sniZenou obranyschopnosti organizmu
proti infekcim. Vyskytuji se méné &asto neZ poruchy jejich poltu. Pocet leukocytii
mulZe byt pii jejich poruené funkei normélni, obvykle je v8ak sniZeny nebo zvyse-
ny. Tato ¢dst je popsdna v kapitole ,,Funkce a fyziologie leukocyti*.
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DIFERENCIALNI POCET LEUKOCYTU

-,

ZM ROZPOCTU LEUKOCYTU V OBVODOVE

Normalni

Neutrofilie Rt e aa ]

Lymfocytozy z"yfe"" s'”" OB Neutropenie
Eozinofilie nozpoce . Lymfopenie
Bazofilie zastoupeny zastoupeni | 2

chybéni | granulocytii

Agranulocytéza

1. Zmén Cctech bunék bilé ¥

LEUKOCYTOZA

Leukocytoza je stav, pii kterém celkovy pocet leukocyti je pFechodné zvysen
nad hodnoty 10 . 10°/1, ziidka pak nad hodnotu 50.10°/1. U lehkych leukocytoz jde
vétSinou o vzestup absolutniho poctu neutrofilii.

Vyskyt: bakteridln{ infekce, intoxikace téZkymi kovy (Pb, Hg) nebo 1éky a né-
které krevn{ choroby.

LEUKOPENIE

U leukopenickych stavi byvd celkovy pocet leukocytii sniZen pod jejich nor-
mdlni hodnoty < 4.10%1. Leukopenie byva nejcastéji vyvoldna snifenim absolutni-
ho poctu neutrofilii (neutropenie) nebo lymfocytii (lymfopenie).

Vyskyt: nékteré infekce, dferiové dtlumy, 1é¢ba cytostatiky.
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NEUTROFILIE

Neutrofilie u dospélych osob znamen4 zvySeni neutrofilt nad hodnoty 8 . 10°4,
v nékterych piipadech az 40 . 109/1.

Pridina: neutrofilie vznikd jako disledek zvySené tvorby neutrofilti nebo zvyse-
ného vyplavovéni neutrofildl z dfefiového poolu & pfesunem z marginélniho poolu

do ob&hu (Kubisz, 2006).

Vyskyt: infekce: bakteridlni, mykotické, mén& <&asto virové, fyzikdini

Moxs

gické choroby (hemolytické anémie, myeloproliferativni stavy), poskozeni tkdni
(popéleniny, operace), metabolické poruchy (diabetes mellitus).

NEUTROPENIE

Neutropenie jsou takové stavy, u kterych dochézi k poklesu absolutnich hodnot
zralych neutrofilnich granulocytd pod podty 1,5.10%1 (u dospélych). Neutropenie
mohou byt vrozené i ziskané.

Vyskyt: vrozené neutropenie vznikaji nejastéji v disledku defektu na vrovni
pluripotentni kmenové buriky a déle pFi poruchdch vyzrdvdni granulocytdrni Fady.
Ziskané neutropenie se nachdzi u nemoci, u kterych dochdzi k vytvoteni patolo-
gického klonu na vrovni kmenové buiiky (leukemie), u stavi s neefektivai granulo-
poézou (nedostek B, a kyseliny listové), u nekterych virovych (hepatitidy, infekén{
mononukledza) a bakteridlnich infekci (salmoneldza, tbc), u nékterych imunitnich
onemocnéni, po poddn{ nékterych lékii (sulfonamidy, penicilin aj). a z riznych fyzi-
kdlnich (zéTeni) a chemickych p¥i¢in (t€2ké kovy Pb, Hg).

CYKLICKE NEUTROPENIE
U cyklické neutropenie dochdzi opakované v uréitych éasovych intervalech
k neutropenii, kterou provdzi infekce. Jde o cyklické zmény nejéastéji po 20 dnech
a nékdy i v nepravidelnych obdobich. Onemocnéni postihuje ob& pohlavi.
Pricina: neni zndma. Predpoklddd se, Ze by mohlo jit o poruchu zpétnovazeb-
nich mechanismi plisobicich na kmenové buiiky bilé fady.

pocet
neutrofili
(10°71)

10 +

20 40 60 80 dny

» SniZeni podtu granulocytii v periferni krvi se nazyvd granulocytopenie. Pokud
dojde k vyraznému sniZeni granulocytii nebo k jejich viplnému vymizeni tak se
tento stav nazyvd agranulocytoza. PFi¢inou granulocytopenie i agranulocytozy
Je téZkd neutropenie.

AGRANULOCYTOZA

Agranulocytoza byla poprvé popsdna jako samostatnd klinickd jednotka v roce
1922 Schultzem.

P¥i agranulocytoze dochdzi k ndhlému sniZeni granulocytii, zejména neutrofi-
lii pod hodnoty 0,5 . 10 ?/l, pfipadné miiZe dojit aZ k jejich ipinému vymizeni
z obvadové krve. Onemocnén{ provédzi obvykle projevy prudké infekce (horecka,
schvicenost, zdnétlivé zmény).

Vyskyt: dietiové Gtlumy, polékové agranulocytozy.

EOZINOFILIE

Eosinofilie jsou stavy,u kterych dochdz{ ke zvySeni po¢tu eozinofilnich granulo-
cytd nad hodnoty 0,5 . 10 %/1.

P¥icina: Eozinofilie je reakce na specifickou T bun&&nou imunitnf odpovéd, na-
mifenou hlavné na zevni alergeny nebo na parazitdrni, vyjimecné mykotické ¢i bak-
teridln{ infekce.

Vyskyt: Eozinofilie mohou vyvolat nékterd alergickd onemocnéni, dermatitidy,
tumory, paraziti (maldrie, toxoplazmézy, filariézy). Nachézi se i pfi hypereozinofil-
nim syndromu u nékterych gastrointestindlnich nemoct, u né€kterych virovych nemo-
cf (infek¢ni lymfocytoza a monocytoza), u nékterych vrozenych chorob spojenych
s eozinofily (familiarni a hereditarni eozinofilie).

» Polet eozinofili v krvi kolisd v zdvislosti na véku nemocného, denni dobé, nd-
maze a vlivech okolniho prostiedi. Pocet eozinofilii je nejniZsi rdno a nejvyssi
v noci — rozdily mohou dosahovat aZ 40 %.

EOZINOPENIE

Byva zfidka diagnostikovana, protoZe k jejimu odhalen{ je potieba specidlni me-
todou zjistit absolutni pocet eozinofili

Vyskyt: nachdzi se u prudkych a t€zkych infekci (napf. u bfiSntho tyfu),
u kterych dochédzi k uvoliiovani nebo poddvéni adrenalinu nebo nadledvinkovych
hormont. Vyskytuje se téZ u n€kterych zanétovych reakef a u nékterych virdz.

BAZOFILIE
Pod pojmem bazofilie rozumime zvy$en{ absolutniho poctu bazofild nad hodno-
tu 0,05 . 10 °/1.
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Vyskyt: alergické reakce i polékové, infekce (spalniky, plané nestovice), zdnéty,
myeloproliferativni stavy (CML, PV), ozdfeni (asi u 5-10 % stavd po ozdfeni).

» Bazofilie je pomérné vzdcnd. Bazopenie nemaji diagnosticky vyznam.

MONOCYTOZA

Za monocytozu se povazuje takovy stav, u kterého dojde k navyseni absolutni-
ho zastoupeni monocytd nad hodnotu 0,95 . 10°/1.

Vyskyt: infekce (tbc, endokarditida, brucelosa), nékterd hematologickd onemoc-
néni (MDS, cyklické neutropenie, chronickd myelomonocytarni leukemie) a jako
doprovodny pFiznak dal§ich nemoci (revmatoidni artritida, kolagenézy, malignity).

MONOCYTOPENIE

Za monocytopenie lze povaZovat takové stavy, u kterych dochéz{ k poklesu ab-
solutniho po¢tu monocytl pod hodnoty 0,3 . 10%/1.

Vyskyt: Iléky (zejména kortikoidy — mohou ovlivnit signdly, které vedou
k aktivaci monocytdrni linie) hematologickd onemocnéni (aplastickd anémie, vlasa-
tobunécnd leukemie, perniciézni anémie).

LYMFOCYTOZA

Lymfocytoza je stav, u kterého dochéazi ke zvySeni absolutniho poctu lymfocyti
nad hodnoty 4 . 1091 u dosp&lych a 7 . 1091 u déti. U lymfocytoz nebyvé zpravidla
zvysen celkovy pocet leukocytd.

» Je nutné odlisit relativni lymfocytozu pFi nizkém poctu neutrofili. Déti reaguji
lymfocytozou tam, kde dospéli neutrofilii.

Vyskyt: virové infekce (infekéni mononukledza, hepatitidy, HIV, cytomegalovi-
rové infekce), bakteridlni infekce (tbc, brucelosa), endokrinologické pFiciny,
alergie (ITP, autoimunitni hemolytickd anémie), hyposlenismus.

LYMFOPENIE
Za lymfopenii se povaZuje takovy stav, u kterého dochdzi k poklesu lymfocytd
pod hodnoty 1,0 . 101 (u dospélych) a 1,5 . 10%1 (u dét).

» Je nutné rozliSovat, zda se jednd o pokles T- nebo B-lymfocytii.
PFi¢ina: miZe jit bud o sniZenou tvorbu nebo zvyienou destrukci lymfocyti &i
o intestinaln{ dbytek lymfy.

Vyskyt: aplastické anémie, ionizaéni zdFeni, toxické ldtky, infekce (virové,
AIDS), léky (kortikoidy, cytostatika).
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INFEKCNI MONONUKLEOZA

Onemocnéni bylo poprvé popsdno Pfeifferem r. 1889.

Infek¢ni mononukle6za je akutni infekéni onemocnéni vyvolané prevdzné virem
EPSTAEIN-BARROVE (80 %), v 10 % Cytamegalovirem (CMV) a v nékterych
pfipadech lidskym herpetickym virem 6. Postizeni vede k lymfoproliferaci
a hyperplazii lymfatické tkané.

Pri¢ina: Virovd infekce vyvold postifeni B-lymfocytii, pFi kterém dochdzi
k tvorbé riznych imunoglobulinii, véetné heterofilnich protilitek. Z bun€k
imunitniho systému majf jediné lymfocyty B receptory odpovidajici na antigeny
EBV. Na pozménéné lymfocyty B, které maji na svych receptorech EBV reaguje
imunitnf systém aktivaci a proliferaci cytotoxickych a supresorovych T-lymfocytd.
Tyto ,.blasticky transformované buinky plsobi cytotoxicky na lymfocyty
B infikované virem EB.

PrevdZznd ¢ast abnormdlnich lymfoidnich buné€k (,,Jymfomonocytiarniho charak-
teru®) vykazuje povrchové znaky T-lymfocytd (Penka a spol., 2001).

Laboratorni nilez

® Krevni obraz: v potétecni fazi mirnd leukopenie, kterd pfechézi v dalsf fazi do
leukocytozy (10-20 . 10 9/1), miiZe byt i mirn4 trombocytopenie, nachdzi se
neutropenie i neutrofilie, v rekonvalescenci se zjist'uje eozinofilie.

® Krevni ndtér: lymfocytoza — pritomnost atypickych mononukledrnich bunck
(morfologicky zménéné T-lymfocyty — obtizné se daji odliZit od monocyti).

® Kostni dieri: bunééné€ bohatd, pfitomny atypické lymfoidn{ burky

e Titr protildtek proti EBV: vysoké hodnoty

® ELFO: vzestup anti-VCA ve tfide 1gM

Atypické lymfoidni buiiky
Buriky maji kulaty nebo nepravidelny tvar. Pfitomno vét§inou perinukleolarn{

projasnéni, které prechdz{ do cytoplazmy.

® Priimér: 15-22 ym.

® Jddro: uloZeno centrdlné nebo exentricky. Tvar jaddra miZe byt kulaty, ledvino-
vity, ovalny nebo lalo¢naty. Jaderny chromatin vétSinou hutny s tmavé barvitel-
nymi shluky.

Atypické lymfoidni formy (atypické reaktivni lymfocyty vlevo a lymfomonocyty vpravo)
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® Jadérka: obvykle pfitomna

e Cytoplazma: tmavé bazofilni, v&t§inou bez granulace. Jen vzécné se mohou vy-
skytnout jemnd azurofilni granula. Vakuoly nejsou piitomny, ale pénovita struk-
tura cytoplazmy je miliZe pfipominat

AKUTNI INFEKCNI LYMFOCYTOZA

Jde o pomémeé vzicné onemocnéni, nejasného piivodu, se stiednim nebo znad-
nym zmnoZenim lymfocytii (na hodnoty 20-100. 10 °/l). Lymfocytoza pretrvivé
vét§inou 2-5 tydnd, nékdy aZ n&kolik mésici.

Laboratorni nilez
e Nachdzi se vétsinou leukocytoza s lymfocytozou.
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Reaktivni ilé radé

POSUN K MLADSIM VYVOJOVYM FORMAM

Pri posunech k mlads$im v§vojovym formdm jde o reaktivni zmény v bilé krve-
tvorb€, charakterisované zmnoZenim mladSich vyvojovych forem granulocytdrni
Fady.

Laboratorni nélez o i

® Krevni ndtér: nachdzi se zde veéts{ | ,
mnoZstvi ty€ek, mohou byt pfitomny |
i metamyelocyty a myelocyty.

® Kostni{ drern: dochdzi k posunu
v zastoupeni méné€ zralych forem
(metamyelocytll, myelocytil, promye- |5
locytt) na tkor vyzrdlej§ich forem . -
(tyde, segmenty). ™ \:‘ £y

Posun k mlad$im vyvejovym formam

Pri¢ina: Posun k mlad$im formam
odrazi zvySené poZadavky organizmu na leukocyty, ktery se projevuje jejich zvySe-
nou tvorbou v kostni dfeni. To miiZe v nékterych p¥ipadech vést k vyplavovdni mé-
né zralych forem do periférie.

Vyskyt: t€7ké infekce, otravy, krvéceni, hemolyza.

Pri posouzeni, zda jde o posun k nezralym nebo vyzrdlym formdm granulocy-
tdrnf fady lze pouZit Hynkovo &islo, které reprezentuje primérny stav segmentace
v granulocytu. Vypocte se podle vztahu:

Pocet jadern§ch segmentii ve 100 granulocytech

Hynkovo dislo =
ynk 100

e Fyziologické hodnoty: 3—4 segmenty/1 granulocyt (primér 2,73)

Mai-li Hynkovo &islo hodnotu:

B <3 - miZe jit o posun k nezralym formam
B >4 — miZe jit o posun k vyzrdlym formdam
B > 6 — miZe jit o kypersegmentaci

LEUKEMOIDNI REAKCE

Leukemoidnf reakce se projevuje jako reaktivni zména s normdlnim, snizenym,
nebo zvySenym podtem bilych krvinek (ndkdy zvySenim aZ na 50.109/1)
a vyplavenim riizného poctu nezralych bunék bilé Fady (tyek, metamyelocytd,
myelocytd, promyelocytli, myeloblasth a lymfoblasti).
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Vyskyt: infekce (pneumonie, sepse, TBC, infek&ni mononukle6za), hemoblasto-
zy a nadorovd onemocnéni (regenerace dfené), reakce na léky (napf. kortikoidy),
t€zké krvdceni, hemolyza, intoxikace (otrava rtuti, popéleniny).

» Projevy onemocnéni je nutné odlisit od CML

LEUKOERYTROBLASTOVA REAKCE

U tohoto stavu se jednd o reaktivni zmény, u kterych se v obvodové krvi vedle
méné zralych bunék granulocytdrni fady objevuji i jaderné prekurzory éervené ia-
dy (orto- a polychromnf erytroblasty).

Vyskyt: myelofibrésa, lymfoproliferativn{ stavy, megaloblastové anémie, t8Zké
hemolyzy, metastizy karcinomu do dfené.

LEUKOCYTARNI BIOLOGICKA KRIVKA

(Schillingova krivka)

Jde o reaktivni zmény pozorované u vét§iny infekci a zdnétii. Kfivka m4 3 féze:

[ bojovd — na zacitku onemocnéni se pozoruje leukocytoza se vzestupem neutro-
filnich granulocyti a se zvy$enym zastoupenim ty¢i, n€kdy i myelocytd
a metamyelocytd.

QA obrannd — zpravidla 4 ~7. den se objevuje monocytoza.

U ozdravnd — zmnoZeni lymfocytil a eozinofilnich granulocyti.

REAKTIVNI STAVY — PREHLEDNA TABULKA

STAV WBC TYPY BUNEK

Normélni rozpodet N | SEG-LY-MO-EO-BA-TY

Eosun k ml. formdm H | SEG-LY-MO-EO-BA-[1 TY-MMY-MY]|
Leukemoidni reakce | N,H,L SEG—LY—MO-EO—BA-H TY-MMY-MY-PRO-M

Leukoerytroblast. reak| N, H, L{ SEG-LY-MO-EO-BA-[ t TY-MMY-MY-PRO-BL |
+ orto- a polychromni erytroblasty

Leukocyt. biol. kiivka
1. faze H |SEG-LY-MO-EO-BA-[t TY-MMY-MY|
2. féze N | MONOCYTOZA

3. faze N | LYMFOCYTOZA A EOZINOFILIE

H — vysoky, L — sniZeny, N — normdlini poéet leukocytii (WBC)
Typy bunék uvedené Cervené a v rdmecku jsou u téchto stavii vyplavovdny do obvodové krve

POSUN KE ZRALYM VYVOJOVYM FORMAM
Jde o reaktivni zmény pozorované pti vyrazném vyplaveni neutrofilit 7 margi-
ndlniho poolu nebo pri nedostatku nékterych latek potfebnych pro krvetvorbu.
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Laboratorni nilez

® Krevni obraz: nachdzi se granulocyty s vét§im poétem segmentd v jadfe, Casto
se vyskytuji i hypersegmentované formy.

® Kosini dferi: ve v&tS{ mife se nachdzi v granulocytli vyzralé formy na tikor mé-
n€ zralych forem.

e Vyskyt: megaloblastové anémie, sepse.

REAKCE NA STRES

Pri z4t€Zi organizmu stresem (chlad, infekce, psychickd zdtéz) dochazi
k vyludovéani hormont (ACTH, kortikosteroidd) z hypofyzy a nadledvin. Vyplaveni
t&chto hormond vede k poklesu eozinofilnich granulocytii a lymfocyti
a k relativnimu vzestupu neutrofilnich granulocyti.
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4. NADOROVA ONEMOCNENI KRVETVORBY
4.1. Akutni leukemie (AL)

Akutni leukemie byly jako samostatnd klinickd jednotka popsdny jiZ v r. 1857
Friedriechem (Friedriech, 1857).

Akutni leukemie predstavuji heterogenni skupinu zhoubnych onemocnéni kr-
vetvorby, kterd vznikd maligni transformaci hematopoetické kmenové buriky. Jde
o vicestupnovy proces, ktery miZe byt zahdjen transformaci jedné, ale nejvyse né-
kolika hematopoetickych kmenovych bunék (Henderson, 1996). V organizmu pak
vedle sebe existuj{ dvé populace bunék (normdln{ a leukemickd).

Defektem patologické bunécné populace je maturaéni a diferenciatni porucha
a zvySend proliferacni aktivita. Porucha vyzrdvani je zplisobena blokddou diferen-
clace, jeji pfiCiny nejsou zndmy. ZvySend proliferace je vyvoldna produkty altero-
vanych gend, kédujicich intraceluldrni signdlni molekuly. Soucasné dochézi i
k inhibici (Klener, 2003).

» Proliferace blastii za fyziologickych podminek podléhd pFisngm autoregulaénim
mechanismiim. U akutni leukemie se jejich proliferace vymykd fyziologické au-
toregulaci (Appelbaum, 1999).

Pyicina: Ptficina vzniku akutni leukemie nenf zndma, mé pravdépodobné kom-
plexni povahu a na vzniku malignity se podileji:

m vnéjsi faktory

B vnittni faktory

vnéjsi .y

. or{ko ennf vi é vnitini

. ionizgéni zéig;i ' « reparatnf schopnost DNA
4 * imunitni mechanismy

¢ kancerogeny

» Virovy piivod leukcz byl zjistén u mysi, slepic a hovéziho dobytka — vétSinou vi-
rus RNA. Po vybuchu atomové bomby v Hirosimé a Nagasaki se objevil zvyseny
vyskyt leukemie zejména u lidi mlad§iho véku a u téch, co byli blizko epicentra
vybuchu (Whitaker a Holmes, 1998).’

U leukemii dochdzi k prestavbé DNA, vznikd novy gen, ktery je zodpovédny
za maligni pfeménu bunky a eventudlné za vznik leukemie.

V rémci inefektivni hematopoézy pak dochdzi ke zvySeni proliferace mutova-
nych bunék. Zvysend proliferaéni aktivita vytvafi prostor pro dal§i mutace
a karyotypové aberace. Kritickjm nahromadénim genetickych poruch miZe vznik-
nout leukemicky klon s autonomni prolifera¢ni aktivitou (Willman, 1999).
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Normalni hematopoeticka kmenova buitka

:

Abnormalni klonus
Vyhoda riistu 1 Vzriistd genetickd nestabilita
Novy klon

Expanze klonu 1 Utlum normdlni krvetvorby

Leukemicky klon

1 Selhdni normdini krvetvorby

Leukemie

Krvetvorba u akutni leukemie

Zatimco normdlni krvetvorba je charakterizovdna uréitou stilosti buné&nych
systému (uréitd &dst bunék zanikd a urcitd &dst se jich tvoFi), u leukemie ptevladd
tvorba a hromadé&ni leukemickych bun&k nad jejich zénikem. GeneraCni Cas nado-
rové bufiky (Sasovy interval mezi dvéma mitézami) je oproti generaénimu €asu nor-
maélni buriky prodlouZen (Lowenberg a spol., 1999).

» Po opakované léGbé cytostatiky se rychleji obnovuje krvetvorba.

normahi krvetvorba

e >

leukemicka krvetvorba

4 4 _ 10] "—10 12
I] D X 4 < | leukemickych
N blastii

Nartistajici buné¢na proliferace leukemickych buné&k klade velké niroky na me-
tabolizmus organizmu a infiltrujici burky narusuji funkci postiZenych organd. Ané-
mie, leukopenie a trombocytopenie jsou zdvaznymi diisledky této infiltrace a jsou pii-
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Cinou Castych infekef a krvacivych syndromi. U v&tSiny nemocnych se pak tvofi vi-
ce leukemickych bunék, neZ jich zanik4 a ty se pak ve zvySené mife nachdzi:
O v kostni d¥eni
O v obvodové krvi
B Nahromadéni leukemickych bun&k zpisobi
naruSeni a potlaleni normdlni krvetvorby —
vznikd nedostatek konenych bunéénych pro-
duktd krvetvorby (erytrocyty, desti¢ky, granu-
locyty). Cytopenie pak vyvol4 klinické projevy
onemocnéni.
B Leukemické bunky dale infiltruji do nékterych, |
predevsim hematopoetickych orgéni a hroma-
di se v nich. Jednd se zejména o tyto orgény:
W slezina, jatra, lymfatické uzlin
B Soulasné dochizi k zastaveni dalsi dirferen- &
ciace (napf. u n€kterych forem akutni myeloid- | : :
ni leukemie dochdzi u granulocytdrni fady A - vlevo normélni slezina
k zastaven{ diferenciace jiz ve stadiu myelo- U mysi, uprostfed a vpravo

leukemické sleziny
blastu nebo promyelocytu). B - kostni dFeit u my3i

s leukemii
TUPNA TRA TNI DRENE L EUKEMICK YMI BUN
S O O O
080 00008\ 0.0o OOO.8
& oOOO OOO%.OOOO
L0303 00600 O30 O @0Q°
@) W, @) o
O ® O) [ 4 0
@80(%80 (Yo O:.Ozo [ e
S oL 500 e 3 se
©@0g ©C 000" ) 00g ® 0%
@ leukemické busiky Anémie
O normdini krvetvorné buriky %’.?:‘n‘:)lgcc;'gg::::

Leukemické buiiky

Leukemické buriky se ¢asto nachdzeji v riznych fazich bunééného cyklu, kdy
maji odli¥ny obsah DNA, RNA, proteint aj. To vie pfispivé k tomu, Ze populace
leukemickych bun€k vykazuje zna¢nou heterogenitu.
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DIFERENCIACE LEUKEMICKE BUNKY MYELOIDN{ RADY

prestavba DNA diferenciace, maturace
. 3 & b . A [ &
> (69> (60) > () >
CFU-S CFU-GEMM  CFU (uni, bi, tri) patologicka vyzralé dif.
progenitorova b. buriky

Podle schopnosti sebeobnovy a proliferace leukemickych bunék mitZeme rozli-
§it 3 druhy niadorovych bunék:

QO nadorové buiiky s neomezenou schopnosti proliferace (a)

Q nadorové buniky s omezenou schopnosti proliferace (b)

Q n4dorové buiiky bez schopnosti proliferace — pieZivaji a posléze odumiraji (c)

~

cas
¢ o.o TR X
e o
o0 00 ® 6 00
00000000 ' O O OO YO O O O
a b c

» Zastoupeni téchto tFi skupin nddorovych bunék se méni v pribéhu onemocnéni.
Zpoldtku previddaji prvé dvé skupiny bunék (a, b), u rozvinuté formy onemoc-
néni pak posledni stadium (c).

Leukemické buiiky se lisf nejen schopnosti proliferace, ale pfi ¢4ste€né schop-
nosti vyzrdvani se mohou li§it i morfologicky.

Typy blastd u akutnich leukemii:

B Typ I - blasty bez azu-
rofilnich granul s vy-
razn€ vysokym pome-
rem jadra vaci
cytoplazmé. V jddre
vyraznd jadérka.

m Typ II - blasty s néko-
lika azurofilnimi zrny,
s men$im jadrem v po-
rovndni s cytoplazmou. Typ1
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B Typ III — podobné blasty jako II typ, ale s vét§im podtem granulf (> 20).

» VérSina lymfoblasti neobsahuje granule a je proto Fazena k typu I. Myeloblasty
typu I jsou menst neZ ostatni myeloblasty, maji mirné kondenzovany chromatin
a mens$i podil cytoplazmy.

Rozdéleni AL
Podle toho, zda leukemick4 transformace postihuje buitky myeloidni nebo lym-
fatické fady se akutni leukemie déli na dva hlavni typy:
U myeloblastické (AML) — vznikaji na drovni CFU-GEMM nebo na tirovni dale
diferencovanych progenitorovych bunék
Imunofenotypizace: antigeny myeloidni fady - MPO, CD13, CD33, Cdw65
QO Ilymfoblastické (ALL) — vznikaji na irovni mlad$ich stadif lymfoidnich bunék.
Imunofenotypizace: B linie — cCD79a, CD19, cCD22
T linie — CD2, ¢CD3, CDS5, CD7
RozliSeni AML a ALL m4 znacny vyznam pro volbu 1é¢ebné strategie.

4.1.1. Klasi kutni kemii

FAB (FRENCH-AMERICAN-BRITISH) klasifikace akutnich leukemii

V roce 1976 navrhla francouzsko-americko-britskd kooperativni skupina klasi-
fikaci na zdkladé vySetfeni nétéru periferni krve a kostni dfené barvenych panoptic-
kym barvenim za pouziti cytochemické detekce depozit, ¢i enzymu v bunkach.

Tato klasifikace byla opakované revidovana v letech 1982, 1985 a 1990.
RozliSuje sedm subtypi AML (MO-M7) na zdklad& vySetfeni ndtéru periferni krve
a kostnf dené ve sv&telném mikroskopu. Typ M1-M3 se 1i${ stupném maturace.
Pozd€ji po rozsifeni palety vySetfeni se pro pFisluSnost nddorovych bunék k urdité
vyvojové Fadé krvetvorby vyuZivaly tyto znaky:

B Morfologické

B Cytochemické

B [munologické

B Molekuldrné biologické

B Cytogetické

S rozvojem téchto novych diagnostickych metod (imunofenotypizace, cytoge-
netika a molekuldrni biologie) byla kooperativni skupinou navrZena integrovand
klasifikace:

MORFOLOGICKO-IMUNOLOGICKO-CYTOGENETICKA
(MIC: Morphology-Immunology-Cytogenetic)

Koncem 90. let se objevuje pod patronaci WHO snaha o sjednoceni viech nd-
dorovych onemocnéni v hematologii a tedy i skupiny leukemii. Klasifikace byla
publikovédna v roce 2001.
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KLASIFIKACE AKUTNICH LEUKEMII - WHO 2001

Rozdil mezi FAB a WHO klasifikaci spo¢ivd zejména v rozdilném pohledu na
klasifikaci akutnich leukemii. U WHO Kklasifikace je kladen rozhodujici diraz na
genetické a molekuldrné genetické odchylky.

Rozdily mezi WHO a FAB klasifikaci:

QO u FAB Kklasifikace se podle pivodniho doporuceni podet blastickych elementd
v kostni dfeni poitd z nonerytroidnich bunék, u WHO klasifikace ze viech ja-
dernych elementt.

QO FAB Kklasifikace pro diagnézu akutni leukemie vyZaduje alespot 30 % leuke-
mickych blasti, u WHO postacuje 20 % blastt.

Q Tato hlediska neni nutné pro diagnézu AML naplnit, jestliZe se zjist{ typickd cy-
togenetick4 nebo molekuldrné genetickd odchylka.

Laboratorni nalez
m Morfologické vySetieni
® Krevni obraz: leukocytoza, ale i leukopenie, anémie, trombocytopenie
® Krevni ndtér: leukemické blasty v obvodové krvi nad 5 %
® Kostni deii: infiltrace leukemickych bunék vétfinou uniformniho vzhledu
(blasty nad 20 %)

» Zdkladni technické predpoklady morfologické klasifikace AL:
B materidl od nelééenych nemocnych v dobé stanovent diagnozy
W technicky dokonalé a spravné obarvené ndtéry (KD, periferni. krev)
B kostni dieii hodnotit na nejméné 500 bunék.

" Histologické veifen TaPi%iS. e O,
VétSinou se nachazi obraz hypercelu- | 4@= @& @%# 2 Py

2w
larn{ kostnf dfené s vyraznou infiltra- < @ & @
2

ci leukemickych bunék. N&kdy se
v§ak nachdzi i normoceluldrni nebo
hypoceluldrni kostni dien.

m Cytochemickd vySetieni
Zahrnujf reakei pro pritkaz myelope- | o R R S
roxiddzy, nespecifickych esterdz, ky- Qv — ‘Q "—A—"—
selé fosfatazy, reakci se sudanovou Histologicky obraz hypercelularni kostni diené
¢emi B a PAS reakci.
® Myeloperoxiddza: slou?i k rozlifenf bun€¢k myeloidni povahy od buné€k lym-
foidnich

e Esterdza (naftyl, butyl): slouzi k rozli$eni bunék myeloidni povahy od bu-
nék monocytirniho charakteru

® PAS rekce: pfitomna hlavné u buné€k lymfoidni linie
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® Kyseld fosfatiza: zachyti nékteré formy lymfoidni linie (zejména slouZi
k rozliSenf{ izoforem kysel€ fosfatdzy rezistentnich k roztoku vinanu)

m Imunofenotypizace

Jednd se o metody, které prokazuji

u leukemickych bunék produkty jed-

notlivych gend na drovni proteinu.

Metoda umoZzZiiuje urdit:

e piftomnost klonu malignich bungk

e piisluSnost malignich bunék
k v§vojové rade

® stupen diferenciace malignich bu-
n&k

m  Cytogeneticka analyza
Cytogenetickd vySetfen{ slouZ{ k prikazu ziskanych chromozomdélnich odchy-
lek. Zmény mohou byt na drovni:
® kvantitativni — ploidie
® kvalitativni — translokace, inverze, delece
Cytogenetickd vySetfeni se provddéji na chromozomovych prepardtech pfipra-
venych standardnimi metodami a zji§téné chromozomové odchylky se popisuji
podle mezindrodni nomenklatury (ISCN 1995). Od kazdého pacienta se hodno-
tf nejméné 20 mitéz. K detekci numerickych odchylek se pouZiva metoda fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH). Ptitomnost fluorescenénich signdld se
hodnoti alesponl v 10 mitézach a 200 interfdznich butikéch.

» Vznik leukemie je provdzen nendhodnymi genetickymi zménami, které pFed-
stavuji porudeni normdlint struktury a funkce genii zodpovédnych za udrieni
rovnovdhy mezi proliferaci a diferenciaci hematopoetickych bunék. Genetic-
ké prestavby jsou specifické pro jednotlivé typy leukemii a fenotyp nddorové
buriky je jimi podminén. Z historického pohledu byla vétSina téchto presta-
veb popsdna a charakterizovdna na irovni chromozomii p¥i peclivé cyto-
genetické analyze. V soucasné dobé lze tyto prestavby charakterizovat na
molekuldrni virovni a odhalit tak aktivaci onkogenii a inaktivaci tumor — su-
presorovych genii zapojenych do procesoru leukemogeneze.

» Presné urleni chromozomovych zmén u hematologickych malignit md dia-
gnosticky, prognosticky a lécebny vyznam. Chromozomové zmény malignich
bunék jsou jak pocletnt, tak i strukturdini nebo oboji. Nékteré z nich, zejmé-
na strukturdini jsou specifické pro dany typ proliferace.

m FISH (fluorescencni in situ hybridizace) dovoluje pomoci chromozomo-
vé specifickych sond uréit genetické zmény jak v délicich se burikdch, tak
i v interfdzovych jddrech uZitim centrometrickych, ¢i genové specifickych
sond.
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B CGH (komparativni genomickd hybridizace) dovoluje urcit pFitomnost
a lokalizaci amplifikovanych a deletovanych genomickych oblasti nezd-
visle na mitotické aktivité nddorovych bunék.

m Techniky molekuldrni biologie
Z molekuldrné bilogickych metod se provadi vyZetieni aberantni metylace
DNA pfi poruchdch regulace riistu a diferenciace v hematopoéze. Plynuly pokles
metylacni aktivity dobfe koreluje s pozitivni odpovedi na 1é¢bu.

B Kultivaéni
kultivace leukemickych bun&k s riistovymi faktory hematopoézy a jiné metody.

STAVY BEHEM LECBY )
A DALSIHO VYVOJE LEUKEMICKEHO PROCESU

Remise

Stav pfi kterém dojde k vymizeni leukemickych bunék a k obnoveni innosti
Sunkénich leukocyni. VétSinou téZ dochézi k op&tovnému vytvoreni rovnovazného
stavu mezi jednotlivymi bunikami a fadami. K remisi miiZe dojit:
Q spontinné
Q léébou

Remisi lze posuzovat ze dvou hledisek klinického a laboratorniho.
O laboratorni remisi mluvime tehdy, dojde-1i k dpravé n&kterych parametrd krevni-
ho obrazu a to u dospélych vét§inou na hodnoty (Hb > 100 g/l, trombocyty > 100 .
10971, granulocyty > 1,5 . 10%1, blasty v kostni dieni < 5%).

Q Kompletni (iipind) remise — ipiné vymizent leukemickych bunék.
Q C(dsteénd remise — leukemické buriky se nachdzi ve sniZeném poétu (v kostni die-
ni 0-5 % blastii).

» Morfologickd vySetfeni (stanoveni krevniho obrazu a hodnoceni kostni diené)
maji uréitou omezenou schopnost zdchytu leukemickych bunék. I kdyZ témito me-
todami zjistime kompletni morfologickou remisi, je nutné pocitat s tim, Ze zbyt-
kovd masa leukemickych bunék se miiZe pohybovat v rozmezi 0-108.

Relaps
Stav, pii kterém po remisi dochdzi k proliferaci leukemickych bunék, které zno-
vu potla¢i normélni krvetvorbu.

4 i icka leukemi
Kmenové hematopoetickd buiika u AML diferencuje vétSinou v myeloidni nebo

v myelomonocytarni blasty, méné v blasty erytroidnf i megakaryocytami. Pro leuke-
mické buriky je typické zastaveni vyzravani na drovni blastl (Adam a Vorlicek, 2001 ).
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Na zvySeni poctu leukemickych bunék se podil{ riiznou mérou:
W proliferacni aktivita leukemickych bunék (dani zménou v genetickém materidlu)
B ztrdta schopnosti zahdjit proces programované smrti — apoptozy

FAB KLASIFIKACE AML

Na zdkladé morfologického, cytochemického a imunofenotypového vySetfeni
lze v souCasné dobé vymezit 8 subtypti AML (MO-M?7), li§icich se podle diferen-
ciace a stupn€ maturace leukemickych bunék:

Myeloblasticka bez vyzravani (M1)

(Milo diferencovand myeloblastickd leukemie)

® Morfologie: leukemické buiiky jsou blasty I.
a II. typu. N&které obsahuji Auerovy tycky.

>90 % ve dfeni
H monocyty <10 %
W granulocyty <10 %
® Cytochemie:
B myeloperoxiddza nebo lipidy >3 %

Myeloblasticka s ¢asteénym vyzravanim (M2)
® Morfologie:
W prevazuji blasty II. typu
B Cast leukemické populace vyzrdvd do
promyelocytd, ¢asto abnormdlné (hrub4
aZ obrovskd granula, pelgeroidni formy,
1-3 Auerovy tyCky v butice, nékdy zmno-
Zeny eozinofily). Nachazi se i mens{
mnozstvi myelocytli, metamyelocyti, ty-
¢f a segmentd.

® Blasty 30-89 %
4 monocyty <20 %
& granulocyty > 10 %
e Cytochemie:
H myeloperoxidédza >80 %

@ Cytogenetika: translokace t(8;21)
(q22;922) u asi 40 % piipadi.

» Pacienti s translokaci t(8;21) ma-
Jji pomérné dobrou prognozu,
kdeZto nemocni s trisomii 8. chro-
mozomu nebo deleci 7. chromozo-
mu maji progndzu Spatnou.

2 /
Normiinl sty Chromozomdini xména
8 [)

Diagram t(8;21) (q22;q22)
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Promyelocytarni (M3)

RozliSuji se tri typy promyelocytarni leukemie:

U standardni typ

Q hypergranuldrni (Cetnd hrubd granula v promyelocytech)

Q mikrogranuldrni leukemické buiiky pfipominaji spife atypické monocyty bez
vyraznéjSich granul, jemnd granula lze prokazat elektronopticky

e Morfologie: nilez nékolika leukemickych bunék vét§inou se dvéma Auerovymi
tyCkami tvoricimi svazky (faggot cells).

» Snadnéji se tyto budiky naleznou v ndtérech obarvenych na PE, CAE, PAS (ta-
to barviva pozitivné barvi Auerovy tycky)

Nalez u AML M3 - periferni krev

e Cytochemie:
myeloperoxiddza siln€ pozitivn{

lipidy silng pozitivni o

» Granula obsahuji mnoZstvi akti-
vdtori koagulaéni kaskddy, proto
Jje &asto pFitomen syndrom DIC. emitsn  Coomamgitinto

Z s
Normisistzy  Chromozomsini 1mina
kH ”

® Cytogenetika: translokace t(15;17) Diagram £(15;17) (q22;q21)
(q22;q 11-12)

Myelomonoblasticka (M4)
® Charakterizovdna: granulocytdrn{
i monocytarni diferenciac{
® Morfologie:
B (st leukemickych bunék vykazuje znaky
neutrofilnich granulocytt
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B Cést leukemickych bun&k vykazuje znaky monocytarni fady nebo i obou fad

soucasné
@ blasty >30 %
€ monocyty >20 %
& granulocyty >20 %
® Cytochemie:
B myeloperoxiddza pozitivni

W nespecifickd esterdza
Monoblasticka (M5)
® Charakterizovdna: monocytérni diferenciaci

Podle stupné vyzravani se rozliSuji 2 typy:
U malo diferencovand — AML M5a

W monocytdrni znaky >80 %

E monoblasty >80 %
U wyzrdvajici — AML M5b

B monocytdrni znaky >80 %

B monoblasty <80 %

neni tlumena NaF

® Cyrochemie: alespoii 3 % leukemickych bun€k vykazuji vyraznou aktivitu NE

blokovatelnou NaF

» Pro pritkaz monocytdrni diferenci-
ace je doporuéeno mérit hladinu
lysozymu v séru & modi. Lysozym
Jje specificky diferenciaéni produkt
bunék Fady monocytdrni, neutrofil-
ni a eozinofilni. Jeho obsah vzriistd
v burice s jejim vyzrdvdnim. ZvySe-
ny ndlez lysozymu v burikdch je Fa-

s U

NMNDIM stav Qmwlmlzhﬂ nina

Normiinl sty Chromozombinl zmiss
" 1

di jednoznaéné do myeloidni Fady.

e Cytogenetika: translokace t(9,11)

Akutni erytroleukemie (M6)
® Charakterisovdna: velky podil erytroblasti
® Morfologie:
B v kostni dfeni je z leukemickych blastli
vice nez 50 % erytroblasti
B v kostni dfeni je vice neZ 30 % blastii I. a II.
typu z granulocytdrni a monocytarni fady
B erytroblasty mohou vykazovat dyserytro-
petické zmény
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Diagram $(9;11) (p21-22;q23)

3

o,

® Cytochemie: PAS pozitivita, prstencité sideroblasty

» Tato forma leukemie Casto pFechdzi do jinych typi AML (M1, M2, a M4).
Megakaryoblasticka (M7) ¢
® Charakterisovina: prevaha megakaryoblasti

RozliSujeme 2 typy megakaryoblastové leu- Q
kemie: ! - i
QO snéze diagnostikovatelnd leukemickd forma
Q forma aleukemickd (dfive akutni, ¢i maligni
myeloskleréza)
Megakaryoblastovou formu AML lze obtiz-
n€ odliSit morfologicky. K prikazu se vyuZiva

fenotypizace. Vét§inou standardni technikou
nelze odebrat kostni dfefi, mus{ se provést biopsie drené.

» Megakaryoblasty proliferujici v kosini d¥eni produkuji tzv. destickovy riisto-
vy faktor (Platelet derived grow factor — PDGF), ktery obvykle vyvold proli-
Jeraci fibroblastii v kostni dFeni s jeji ndslednou fibrdsou — proto se nezdari
provést drefiovy punktdt.

® Morfologie: destitky mohou vykazovat rizné abnormality (napf. vakuolizace)

i

Nediferencovana AL (M0)
® Charakterisovdna: myeloblasty bez vyzravani
Jde o typ akutni leukemie s leukemickymi
blasty, které nelze klasifikovat morfologicky |,
a cytochemicky. Lze je klasifikovat elektrono-
vym mikroskopem, kde vykazuji aktivitu mye-
loperoxiddzy nebo je moZné se pokusit
o navozeni jejich vyzravan{ v buné&nych kultu-
rach. Tvori asi 0,5-5 % viech leukemii.

o Cytochemie:
B myeloperoxidéza a lipidy <3 %
B imunofenotyzacni znaky myeloidni fady
® Cytogenetika:
B t(3;21) (q26;q922)

Dalsi typy AML,

které nejsou zavzaty do FAB Klasifikace
3 AML s blasty bazofiln{ fady

U AML s blasty eozinofilni fady

Eozinofilui AML
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Zastoupeni jednotlivych subtypii AML v dospélé populaci:

MO, M1 a M2 50 %
M4 25 %
M3 10 %
M5a a M5b 10 %
M6 <5%
M7 <3 %

Laboratorni nalez

U AML se nachdz{ v diferencidlnim poctu vedle zralych granulocytl rizné za-
stoupeni leukemickych blastd, ale chybi vyvojova stadia progenitorovych bunék od
blastl k vyzralym formam (hiatus leukemicus). Infiltrace dfené malignimi buiikami
vede postupné k potlaceni norméalni hematopoézy s patrnymi pfiznaky anémie, gra-
nulocytopenie a trombocytopenie.

® Krevni obraz: anémie normochromni, normocytovd, pocet bilych krvinek (nor-
mdlni, sniZeny, zvySeny — u vice neZ poloviny nemocnych)
® Krevni ndtér: anizocytoza a poikilocytoza v Cervené fad€, neutropenie se zmno-
Zenim blastli > 5 %. Mohou byt zmény v neutrofilech, makrotrombocyty, jader-
né erytrocyty
® Kostni dFeni: infiltrace leukemickych bunék (20-90 % blastii)
® Cytochemické vySetfeni: upiesiiuje typ leukemie
® Imunofenotypizace: rozlis{ typy MO a M7, které nelze cytochemicky prokézat
B myelomonocytarni deferenciace
€& CD 34, HLA-DR: nezralé kmenové buiiky
& CD 33,CD 11b, CD 13: myeloblasticky klon
¢ CD 14, CD 15: monoblasticky klon
@ CD 34, CD 11b: kratsi doba pieZiti
H erytroidni diferenciace
® GlyA
B megakaryocytirni diferenciace
¢ CD41,CD 42b, CD 61

» Znak CD 34 je pFitomen u vice neZ tietiny nemocnych s AML a je astéjsi
u nediferencovanych forem (M0, M1). HLA-DR exprese je vétSinou nalezena
u v§ech AML kromé M3 subtypu.

® Cytogenetické vySetfeni: je dileZité nejen pro upfesnéni diagndzy, ale hlavné pro
stanoveni progndzy. Vzhledem k tomu, Ze cytogenetické zmény dzce souvis{
s biologickym prib&hem nemoci maji cytogenetick vySetfeni velky v§znam pii
rozhodovani o agresivité 1é¢by.
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ALL je zhoubné krevni onemocnén{
zplsobené maligni transformac{ hemato-
poetické kmenové buiky. Tato buitka se
diferencuje v lymfoblasty a postupné na-
hrazuje normélni krvetvorbu. Ke vzniku
maligniho klonu miZe dochdzet na riz-
nych vyvojovych stupnich diferenciace .
lymfoidnich blastd. Proliferace blastli se
stejné jako u jingch typd akutnich leuke-
mif vymykéd fyziologické regulaci. Jde
o velmi riznorodou skupinu leukemif
s poruchou kmenové lymfatické butiky. Leukemické butiky postupné zaplfiuji kost-
nf dfefi, slezinu, lymfatické uzliny. U ALL jsou &asté chromozomadlni translokace
(Pui a Evans, 1998).

Krvacivé projevy u ALL

» Je zndma souvislost mezi ALL a trizonomii chromozomu 21. U nositeli trizono-
mie je riziko vzniku ALL 20krdt vy$si, neZ u lidi bez této aberace. VWS§i vyskyt
ALL se nachdzi i u nékterych dédi¢nych syndromii (nap¥. Falconiho anémie).

Klasifikace ALL

Morfologické a cytochemické posouzeni blastl vétSinou dovoli odliSeni lymfo-
idni a myeloidn{ linie. Buitky ALL neobsahuji myeloperoxidazu, PAS reakce miize
byt pozitivni i u AML. K leukemii lymfocytové fady miZe dojit na rizném stupni
vyvoje.

FAB KLASIFIKACE ALL

FAB Klasifikace rozli§uje podle morfologie nezralé buiiky 3 typy ALL:

Q L1 - leukemické blasty jsou malé uniformi s velkym pomérem jid-
ro/cytoplazma. Cytoplazma je bazofilni.V jadfe nevyrazné jdderko. Byv4 Castgj-
§f u déti. Vyskytuje se Castéji u T-ALL.

ALL - Typ L1 (periferni krev)
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QO L2 - leukemické blasty maji heterogenni charakter, riizné velikosti s bohatsi cy-
toplazmou, nepravidelného tvaru jadra s heterogennim chromatinem a nukleoly
riizného typu. Vyskytuje se Cast&ji u B-ALL.

O L3 - leukemické blasty jsou velké, ale uniformni, podobné buiikdm Burkittova
lymfomu s vakuolizaci cytoplazmy.

ALL - Typ L2 (periferni krev)

ALL - Typ L3 - periferni krev (el. snimek)

» Pro malou pestrost blastii ve svételném mikroskopu se systém FAB klasifikace
ALL v klinické praxi prilis neosvédtila.

IMUNOLOGICKA KLASIFIKACE ALL

Imunologicka klasifikace leukemickych blastli je nezbytna pro stanoveni diag-
nézy a typu ALL. Imunofenotypizace umoZni rozli§eni T a B lymfoidnich lini{
a rozdé&l{ leukemické blasty podle miry jejich vyzravdni. ALL z B fady zahrnuji ko-
lem 75 % p¥ipadd akutni lymfatické leukemie dospélych. Rozdéleni leukemie, kte-
ré publikoval Bene se spolupracovniky v roce 1995 je uvedeno vnésledujici tabulce
(Bene a spol., 1995).

-

IMUNOLOGI E
AKUTNICH I YMFATICKYCH L EUKEMI{

FB-linie Vsechny B-ALL jsou CD19+ a/nebo CD79a+ a/nebo CD22+ j
B-I Pro-B Bez exprese jingch znaki neZ jsou v{ie uvedené J
B-Il | Common Znaky B linie plus CD10+ (CALLA+) |
B-II | Pre-B Znaky B linie plus cytoplazmatické IgM+ J
B-1V | Mature Znaky B linie plus cytoplazmatické nebo povichové K nebo A
T-linie | V8echny T-ALL jsou cytoplazmatické nebo povrchové CD3+
T-1 Pro-T Navic CD7+
T Pre-T Navic CD2+ a/nebo CD5+ a/nebo CD8+ ¢i CD4+
T-II Cortical, thymic | Navic CDla+
T-IV | Mature Povichové CD3+ a CDla-
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Existuje 1 forma ALL, u které leukemické blasty nevykazuji znaky
B a T lymfocytd, tzv nul ALL. Velmi zfidka se lze setkat i leukemickymi blasty, kte-
ré nesou znaky lymfoidni i myeloidni (Stary, 2005).

Laboratorni nalez

® Krevni obraz: vétsinou leukocytoza (asi u 60 %), trombocytopenie, anémie

® Krevni ndteér: blasticka infiltrace (lymfoblasty aZ u 90 %)

® Kostni dreii: hyperceluldrnf dfefi s masivni blastickou infiltraci a potlaCenim
normdlni hematopoézy

@ Cytochemie: pozitivni PAS reakce, nenf pfitomna myeloperoxiddza

® [munofenotypizace: umozni rozliSeni mezi T a B buné¢nou lini{ a rozdél{ leuke-
mické blasty podle miry jejich vyzrdvéni.

e Cytogenetika: se zaméfuje hlavné na vyhleddvani cytogenetickych aberact, které
zptesnuji diagnézu. Nejhorsi prognéza je u ALL, které vykazujf 1(9;22) a t(4;11).

e Molekuldrné biologickd vySetFeni: umoZnuji prikaz sekvenci nukleotidl
v DNA, jeZ jsou typické pro nékteré chromozomalni aberace

» Molekuldrné biologické vySetfent Ize pouZit k monitorovdni minimdini zbytkové ne-
moci po riznych léCebnych kiirdch. (monitoruje se pFitomnost zbylych leukemickych

vy o .

bunécnych forem).
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4.2. Myelodysplasticky syndrom (MDS)

MDS jako diagnostickou skupinu vymezili poprvé Bennet a spol. v r. 1976
(Bennet a spol., 1982).

MDS je oznaceni pro heterogenni skupinu nemoci, charakterisovanou inefektiv-
ni hematopoézou, vyvolanou klondlni poruchou pluripotentni kmenové buriky.
Mutace kmenové krvetvorné buiiky vede ke vzniku patologického klonu s rlistovou
vyhodou, ktery miiZe nahradit normélni krvetvorbu. Pluripotentni kmenov4 buiika
u MDS je schopna proliferace, aviak s defektni diferenciaci (Cermdk a spol.,
2005). Béhem diferenciace patologického klonu erytroblasti dochézi k jejich p¥ed-
¢asné termindlini diferenciaci (Smetana a spol., 1999).

» Onemocnéni je nékterymi autory posuzovdno jako preleukemicky stav a je Faze-
no mezi maligni onemocnéni, jinymi mezi nemaligni choroby (Adam a Vorlidek,
2001).

Pricina: Jednd se o poruchu proliferace a diferenciace mutované pluripotent-
ni kmenové buiiky s riznymi fenotypickymi zménami, které se projevuji neefek-
tivni hematopoézou rizného stupné u viech krvetvornych fad hlavné v oblasti my-
eloidni fady (Jean a spol., 1990). Podle soudasnych znalosti, klonédlni porucha
nezahrnuje lymfocyty.
tickych burikdch, dochézi ke genetické nestabilité bun&k a k postupné transformaci
t€chto bun&k v maligni formy. Genetickd nestabilita vede k postupné zméné hema-
tologické buiniky, jeji nezadvislosti na regulacnich mechanismech a nakonec
k malignité. Dal8i mutace zplsobi poruchu diferenciace s ndslednou cytopenii
(Holman a spol., 2004).

» Na 5. chromozomu vznikaji nejcastéji aberace dlouhého raménka, zejména tam
kde jsou umistény geny pro ristové faktory (G-CSF, GM-CSF, M-CSF)
a interleukiny (IL-3, IL-4 a IL5). To zpvisobuje dysregulaci hemopoetickych fak-
tori a takto poSkozené faktory se pak podileji na patogenezi onemocnéni
(Steensma a Tefferi 2003).

Kromé mutace kmenové bunky hraje pii rozvoji MDS rozhodujici roli
i abnormdln{ imunitni odpovéd organizmu, je7 za normélnich okolnosti vede
k eliminaci poskozené buniky (Cermdk a Kacirkovd, 2004).

» Porucha imunitni odpovédi se tykd predeviim sniZené aktivity NK buriky (Dun-
bar a Nienhuis, 1995).

Ke vzniku MDS muzZe prispét:
Q Vék nemocného — u stardich 1idi se zvySuje Getnost genovych mutaci
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Q Zevni faktory — nékteré litky mohou vyvolat vznik chromozomélnich aberaci.
Mezi tyto litky patif napf. benzen, toluen, alkylagni cytostatika a ionizacnf z4feni.

Q Aktivace onkogenii a inaktivace tumor — supresorickych genit — zatim neni
zndm piesny vyznam aktivace té€chto sloZek.

Podle soutasnych predstav je patogeneze MDS vicestupriova. Prvnim krokem je
zésah do genomu poskozujici progenitorovou butiku vyvolany chemicky, radiact, cy-
totoxickou latkou nebo ndhodnou endogenni mutaci. V dal§im priibéhu miZe dojit
k dal¥im zméndm gent, které jsou zapojeny do fizeni buné¢ného cyklu, transkripce
nebo nidorové suprese. Inicidlni stadia MDS jsou charakterizovana zvySenou diefio-
vou apoptézou, kterd je odpovédna za neefektivni hematopoézu (Mdlek, 2005).

MDS miiZe byt bud primdrni nebo sekunddrni. Zname-li vyvoldvajici p¥i¢inu,
vétsinou se jedn4 o zevni faktory viry, mutageny (1éky a toxické latky — benzen), z4-
feni, chemické latky (amoniak, produkty z nafty) jde o MDS sekundérni, v ostatnich
pfipadech o MDS primérni. Pro prim4rnf MDS jsou charakteristické aberace nékte-
rych chromozomi, zatimco u sekunddrnich se vyskytuji mnohocetné zmény.

Pro dal3i v§voj onemocnéni md vyznam nestabilita genomu, jeZ byva spojena se
vznikem dalich mutaci, které mohou ovliviiovat proliferacnf a diferenciacni schop-
nost kmenové krvetvorné buiiky. Disledkem toho miiZe byt progresivni nérfist po-
&tu nezralych krvetvornych bunék s velmi nizkym stupném apoptézy, s pfebytkem
blastickych forem v kostni dfeni 1 periferni krvi. Tato tzv. pozdni faze MDS je pro-
to spojena s vysokym rizikem rozvoje akutn{ leukemie ( Cermdk a Kacirkovd, 2004,
Yamauchi a spol., 1990).

» PFi¢inou leukemické transformace ve findglnich stadiich MDS je ziejmé altera-
ce genii odpovédnych za nddorovou supresi. Dochdzi ke sniZeni apoptézy ve pro-
spéch proliferace.

KLASIFIKACE ONEMOCNEN{

FAB klasifikace
Francouzsko-americko-britskd klasifikace (FAB) navrZend v roce 1982 rozdélu-
je MDS podle nélezu v kostni dfeni a periferni krvi do 5 podskupin (Bennett a spol.,
1982):
u refrakterni anémie (RA)
RA s prstenéitymi sideroblasty (RARS)
RA se zmnoZenim myeloblastit (RAEB)
RAEB v transformaci do AL (RAEB-T)
chronickou myelomonocytovou leukemii (CMML)

FAB klasifikace umoZziuje zakladni rozdéleni na nemocné s méné pokrocilou
formou choroby (RA, RARS), lepsi prognézou a nizkym rizikem leukemizace a na
nemocné s pokroCilou fazi choroby, zdvaznéjsi prognézou a vysokym rizikem pre-
chodu do AL (RAEB, RAEB-T a CMML).
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L Kilasifikace myelodysplastickych syndromit FAB (French-American-British) 1982j

Podet blasti Podet blastl
Subtyp MDS zkratka v periferni krvi | v kostnf dfeﬂ
Refrakterni anémie RA <1% <5% |
| Refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty | RARS | < 1% < 5% |
Refrakterni anémie s nadbytkem blasti RAEB | <5% 5-20%
Refrakterni anémie s nadbytkem blastt RAEBT | >5% 20-30% nebo
v transformaci Auerovy tyCky
Fhronické myelomonocytové leukemie CMML | monocyty jakykoliv ndlez
1.1091 uvedeny vyse
| Akutni myeloidnf leukemie AML | >30%

FAB klasifikace vSak nezohledriuje n€které dalsi dileZité prognostické faktory,
jakymi jsou napf. pocet a typ zmén karyotypu, pocet cytopenii v perifernim krev-
nim obrazu, bunéCnost kostni dfené i pfitomnost fibrozy (Germing a spol., 2000).

WHO Kklasifikace

Nové€ navrhovand WHO (World Health Qrganization) klasifikace vyfazuje ze
skupiny MDS nemocné s RAEB-T, které zafazuje jiZz do skupiny akutnich leukemii
a téZ nemocné s CMML, jeZ jsou zahmuti do skupiny smiSenych myelodysplastic-
ko-myeloproliferativnich syndromi. Zmény jsou provedeny i v ostatnich skupinéch.
Jako novd skupina byl zafazen tzv. neklasifikovatelny MDS (Hartus a spol., 1999).

WHO Klasifikace MDS 2000
Zkratka Subtyp MDS
RA Refrakterni anémie j
RARS Refrakterni anémie s prstenéitymi sideroblasty
RCMD Refraktemi cytopénie s dysplazii ve vice fadach
RCMD-RS RCMD s prstencitymi sideroblasty
RAEB-1 Refrakterni anémie s nadbytkem blasti < 10%
RAEB-II Refrakterni anémie s nadbytkem blasti > 10% ]
MDS-U MDS s dysplazif v jedné fadé J
MDS del 5q MDS izolovand delece 5. chromozomu |

Z klasifikacnich schémat vyplyvd, Ze pro diagnostiku MDS m4 stéle rozhoduji-
ci vyznam vySetteni morfologickych dysplastickych zmén ve sterndlnim punktétu
dopInéné o cytochemické vySetfeni ndt€ru z aspirdtu barvenim na Zelezo
a o histologické vySetieni trepanobioptického vzorku kostni dfeng, jeZ umoZiiuje
posoudit buné¢nost dfené, topické zmény a pfitomnost loZisek nezralych elementd
¢i fibrésy (Neuwirtovd a spol., 1997).

250

Laboratorni nalez
Diagnéza MDS je zaloZena na morfologickém vySetfeni, pfi kterém se hodnoti
dysplastické zmény v krvi a kostn{ dfeni. VyuZiva se jak cytologického, tak i his-
tologického vySetfeni kostni dfené.
® Krevni obraz: v perifemi krvi je cytopenie se zndmkami dysplazie, vyvoland ne-
efektivni hematopoézou, kterd postihuje jednu nebo vice vyvojovych linii.
U nemocnych se zjist'uje jak pancytopenie, tak i izolované cytopenie (anémie,
trombocytopenie a neutropenie). Byva piftomna makrocytoza a retikulocytoza
(Cermdk 2002, Raza a spol., 1996).
® Krevni ndtér:
B erytrocyty — megaloblastoidni zmény, makroovalocyty, polychromazie, ba-
zofiln{ teCkovani. V piipadé téZké dyserytropoézy v kostni dfeni miiZe byt
v periferni krvi poikilocytoza a anizocytoza.
B leukocyty — posun doleva, piitomnost Pseudo-Pelgeroidnich forem, mono-
cytoza
® Kostni dferi: mlize byt normo-, hypo- nebo hyperceluldrni. Jsou v ni morfolo-
gické zmény, cytogenetické zmény a funk&ni abnormity (hyperplazie Cervené fa-
dy, velké erytroblasty s tvarovymi ochylkami jader a Hawell-Jollyho télisky s vi-
ce jadry, pozitivni PAS reakce v erytroblastech, prstencité sideroblasty, zvySend
granulopoéza, mikromegakaryocyty, blasty 5-30 %).
® Imunofenotypizace: Pritokovéd cytometrie miiZe pomoci stanovit pocet nezra-
Iych bunék v kostni dfeni.
® Cyrogenetika: DlleZity diagnosticky a prognosticky vyznam ma vysetfeni kary-
otypu a to jak klasickymi metodami, tak pomoci molekuldrni biologie.

> Cytogenetické abnormity u MDS nejsou jednotné. NejCastéji jsou delece chro-
mozomu 5, 7, 11, 12 a 20 a trizémie 8. chromozomu. Chromozomové aberace se
vyskytuji u 30-50 % jedincu s primdrnimi MDS a aZ u 80 % pacientu se sekun-
ddrnimi MDS. U sekunddrnich MDS jsou Castéji piitomny komplexni chromozo-
mové zmény zahrnujici dalece 5. a 7. chromozomu nebo jejich dlouhych ramé-
nek (Mdlek, 2005).

e Ostami: vétSinou zvySend hladina feritinu a vy$$i hodnoty laktitdehydrogendzy,
alkalické fosfatdzy a aminotransferdz, deficit pyruvatkindzy (Dunbar a Nien-
huis, 1995, Klener, 2001 ).

> Vyznam vysetFent kultivace kmenovych bunék in vitro je u MDS zatim ve stadiu
vyzkumu, stejné jako diagnosticky a prognosticky p¥inos vySetieni stupné klona-
lity, exprese nékterych genil &i telomerdzové aktivity pomoct molekuldrné gene-
tickych metod.
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NEKTERE PROJEVY DYSPLAZIE

Dysplazie v ¢ervené radg

Dysplastické zmény v krevnich buiikdch

]

¥ e

Jaderny intraceluldrni mistek

Dyserytropoetické zmény
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Prstencité sideroblasty

ABNORMALN{ MITQCHODRIE

Zvétseno 6 600x

LR

Zvétseno 33 000x

Dile se mohou vyskytovat v ¢ervené radé tyto anomalie:
neokrouhlé, nepravidelné jadro, od$t€pky chromatinu, trojlisté jadro, karyorexe,
asymetrie mit6zy, nepravidelné projasnéni cytoplazmy, Howellova-Jollyho téliska.

Dysplazie v trombocytové fadé

Dvoujaderny megakaryocyt

Abnormita jidra megakaryocytu
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£

Poskozena nebo zménéna produkce destifek

Dysplazie v granulocytarni radé

Abnermiiné velk4 granulace  Abnormailni lokalizace granuli Velké metamyelocyty

Zmény pri cytochemickém barveni

SniZena nebo chybgjici SniZena nebo v neutrofilech
aktivita MPO chybéjici aktivita AF

Zmény v ostatnich buiikdch
QO Lymfocyty a plazmocyty
W nejevi zndmky dysplazie
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Q Makrofagy

B makrofdgy fagocytujici zbytky krvetvornych bunék

B siderofagy

B ojedinélé modré makrofagy s obsahem modrych hrudek
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4.3. Myel liferativni on néni

Skupinu myeloproliferativnich onemocnéni tvoii n&€kolik nevyhran&né vymeze-
nych diagnostickych jednotek. Jednd se o klondlni nddorovd onemocnéni, kterd
vznikaji neoplastickou transformaci hemopoetické kmenové buriky. Vysledkem
transformace je nekontrolovand proliferace s ndslednou diferenciaci takto pozmé-
néné buriky. V&Sinou se pfidruZi i extrameduldmi krvetvorba (slezina, jitra).
V pokrocilém stadiu onemocnén{ se nékdy postupné vyviji fibrésa dfeng, kterd je
doprovézena anémii, trombocytopenif a &asto 1 granulocytopenii.

Jednotlivé jednotky zafazené mezi myeloproliferativaf onemocnénf se 1i§{ krve-
tvornou linif, do které se tyto buriky pfevéZné diferencuji. Mezi jednotlivymi jed-
notkami nebyva ostra hranice (Michiels, 1997).

Otdzka zvyhodnéni proliferaéni aktivity nékterych krvetvornych fad
u myeloproliferativnich onemocnéni souvisi pravdépodobn& s prvotnim stimulem
k proliferaci. Pokud by stimul mél stejny dopad na vSechny krvetvorné fady, do$lo
by k jejich rovnomé&mému vzristu a to by se projevilo hypercelularitou kostn{ dfe-
né. Je-li proliferace n&které z krvetvornych fad pfi po€atednim stimulu preferovéna,
pak miiZeme pozorovat riizné kombinace a rizny stupeti proliferace jednotlivych z4-
rode¢nych Fad, jeZ se klinicky projevi jako trombocytemie, polycytemie nebo CML.
Toto proliferatni zvyhodnéni nemusi byt v podteénim vyvoji onemocnéni tak zvy-
raznéno, ale projevi se s potupnym rozvojem onemocnéni (Klener, 2003).

PRVOTNI PROLIFERACNI IMPULZ
- /

Zvyhodnéna granulocytarni

krvetvorba
(pfftomnost myeloblasti) CML

Zvyhodnéna Cervend krvetvorba
{zvyseni objemu cirkulujic! krve) > PV

A,

(zmnoZeni defekinich desticek)

2vyhodnéna megakaryocytova
krvetvorba ET

PDGF Néhrada dien& fibréznl tkani -
$ > (proliferace extramedulémi MYELOFIBROZA

krvetvorby)

A

VétSinou nedochdz{ k izolovanemu postiZzeni jen jedné krvetvorné fady,
ale vzhledem k tomu, Ze poskozeni je v oblasti proliferace hematopoetické kmeno-
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vé buriky dochdzi k poSkozeni v§ech krvetvornych linii vychdzejicich z myeloidni
Fady.

» Na rozdil od akutnich leukemii, u nichZ nedochdzi k proliferaci ostatnich krve-
tvornych linii, dochdzi u myeloproliferativnich nemoci ke zmnoZeni krevnich bu-
nék piedevsim jedné Fady a k méné vyraznému zmnoZeni bunék ostatnich ¥ad.

ZvySend proliferace fibroblastii, kterd provézi tato onemocnéni a vede k po-
stupné fibrése kostni dfené je zapficinéna zmé&nami v megakaryocytové fad€. Vyssi
produkce abnormélnich megakaryocytd, které produkuji defekini desticky, vede
k uvolnéni zvySeného mnoZstvi ristovych faktord (hlavné PDGF) a destickového
faktoru 4 (PF4), které pak stimulujf riist fibroblasti a stimulujf u nich tvorbu kola-
genovych struktur.

» Platelet-derived growth factor — PDGF (Riistovy faktor pochdzejici z desticek).
Je to cytokin patFici do skupiny polypeptidovych riistovych faktorii. Kromé trom-
bocyti, ze kterych se uvolfiuje po dobu krevniho srdZeni, jej sekretuji

i fibroblasty, bufiky hladkého svalstva cév, endotelové buriky a makrofdgy.

woxe

PFicina: Vyvolavajici pfiiny myeloproliferativnich nemoci nejsou presné zni-
my. Zvysené riziko predstavuje expozice radioaktivnimu zéfeni. Ze soucasnych zna-
losti nelze jednoznaéné fici, pro¢ dochdzi k transformaci progenitorové kmenové
buriky a ke zvySené proliferaci a akumulaci hematopoetickych bunek.

Klasifikace myeloproliferativnich stavii

Radu let byla pouZivani FAB klasifikace (Bennet, 1985). Nov& byla zavedena
klasifikace WHO (Harris, 1997), u které do$lo zejména pfi klasifikovani CML
k rozdiferencovédni tohoto stavu do nékolika diagnosticky jednotek (CML
s pozitivnim Ph chromozomem, chronick4 neutrofilni leukemie, atypickd CML aj.).
Pro pfehlednost si zde dovoluji pouZit dfive pouZivanou FAB klasifikaci.

Mezi myeloproliferativni onemocnéni se podle FAB klasifikace Fadi:
B Chronickd myeloidni leukemie (CML)

Polycythemia vera (pravd polycytemie)

Trombocytemie

Mpyelofibrosa

Jednotlivd onemocnéni, kterd se fadi do této skupiny se 1i§i nejen krevnim obra-
zem, ale i biologickym priib&hem onemocnéni. Pro tyto stavy je typickd genetick4
nestabilita, vlivem které dochdzi ke stupniovdni agresivity nemoci a nékdy
i k pfechodu v akutni leukemii.

» Dalst podrobnéj§i otdzky klinickych projevii, pribéhu, 1é¢by a laboratornich
ukazateli u CML jsou FeSeny v kapitole Chronické leukemie.

257



43.1.P 4 pol ie (PY)
Polycythaemia vera (Polycytemia vera rubra)
(z tectiny: poly = mnoho, kytos = buiika)

Poprvé popsal polycytemii r. 1892
Vaquez, pozdéji popis roz$iFil Osler
(Osler, 1903). Nékdy se toto onemocné-
ni popisuje jako Vaquezova-Oslerova |
choroba.

Pravd polycytemie je onemocnéni, |
u kterého je na drovni CFU-GEMM
narusena rovnoviha v regulaci tvorby
krvinek. V kostni dfeni zvy§ené prolife-
ruje hlavné cervend, ale i granulocy-
ldrni a megakaryocytirni iada. Vysledkem je vzestup erytrocytii doprovdzeny
zvySenim granulocytii a trombocyti.

wove

Pri¢ina: nemoc je zplsobena klondlni proliferaci poSkozené hemopoetické

kmenové buiiky, kterd proliferuje pfevdZzné do ¢ervené fady. U nemocnych s PV
se vyskytuje mutovany gen, ktery vytvaii erytropoetinovy receptor, jeZ ma zvyse-
nou citlivost k erytropoetinu. Nedochazi tedy ke sniZeni erytropoézy pfi normal-
ni hodnoté hematokritu a normilni oxygenaci. ZvySend erytropoéza sice utlumi
tvorbu erytropoetinu a jeho hladina v séru se sniZi, ale tato nizk4 hladina sice po-
staduje potiebdm patologického klonu, ale nepostauje pozadavkiim normalnich
progenitorovych kmenovych bunék BFU-E a CFU-E, které jsou pravdépodobné
ve dfeni zachovény.

Dochézi k tomu, Ze patologické buitky vyrazné proliferuji zejména do éerve-
né Fady i pii nizkych hladindch erytropoetinového receptoru, zatimco normdini
erytropoéza je utlumena, protoZe hladina erytropoetinu je pro jeji stimulaci pri-
li§ nizkd (Means, 1999).

Onemocnéni by pak mohlo byt zapii¢in€no abrormdlini citlivosti patologic-

ké kmenové buriky k erytropoetinu. Pficina vzniku tohoto klonu, v8ak neni ob-
jasnéna.

Zabarveni pokoZzky u PV

» Od pravé polycytemie je nutné odlisit sekunddrni polyglobulii, kterd obvykle
etiologicky souvisi s néjakym patofyziologickym déjem, ktery zvySuje tvorbu
erytropoetinu (v ledvindch, pFipadné ektopicky mimo ledviny). O této diagnos-
tické jednotce je pojedndno v kapitole o polyglobuliich.
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PROLIFERACNI AKTIVITA NORMAINT{ A PATOLOGICKE
KMENOVE BUNKY U PRAVE POLYCYTEMIE

Normaini stav Polycytemie
Normaélini hladina EPO Snizena hladina EPO

Proliferaénf stimul Proliferaénf | stimul

!

Normalni proliferace Klonalni proliferace Normalini proliferace

Laboratorni nilez

Poddteclni stadium nemoci:

° :

Hb - Zeny > 160 g/l, muZi > 180 g/l

WBC — nepfesahujf hodnotu 30 . 1091

Plt — trombocytoza, ¢asto lehce nad 400 . 10°/1

RBC - Zeny > 5,9 . 10'%/1, muZi > 6,6 . 101%/1

Ric — normélni a7 lehce zvySené

Hct - 0,50 az 0,70

® Hematokrit (Hct) je brdn jako objektivnéjsi ukazatel spise neZ hemoglobin (Hb),
protoZe u deficitu Zeleza miiZe byt Hct proporciondiné vy$§i neZ Hb.

® Erytropoetin: nizka hladina (rozdil od polyglobulie, kde byvd hladina zvySena)

® Kostni dieni: hyperplastickd, zvySena hlavné erytropoéza, ale ¢aste¢né i megaka-
ryopoéza (pifitomna veét§i seskupeni megakaryocytl s lalonatymi jadry
a hyperploidif)

® Celkovd erytrocytdrni masa: zvysend o vice neZ 25 % oproti normélu (Zeny
> 32 ml/kg hmotnosti, muZi > 36 ml/kg)

® FW: sniZzené hodnoty (1 - 2 mm/hod)

o Vizkozita krve: zvySené hodnoty

® Ostami: zvySeny index AF v neutrofilech

N AEEENER
S
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> Vyietfeni celkové erytrocytdrni masy radioizotopovou metodou ztrdci vyznam
u obéznich pacientii, nebor’ tukovd tkd# nebyvd vaskularizovdna (vyraznéji pro-
tkdna cévami).

Pozdéjsi stadium nemoci:

® navic — KO: zmény MCV, MCH, MCHC

® Krevni ndtér: anizocytoza, hypochromie, ovalocytoza, poikilocytoza. Pfi vys-
$ich potech WBC posun k nezralym formam granulocytdrni fady, ob&as eozi-
nofilie a bazofilie.

® Sideroblasty: < 0,20

® Funkce trombocyti: byva Casto narufena

43.2. E ialni imaArni mi

Stav poprvé popsal v r. 1920 di Guglielmo a v r. 1934 Epstaein a Goedel.
Onemoc-néni bylo oznacovdno diive riznymi ndzvy, jako primdrni hemorrhagickd,
idiopatickd trombocytemie, megakaryocytdrni leukemie ¢i megakaryocytdrni mye-
loza.

Esencidlni trombocytopénie je myeloproliferativni
onemocnén{ charakterizované zmnoZenim poétu pato- §
logickych krevnich destiéek v diisledku abnormdini
proliferace megakaryocytii z abnormdlniho klonu he-
mopoetické kmenové buriky. Onemocnéni doprovizi
trombotické nebo krvicivé poruchy zpisobené defekt-
nimi trombocyty. Mohou se nachézet zvy$ené hodnoty
krvinek ostatnich krevnich fad (Kutti a Wadenvik,
1996).

Priicina: Jde o klonélni onemocnéni na drovni he-
matopoetické kmenové buiiky. Pfi¢ina vzniku patolo-
gického klonu neni zndma. Abnormaln{ proliferace me-
gakaryocytd miiZze souviset se zvySenou produkci
trombopoetinu nebo by pfipadn€ mohlo jit o poruchu
funkce jeho receptoru, podobné jako u PV (Ghilardi
a Skoda, 1999).

Cévni poruchy u ET

Laboratorni nilez

ET neni definovéna ani cytogeneticky, ani morfologicky.

® KO: normocytdrni, normochromni anémie (v piipadé krevnich ztrat), potet de-
stiéek vyrazné zvysen (n€kdy se poéty pohybuji v rozmezi 3000-5000 . 10 %),
WBC: do 20 . 10 /1.
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® Krevni ndtér: morfologické odchylky desti¢ek (makrotrombocyty), agregity, dlom-
ky megakaryocyti nékdy zmény morfologie Cervené krvinky (poikilocytoza).

ALEZ M

Kostni dieri Periferni krev

® Kosmi dFefi: nachdzi se hyperplazie vech bunéénych elementil, zv14§té mega-
karyocytll (velké lalo€naté megakaryocyty tvofici shluky, n€kdy se nachdzi
zmnoZenf retikulinovych vldken).

» U reaktivni trombocytozy je morfologie megakaryocyti normdini a u desticek
neni patrnd tendence ke shlukovdni.

® Kostni dFefi: zmnoZeni atypickych forem megakaryocytl

® Histologie: myeloidni metaplazie ve slezing, lymfatickych uzlindch, v ledvindch

® Funkéni poruchy desti¢ek: naruSena uvolnovaci reakce, dédle adhezivita
a agregace

® Koagulace: Casté poruchy koaguladniho systému

® Ostatni: AF byvi lehce zvySena nebo norméln{

4 imarni roz

(Myeloskleroza)

Poprvé toto onemocnéni popsal v r. 1879 Heuck. Pro toto onemocnéni se
v soucasné dobé zadinaji pouZivat ndzvy jako myelofibroza s myeloidni metaplazii.
V anglosaském pisemnictvi agnogenni myeloidni metaplazie.

Myelofibroza je chronické myeloproliferativni onemocnéni s extrémni fibrosni
pFeménou (zmnoZenim kolagenniho pojiva) krvetvorné kostni diené, nékdy oste-
osklerozou a proliferaci extrameduldrni krvetvorby, zejména ve sleziné, jitrech, ale
i v jingch orgdnech &i uzlindch. Fibroza kostni dfené vede nakonec k nahradé krve-
tvorné tkdné vazivem. Doprovodnym syndromem myelofibrésy je zv§Send prolife-
race endotelov§ch bunék (Castro-Malspina, 1984).
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» Primdrni myelofibrozu je nutné odlisit od sekunddrni fibrotizace kostni diené,
kterd se muiZe vyvinout pisobenim nékterych toxickych ldtek (benzen, rentgeno-
V€ zdfeni), ¢i u nékterych nddorovych chorob.

Pri¢ina: zistdva prozatim nezndmd. Vedle zmnoZeni retikuldmiho pojiva se
predpokldda transformace hematopoetické kmenové buriky, kterd vede pFevdiné
k tvorbé patologickych megakaryocytii. V patofyziologii onemocnéni miiZe hrét ro-
li zvySend exprese nebo bodovd mutace receptoru pro riistovy faktor kmenovych bu-
nék SCF (Stem-cell factor). UvaZuje se i o uréité dloze nddorového ristového fak-
toru B-TNF (Tumor necrosis factor ) &i bazického ristového faktoru fibroblasti
b-FGF (bazic-Fibroblast growth factor). V genezi onemocnéni miize sehrat uritou
roli i trombopoetin a jeho receptor Mp1 (Barosi, 1997).

» Na burikdch CD 34+ byla u nemocnych s primdrni myelofibrésou zjisténa vyssi

v

denzita receptorii pro b-FGF a naopak niZ$i denzita receptorii pro 3-TNF.

Fibroza je podobné jako u pravé polycytemie sekunddrnim jevem. Fibroblasty
jsou funkené i fyzikaln€ stejné jako fibroblasty zdravych jedinc. Vznikly kolagen
ma normalni strukturu, ale jeho depozice je abnormdlni.

Laboratorni nilez
e KO:
R anémie normochromni [ :
a normocytovd (vyvolani neefek- [ 3w
tivn{ erytropoézou a zkridcenym
preZivanim erytrocytd)
B leukocyty: 10-20 . 10%/1 (u 20 % [+
nemocnych byvd leukopenie) 5
W frombocyty: v poldtedni fdzi v€t-  Myelofibrésa — zmnoZené retikulirni pojivo
§inou pocet krevnich destiek
zvysen (az 1 500 . 10%/1) pozdgji se vyvine trombocytopenie
B bazofily: absolutn{ pocet zvySen
® Krevni ndtér: ojedinéle mladsi formy granulocytl (blasty aZ do 10 %), normo-
blasty, dlomky jader megakaryocytl (velikost 5-12 um), anizocytoza, poikilo-
cytoza s typickymi dakrocyty, polychromazie, bazofiln{ teCkovéani erytrocyti.,
hypersegmentace granulocytd (deficit vitaminu By;).
® Kostni dFeri: v potitcich miZe byt hyperplastick4, pozdé&ji hypoceluldrni, nemoc
konéi fibrozou diené.

Vv s

» V pozdéjSich stadiich onemocnéni nelze kostni dieri punkci odebrat — k vysetieni
dFené je nezbytnd trepanobiopsie.

e Trepanobiopsie: nachdzi se rizny stupen fibrésy se stfiddnim hypercelularnich
a amorfnich hypocelulérnich loZisek. Pfitomny atypické megakaryocyty nebo
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mikromegakaryocyty s hypo- &i hyperlalonatym jiddrem a hrubym chromati-
nem. Jsou zmnoZeny plazmatické a retikuldrn{ buiiky.
® AF v granulocytech: zvySend
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44. Chronické leukemi

Mezi chronické leukemie se fadi:

O Chronicka myeloidni leukemie

O Chronicka B lymfocytdrni leukemie
O Prolymfocytova leukemie

O Vlasatobunééna leukemie

» Pozndmbka autora: I kdyZ podle klasifikace WHO se taxonomicky Fadi CML me-
zi myeloproliferativaf stavy a B-CLL, prolymfocytovd leukemie a HCL mezi lym-
Soproliferativai stavy, pokldddm z didaktickych ditvodii za ucelné je zaFadit do
skupiny chronickych leukemit.

44 icka idni leuk:
CML byla poprvé popsdna Bennetem a Virchovem v r. 1845.

» Z diagnostického pohledu nékte¥i autori (WHO klasifikace) zaiazuji CML do
skupiny chronickych leukemii, ndzory viak nejsou jednotné.

CML je zhoubné nddorové onemocnéni postihujici hemopoetickou kmenovou
buiiku, které se projevuje zménami
v myeloidni vyvojové fad€ a to zvlastd
v jeji granulocytdrn{ linii a vznikem Ph ber@
chromozomu. Jde o myeloproliferativni abt
onemocnéni, pii kterém dochdzi ke znac- L
né proliferaci a souéasné i k poruse dé-
leni myeloidnich bunék. Porucha z&ésti N
postihuje i cervenou
a megakaryocytovou fadu. Porucha ca-
sem prechdzi v blastickou krizi, jejiZ pra-
b&h je podobny akutni leukemii, ale
s horsi odezvou na cytostatickou 1é¢bu.

P¥icina: PriCina, ktera vyvolava zmeé-
nu na drovni kmenové bunky a tvorbu Ph
chromozomu, neni zndma. Za transfor-
maci kmenové buriky je zodpovédny gen
ber/abl a jeho produkt onkoprotein p210
(Druker a spol., 2001).

Ph chromosom

ber-abl foznl gon-'

Dnes vime, Ze u Ph chromozomu jde
o prestavbu, ktera je vysledkem recipro- Tvorba fdznfho genu ber/abl
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ké translokace (oznaduje se t) mezi chromozomy 9 a 22 [1(9;22)(q34; q11)], pfi kte-
ré dochdz{ k fizi protoonkogenu abl (Abelsenova mysi leukemie) z chromozomu 9
a genu ber (Breakpoint Cluster Region) z chromozomu 22. Vysledkem této fize je
novy fiizni gen ber/abl (Rowley, 1973). Chromozém 22 se touto translokaci zkrati
a chromozom 9 se naopak prodlouZi. Pfedpoklads se, Ze vznik tohoto genu je prici-
nou CML.

» Roku 1960 Nowell a Hungerford ve Philadelphii popsali nejprve u dvou muZii
a v témzZe roce u sedmi nemocnych s CML ztrdtu genetického materidlu na ra-
ménku chromozomu skupiny G (Novell a Hungerford 1960a, Novell a Hunger-
ford, 1960b). PFestavény chromozom 22 byl pozdéji nazvdn chromozom
Philadelphia (Ph1). Ph! proto, Ze se objevitelé domnivali, Ze je prvni ze série
charakzeristickych abnormalit karyotypu, které bude mozné nalézt u riiznych ty-
pit leukemif, pozdéji se od oznadeni Ph! upustilo — oznaduje se pouze Ph (Druker
a spol., 2001).

Normaélni gen abl generuje vznik tyrozinkindzy. Tyrozinkiniza p145 genu abl
pfedstavuje jeden ze signdlnich proteinli regulace bunééné populace. Fiizni ber/abl
onkogen, ktery md oproti normalnimu genu zvySenou aktivitu ber genu, pak
v oblasti exonu ber 12-16 determinuje tvorbu fosfoproteinu s tyrozinkindzovou ak-
tivitou, oznaCovaného jako protein p210.

» Po translokaci mezi 9. a 22. chromozomem dochdzi k transkripci fiizntho genu
ber/abl. Poté dojde k translaci vysledné chimerické beriabl mRNA. To vede
k syntéze proteinu p210.

Abnormdlni protein p210 vyvold chaotickou fosforylaci zbytki cytoplazmatic-
kych proteinit, které hraji ditleZitou roli v regulaci adheze, motility, proliferace, di-
ferenciace a apoptdzy. To postupné vede k abnormadlni aktivaci fady signdlnich drah
a v kone¢ném diisledku ke vzniku nddorového klonu s charakteristickym fenotypem
(Sawyers, 1999).

» P¥i popsané translokaci se soucasné prendSi c-sis gen z chromozomu 22 na
chromozom 9. Gen koduje ristovy faktor PDGF (Platelet derived growth fac-
tor). Neni jasné, zda i tento gen se nepodili na vzniku CML.

'VZNIK CHIMERICKEHO GENU BCR/ABL JE DNES POVAZOVAN ZA PODMINKU VZNIKU
MALIGNfHO KLONU CML. PRESTO SE VSAK PREDPOKLADAJI DALSI ZATIM JESTE
NEDOSTATECNE DEFINOVANE MOLEKULARNI MECHANISMY, KTERE SE V TOMTO
PROCESU UPLATNUJI.
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TVORBA AB ALNTHO PROTEINU P21

TRANSFORMOVANA _————.
HEMATOPOETICKA _..——~
PROGENITOROVA BUNKA,

g\

tein Ber-Abl
\y PW .

.jug T e

Abnormalni
bunééna adheze

ZwSend
pleZfvanf bundk

Nefizena
profiferace bunék

V priib&hu onemocnéni byvé celkové mnoZstvi granulocytit zvyseno 10-15krdt
(v ojedinélych pripadech aZ 100krdt). Myeloidni buiiky se ve zvySené mife hromad{
v kostn{ dfeni, piipadné ve sleziné a v jatrech. Do obvodové krve jsou vyplavovéna
méné zrald vyvojovd stadia bun€k granulocytdrni fady. Ke zvysené proliferaci
a k morfologickym a funkénim zméndm dochdz{ i u megakaryocytové a Cervené rady.
» Blasticky zvrat CML je spojeny s nahromadénim

dalsich mutaci, véetné defektii transkripénich fakto- ﬁ\'

rii. Velmi vzdcny je blasticky zvrat postihuji- @
p =

ci megakaryoblasty nebo erytroblasty.

Laboratorni nalez

e KO: leukocytoza (aZz 400 . 10°/1), trombocytoza, né-
kdy anémie jiZ na zalatku onemocnéni <34

® Krevni ndrér: vyplavovéani nezralych prekurzord m
(metamyelocyty, myelocyty), ddle byva pfitomna
eozinofilie a bazofilie CML - nélez v periferni krvi
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Kostni dFefi: hyperplastickd s v§razné zmnoZenou granulocytirni fadou, pfitom-
na eozinofilie, bazofilie a megakaryocytoza.

Ostatni: vyrazné snizend AF v neutrofilech (0-20/100), zvy$end hladina vit. B,,
LDH a kyseliny moc€ové v séru.

Cytogenetika: nilez Ph chromozomu (pfitomen u 90-95 % nemocnych), prikaz
prestavby genu ber/abl pomoci PCR.

ATYPICKE FORMY CML

Q Juvenilni CML: nemoc se zji§tuje zejména

u malych déti. Laboratorn€ se nachdzi monocytoza, 5

Castd je trombocytopenie, normalni nebo lehce zvy- @

Send hodnota ALP, zvy¥ené hladiny fetdlniho he- )
moglobinu, byvaji zvySeny imunoglobuliny v séru, |. %
antinukledrn{ protildtky a protildtky proti lidsk§m i- ‘ -
munoglobulindm. U syndromu chybi pfestavba

ber/abl (nenachdzi se Ph chromozom). @
Chronickad neutrofilni leukemie: Jedna se o velmi
vzacnon formu CML, kterd se vyskytuje hlavné Juvenilni CML

u starych lidi. Vyznacuje se pretrvdvajici neutrofilif,

hepatosplenomegdlii. Laboratorné se zjiStuje zvySend hladina vitaminu B 5, ky-
seliny mocové a ALP v neutrofilech. Nachdzi se vyzrile formy neutrofill
s toxickym zmnénim a Dohleho inkluze. Kostni dfen je hyperplasticka.

Q Ph negativni CML: CML, u které se neprokdZe Ph chromozom. Morfologické

a klinické zndmky jsou podobné jako u CML. Laboratorn€ je nutné PCR vySet-
feni ber/abl translokace. Vyskytuje se velmi sporadicky. Je leukemif lid{ star§iho
veéku (nad 70 let). Zjistuje se anémie, granulocyty vykazujf dysplastické zmény
(hypogranulace, Pelgeroidni tvary). Nezralé formy jsou piftomny u vice neZ
15% piipadi. Nachdzi se monocytoza a chybi eozinofilie a bazofilie. V kostni
dfeni je granulocytdrn{ hyperplazie a potladena erytropoéza a megakaryopoéza.
Blasty se vyskytuji vétSinou jen do 30 %.

Chronickd myelomonocytdrni leukemie (CMML): S
U této formy leukemie dochazi ke zmnoZen{ mono- |8
cytarnich bunééngch forem a k dysplazii viech bu- [REh
nécnych linif v kostni dfeni. Podet blastickgch fo- §
rem v kostni dfeni je < 20% . WHO Kklasifikace |
doporucuje povaZzovat za CMML pouze nemocné se
zndmkami myeloproliferace a s poéty monocytl |/
v periferni krvi nad 5 . 10%/1. Stavy, u kterych je po-
&et monocytii v rozmezi 1-5 . 10%/1 se zafazujf jako |
MDS/MPS. Vice viz kapitola — myelodysplasticky
syndrom. leukemie
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CLL poprvé popsal r. 1847 Virchow.
Virchow popsal dva typy chronickych
leukemii, odpovidajici CLL a CML. Tato
malignita byla poprvé charakterizovdna
pred 30 lety Galtonem a Dameshkem ja-
ko progresivni hromadéni zrale vypadaji-
cich, ale funkéné inkompetentnich, dlou-
hodobé pieZivajicich lymfocyti. '

Chronickd B-lymfocytdmi leukemie [
je  lymfoproliferativni onemocnéni £ 4 AL
s nizkou malignitou. Zji$t'uje se prevaZng ZvétSené uzliny u B-CLL
u starSich osob (vék nad 50 let) a je cha-
rakterizované zmnoZenim a nahromadénim lymfoidnich bunék a to zpoCdtku ve
dreni a krvi, pozdéji v uzlinich, slezin€ a jitrech.

» Termin ,,chronickd lymfatickd leukemie se pouZivd pro §irsi skupinu nemoci,
u nichZ dochdzi' k vyplavovdni lymfoidnich bunéénych forem, vzhledu malych vy-
zrdlych lymfocyti do periferni krve. Mimo B-CLL se sem Fadi T-CLL, B- a T-pro-
lymfocytdrni leukemie, splenicky lymfom s vildznimi lymfocyty a CLL s velkymi
granuldrnimi lymfocyty.

PFi¢ina: Pfi¢ina onemocnéni nen{ zndma. Popisuje se Castéjsi vyskyt onemoc-
néni tam, kde se pracovalo s azbestem, u pracovnikid v zemédélstvi a tam, kde oso-
by byly vystaveny plisobenf silnych elektromagnetickych poli.

» Incidence B-CLL neni na rozdil od ostatnich typu leukemii zvySena u lidi vysta-
venych expozici radioaktivniho zdieni nebo viivu alkylainich cytostik. Rovné?
nebyla prokdzdna souvislost s imunodeficienci nebo s infekci néjakym typem on-
kogenniho viru.

Podstatou onemocnén{ je proliferace klondlnich, maligné transformovanych vy-
zralych B-lymfocytd s charakteristickym imunofenotypem. Porucha nespo¢ivé jen
v nekontrolovatelné klondlni proliferaci, ale také v narusené apoptéze téchto lym-
foidnich bunék. Tyto patologické buiiky maji dlouhou Zivotnost, nizkou proliferaé-
ni kapacitu a jsou imunologicky dysfunkéni. ZmnoZeni nadorové masy zde neni vy-
voldno zvySenou proliferaci B bunék, ale jejich neschopnosti vstoupit do apoptizy,
kterd za fyziologickych podminek udrZuje poCet bun€k v rovnovize (Catovsky,
1996).
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» V patogenezi onemocnéni se uplatiiuje gen bcl-2. K jeho expresi dochdzi jinym
mechanismem neZ u folikuldrnich lymfomii. Vysledkem exprese genu bcl-2 je in-
hibice apoptické smrti patologickych lymfocytii.

Asi polovina pfipadd B-CLL m4 plivod v pamétiovych B buiikéch, které po kon-
taktu s antigenem proSly germindlnim centrem, kdeZto druhd polovina pochdzi
z naivnich B bunék.

» Prognéza prvniho typu B-CLL je pFiznivd, kdeZto u druhého typu choroba velmi
rychle progreduje.

V roce 1996 Caligaris a Capio uréili t¥i abnormity charakteristické pro B-CLL:
B CDS5+: B-CLL buiiky exprimuji malé mnoZstvi povrchovych imunoglobulini.
B CLL bunky se hromadi v GO fdzi buné¢ného cyklu.

B Patogenni autoprotildtky Easto pozorované u pacientii s B-CLL jsou polyklonalni.

Klasifikace onemocnéni

Pro zhodnoceni stupné pokroéilosti choroby a velikosti masy malignich bunék
se pouZivajf kritéria podle Raie (Rai a spol., 1977) a Bineta (Binet a spol., 1977).
Kritéria podle Raie klasifikuji nemocné do 5 skupin (O, I - IV) a kategorizace pod-
le Bineta rozliSuje u nemocnych stadia A,B,C.

Klinickd stadia CLL - upravend klasifikace podle Raie:

B s nizkym rizikem — lymfocytoza v krvi a kostni dfeni

B se sttednim rizikem — lymfocytoza v krvi a kostni dfeni + zvétSené uzliny, lym-
focytoza v krvi a kostni dfeni + slezina nebo jdtra (uzliny +, &i -)

B s vysokym rizikem — lymfocytoza v krvi a kostn{ dfeni + anémie (Hb < 110 g/1),
lymfocytoza v krvi a kostn{ dfeni + trombocytopenie (desti¢ky < 100.10 /1)

Laboratorni nilez

Kiritéria k ureni diagnézy B-CLL zahmuji absolutni lymfocytozu (vice neZ
5. 10°1) v periferni krvi a kostni dfeni nad 30 % spolu s charakteristickjm imu-
nogenotypickym obrazem monoklondlnich lymfocyti. Lymfocytoza v obvodové
krvi a ve dfeni musi byt zachycena opakované pfi nékolika po sobé ndsledujicich
vysetienich.

® KO: lymfocytoza, sniZeni absolutniho poétu neutrofild, miZe byt anémie
a trombocytopenie (bud v diisledku potlagenf krvetvorby nadprodukci malignich
forem nebo stav vyvolaji autoimunitni mechanismy).

» Piivodné vyZadovand limitni hodnota absolutniho poétu lymfocyti byla 15 . 109/1,
ale na doporuceni National Cancer Institutes Working Group a International
Workshop on CLL byla sniZena na 5 . 10°/1.

® Krevni ndtér: nilez malych vyzralych lymfocytd s hutnym jadernym chromati-
nem, ¢etné Gumprechtovy (jaderné) stiny.
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Nalezy u CLL (nitér periferni krve)

Kostni dFeri.: hyperceluldrn{ nebo normoceluldrni s infiltraci vice nez 30 % lym-
focyth.

Samotnd punkce kostni diené svym zpiisobem dnes ztratila na vyznamu p¥i dia-
gnoze B-CLL. Vhodnéjsi je vySetient trepanobiopsie kostni dFené. Toto je dile-
Zité nikoliv pro diagndzu, ale spise pro prognézu (dle typu infiltrace kostni die-
né lze Cdstecné soudit na dal$i priibéh — noduldrni infiltrace kostni drené
vétSinou znamend pro pacienta lepsi prognézu neZ infiltrace difiizni).

Imunofenotypizace: UtziteCpou meto- [ -,
dou v diagnostice CLL se ukézalo sta-
noveni imunofenotypu lymfocytarni | - Bufky BCLL
populace. Za timto tcelem je provadé- :

na analyza periferni krve, ¢i aspirdtu
kostn{ dfené na priittokovém cytomet-
ru (FACS = Fluorescence Activated
Cell Sorter). Vzhledem k pomérne vy-
soké citlivosti tohoto vySetfeni lze
CLL diagnostikovat z perifemi krve | et 7
jeste v dobé, kdy je lymfocytoza jedi-
nym projevem pocinajic{ choroby.

ZAKLADNI IMUNOFENOTYP ,, TYPICKE"“ B-CLL BY SE DAL ZAPSAT TAK-
TO: CD19+, CDS+, CD23+, CD20 slabé+, CD22 nebo slabé+, FMC7 nebo
slabé+, slabd pozitivita povrchového 1g s jednim typem lehkych Fetézcii (kappa
nebo lambda). Kromé typické B-CLL s témér stoprocentni expresi znaku CDS5
a CD23 existuji ,,atypické" formy, u kterych klesd procento pozitivity uvedenych
dvou znakii a Casto se zdroveri zesiluje pozitivita s Ig a FMC7. Asi osm procent
chronickych lymfadendz je negativnich na znak CDS5, tzv. CD5-B-CLL
(DiGuiseppe, 1998).

Y ’ T-bufiky
= : CD19-/CDS+

Zaznam z priitokového cytometru

Cytogenetika: U B-CLL byvaji pozorovany Cetné cytogenetické zmeény, ale Zad-
né z nich nebyvajf u vice neZ 20 aZ 25 procent pacientd. Vzhledem k této niZs{
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detnosti pozitivnich ndlezl a vzhledem k men3i dosaZitelnosti neni v rutinni cy-
togenetické vySetfen{ k samostatnému uréeni diagnézy nezbytné a nenf ani vy-
Zadéno.

Mutace IgH genii a vznik mutované formy p53 je sdruien s lepsi prognozou.
Nékteré zmény (13q— a +12q) ukazuji u nemocného na dobrou progndzu, kdeZ-
to zmény 17q— a 11g— ukazuji na podstatné agresivnéj$i priibéh onemocnéni
s horsi prognozou (Dohner a spol., 2000).

Ostatni: hypogamaglobulinemie (zejména sniZenf IgG aZ na hodnoty pod 5 g/1),
deficit T-bunééné imunity (funkce viech T-lymfocyti je naru$ena), sniZzend akti-
vita NK-bunék.

Maligni buriky B-CLL produkuji cytokin TGF-f (Tumor growth factor B), ktery
inhibuje proliferaci normdinich lymfocyni. Maligni buriky nejsou schopny se
transformovat v plazmocyty a tim dochdzi ke sniZeni frakce imunoglobulinii.

Nedostatek imunoglobulinii md vliv i na zménu sedimentadnf rychlosti erytrocy-
i (FW).

T-chronickd lymfatickd leukemie viastné neexistuje, je to ndzev pro skupinu post-
tymickych T-lymfoproliferativnich nemoci, do kterych se zahrnuje (leukemie
z velkych granuldrnich lymfocytii, T-prolymfatickd leukemie, HTLV1 T-bunéénd
leukemie dospélych a Sézaryho syndrom (Adam a Vorli¢ek 2001).

4.4.3. Prolymfocytova leukemie

Prolymfocytovd leukemie byla jako samostatnd diagnostickd jednotka poprvé

popsdna v r. 1974 Galtonem (Galton, 1974).

Prolymfocytdrni leukemie se fadi mezi skupinu lymfoproliferativnich onemoc-

néni. Je pomérné dobfe odlisitelnd od B-CLL.

Laboratorni nilez

KO: vyraznd leukocytoza (Sasto > 100 . 10%1, ng&kdy az 500 . 10%1), anémie
a trombocytopenie (v dobe stanoveni diagndzy asi u 50 % piipadd).

Krevni ndtér: jsou pritomny typické velké prolymfocytdarni buriky s velkym
centralné uloZenym jidrem a vyraznym centrdlnim jadérkem. Jsou dvakrat vét-
$f nez maly lymfocyt s kondenzovanym chromatinem. Buiiku obklopuje mensi
podil negranuldrni bledé cytoplazmy. Asi z 80 % pochazeji tyto buriky z B fady,
20 % z T - fady. Maligni buiiky tvofi vice neZ 55 % viech jadernych buné&k.
Kostni dreri: difuzni infiltrace prolymfocyty

Cytogenetika: Casté chromozomdln{ aberace (11;14) (q13;932), zji§t'uje se mu-
tace genu p53.

Imunofenotypizace: Butlky prolymfocytové leukemie maji na svém povrchu
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spoletné B lymfocytarni znaky (CD19, CD20, CD24, CD37) a obvykle expri-
muji CD22 a FMC7. Na rozdil od B-CLL neexprimuj{ CD23 a u vétSiny neby-
va pritomen ani CDS.

® Histologie: vyrazn4 infiltrace prolymfocyty ve sleziné a v jitrech.

Buriky prolymfocytové leukemie — velké jadro

44 éCna

(Hairy Cell Leukaemia — HCL, Trichocelularni leukemie)

Choroba byla poprvé popsdna r. 1923 Ewaldem. Jako samostatnd nosologickd
Jednotka byla vyclenéna v roce 1958 Bertou Bouronclovou pod ndzvem leukemickd
retikuloendotelioza (Bouroncle, 1958). Ndzev leukemie s viasatymi burikami byl
pouZit aZ v r. 1966 Schrekem a Donellym (Schrek a Donelly, 1966).

» Cesky ndzev ,viasatobunéénd* leukemie vznikl pFekladem z anglictiny, kde
pFidavné jméno , hairy” md dva vymamy vlasaty
a chlupaty od slova ,, hair* = vlasy, chiupy. Zustdvd
tedy otdzkou, jak sprdvné do Cestiny preloZit anglic-
ké spojeni ,, Hairy cell leukemia“ (Chrobdk, 1999).

U vlasatobunééné leukemie vychdzi patologické
lymfoidni buriky z vyvojové linie B-lymfocytii. Jde
o chronické lymfoproliferativn{ onemocnéni klonéln{-
ho charakteru s pozvolnym néstupem. Nézev je odvo-
zen od patologicky zménénych lymfoidnich bunék
o pruméru 10-25 pwm, které maji na celém povrchu vi-

e . e e ~ 77 7", Lymfoidni bufiky s viléznimi
lozni vybéZky, které se stdvaji jasné viditelnymi az vibeiky
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v elektronovém mikroskopu. Buiiky postupné zapliuji kostni dfefi, slezinu a jétra.
Ve dfeni vznika fibrésa (Chrobdk 1999).

» Piivod bunék u HCL nebyl po del$i dobu jasny. Bouronclovd soudila, Ze one-
mocnéni je zpiisobeno proliferaci retikuldrnich bunék. V 70. a 80. letech minu-
lého stoleti se burikdm pFisuzoval monocytdrné-fagocytdrni piivod. Soucasné ge-
netické studie prokdzaly klondini B-lymfocytdrni piivod patologickych bunék
(Chrobdk 1999).

P¥i¢ina: neni zndma. Ukazuje se, Ze builky u HCL jsou odvozeny od klondlni
expanze bunék na pozdéj§im stadiu vyvoje neZ buiiky B-CLL a prolymfocytérni
leukemie. Patologické bunky vlasatobunécné leukemie produkuji Setné cytokiny,
jeZ jsou zfejmé hlavnf pfi¢inou pancytopenie. Malignimi bufikami produkovany
TNFo mé vyznamny podil na potladeni normdlni krvetvorby. Na potlaceni krve-
tvorby se znaénou mérou podili i infiltrace dfené malignimi bufikami. Na druhé
strané nejsou maligni buriky schopny syntetizovat cytokiny, které krvetvorbu sti-

muluji.

Laboratorni nalez
® KO: pancytopenie
® Krevni ndtér: leukopenie, ndlez leukemickych bunék s vil6znimi vybézky.

Morfologie lymfoidni

buriky HCL

® Primeér: 10-18 um

® Jddro: kulaté, ovalné n€kdy dvoulalo€naté

o Chromatin jddra: jemny

e Cytoplazma: slabé bazofilni, Sedavémodra |-
jemné skvrnitd, neostfe ohraniCend, bez gra-
nulace s viléznimi vybézky podoby vldsku
nebo chlupu.

® Kosini diefi: ziskdvad se obtizng, Casto |
suchd punkce (fibroza). Je infiltrovana pa-
tologickymi lymfoidnimi buiikami, které
produkuji fibronektin a stimuluji tvorbu re-

tikulinovych vléken (Zdk, 2006). Leukemické buiiky
® Histologie: diefi bohat4, zapInén4 leukemicky- u viasatobun&éné leukemie

mi burikami s patrnym projasnénim kolem bu-
nék a Castou fibrozou dfené. Histologicky se zjist'ujf patologické buriky i ve sleziné.
® Elektronovd mikroskopie: Jsou pfitomny ribosomélné-lameldrni komplexy.

» Ribosomdliné-lameldrni komplexy byly poprvé popsdny Katayamou a spol.
v r. 1972. Jejich funkce v burice neni zndma. Vyskytuji se pFiblizné u 50 % ne-
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mocnych s HCL. V mensi mi¥e se vyskytuji i u jinych onemocnéni. Jejich zvyse-
ny vyskyt md urcitou diagnostickou hodnotu (Chrobdk 1999).

Fdzovy kontrast: na bunkach cytoplazmatické vybézky, jidra lehce excentricky
uloZena.

Cytochemie: pozitivni kyseld fosfatdza rezistentni na tartarat

Fenotypizace: u vétsiny piipadit vykazuje pfisluinost k vyvojové fadé B-bunék.

SRR 5g L%
Ribosomalné-lamelarni komplexy —
elektron. snimek (zvétseni 20 000krit)

274

Literatura

ADAM, Z., VORLICEK, J. Hematologie II.
Piehled hematologickych malignich ne-
moci. Praha: Grada, 2001. 677 s.

BASARA, N., MARKOVA, J., SCHMETZER,
B., et al. Chronic eosinofilic leukemia:
Successful treatment with an unrelated
bone marrow transplantation. Leukemia
Lymphoma, 1998, ro¢. 32, s. 189-193.

BINET, J. L., LEPRIER, M., DIGHIERO, G,
et al. A clinical staging system for chronic
lymphocytic leukemia. Cancer, 1977, ro€.
40, s. 855-864.

BOURONCLE, B. A., WISEMAN, B. K,
DOAN, C. A. Leukemic retikuloendothe-
liosis. Blood, 1958, roé. 13, s. 609-630.

CATOVSKY, G. Current approach to the
biology and treatment of chronic lymphoid
malignancies other then CLL. Hematol.
Cell. Ther., 1996, ro€. 38, s. 63-66.

DIGUISEPPE, J. A. Clinical utility of flow
cytometry in chronic lymphoid lenkemias.
Semin. Oncol., 1998, ro¢. 25,¢. 1, 5. 6-10.

DOHNER, H., STILGENBAUERM, S., BAN-
NER, A., et al. Genomic aberrations and
survival in chronic lymphocytic leukemia.
New Engl. J. Med. 2000, roC. 343,
5. 1910-1913.

DRUKER, B.J., SAWYERS, CH., KANTAR-
JIAN, M. Activity of specific inhibitor of
the BCR. ABL tyrosine kinase in the blast
crisis of chronic myeloid leukemia and
acute lymphoblastic leukemia with the
Philadelphia chromosome. New Engl.
J. Med., 2001, 108. 344, ¢. 14, s. 1038-1042.

275

GALTON, D. A. G., GOLDMAN, J. M.,
WILTSHAW, E., et al. Prolymphocytic len-
kaemia. Britr. J. Haematol., 1974, ro&. 27,
s. 7-23.

CHROBAK, L. Leukemie s vlasatymi buii-
kami. Praha: Galén, 1999. 104 s.

NOWELL, P. C., HUNGERFORD, D. A.
A minute chromosome in human chronic
granulocytic leukemia. J. Natl. Cancer
Inst., 1960a, ro¢. 25, s. 85.

NOWELL, P. C., HUNGERFORD, D. A.
A minute chromosome in human chronic
granulocytic leukemia. Science, 1960b,
ro¢. 132, s, 1497.

RAIL K. R., SAWITSKY, A., CRONKITE, E.
R., et al. Clinical staging of chronic lym-
phocytic leukemia. Blood, 1977, roé. 46,
s.219-234,

ROWLEY, Y. D. A new consistent abnor-
mality in chronic myelogenous leukemia
identified by quanidine fluorescence and
Giemsa staining. Nature, 1973, ro€. 243,
s. 290-293.

SAWYERS, C. L. Chronic myeloid leuke-
mia. New Engl. J. Med., 1999, ro¢. 340,
s. 1330-1338.

SCHREK, R., DONELLY, W. J. ,,Hairy* cell
in blood in lymphoreticular neoplastic di-
sease and ,flagellated” cells of normal
lymph nodes. Blood, 1966, ro&. 27,
s. 199-211.

ZAK, P. Vlasatobun&én4 lenkemie a p¥inos
2-chlorodeoxyadenosinu v 16¢bé. Nukleus
Hk 2006, Hradec Krédlové, stran 110.



4.5. Lymfoproliferativni choroby

Lymfoproliferativni choroby zahrnuji v§echny formy chorobnych proliferaci
lymfoidnich bunék, od stadia lymfoidni kmenové buiiky, pfes v§vojové fady B-a T-
-lymfocytl aZ po plazmocyt v fad€ B- nebo zraly T-lymfocyt v fadé T. Lymfocyty,
Jjako buriky imunitnfho systému jsou funkéné heterogenni a mohou byt pfitomny
prakticky ve v3ech tkédnich a orgdnech. Proto u téchto stavi je postiZeno vétSinou vi-
ce orgénd.

Skupina chorob fazenych do kategorie maligni lymfomy vynikd mnohotvarnos-
tf biologického priibéhu a odlisnosti 1é¢ebnych postupii u jednotlivych nozologic-
kych jednotek. Lze konstatovat, Ze jediné, co maji v8echny maligni lymfoprolifera-
tivni choroby spoletné, je jejich vznik z lymfoidni tkdné a tedy i pfitomnost
receptorti pro kortikosteroidy, jejichZz stimulace miiZe iniciovat, podobné jako
u fyziologickych lymfatickych bun&k, v &sti bunék apoptotickou smrt (Miiller-
Herme-link, 1997).

» Lymfom = maligni nddor lymfoidni tkdné, nejcastéji lymfatickych uzlin

Agresivni typy lymfomi jsou schopny zahubit svého nelééeného nositele fado-
vé v tydnech ¢i mésicich, zatimco pacienti s nizce malignimi lymfomy mohou bez
lécby Zit roky, nékdy vice neZ 10 let. Nékteré typy lymfoml (lymfocytarni
a folikuldrni lymfomy) maji tendenci k rychlému $ifeni po celém organizmu, jiné
naopak po dlouhou dobu proliferuji jen v jednom mist€ a diseminuji aZ po dlouhém
dase lokdlniho riistu (napf. lymfomy Zaludku). Proto klasifikace malignich lymfo-
proliferativnich chorob predstavovala a predstavuje pro kliniky i patology velky
problém (Lennert a spol., 1975).

» Nékteré klinické jednotky byly popsdny jii na sklonku minulého stoleti.
Nejpresnéji byla charakterizovdna Hodgkinova choroba, kdefto ostatni lymfo-
proliferace snad s vyjimkou chronické lymfatické leukemie se delsi dobu nedaFi-
lo jednoznacné identifikovat. Tyto stavy byly zpoédtku kategorizovdny do dvou
podskupin, jako lymfosarkomy nebo retelosarkomy (retikulosarkomy).

LYMFOMY (I JINE NADORY) DNES MUZEME S URCITOU NADSAZKOU POVAZOVAT ZA
Z{SKANOU GENETICKOU PORUCHU, KTERA VZNIKA ZTRATOU, POSKOZENIM NEBO
CHYBNOU REGULACI GENU ODPOVEDNYCH ZA BUNECNY RUST A vYvoJ). PROCES
VZNIKU LYMFOMU CHAPEME Z TOHOTO POHLEDU JAKO VICESTUPNOVY DEJ —
CHOROBA SE ROZVIiJi POSTUPNE, ,,STRADA GENETICKE ZMENY*,

KLASIFIKACE LYMFOPROLIFERATIVNICH ONEMOCNENI
Vyvoj klasifikaci malignich lymfoproliferativnich nemoci tésné nasleduje v{voj
poznéni fyziologické lymfatické tkdn€. Historicky se maligni lymfomy déli na
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Hodgkindv lymfom a ddle skupinu definovanou per exclusionem (nejsou pfitomny
Hodgkinovy a Sternberga-Reedové buiiky) — nehodgkinské lymfomy. Skupina
Hodgkinova lymfomu m4 relativng ustdlené nézvoslovi, opak plati pro nehodgkin-
ské lymfomy (Sander a spol., 1997).

Klasifikace Rappaportova, Lukese a Collinse

Rappaport publikoval svoji klasifikaci lymfomi v padesétych letech minulého
stoleti, v dobé&, kdy se v&d&lo jen mdlo o funkci lymfatické tkdné, a proto jeho kla-
sifikace byla zaloZena &ist€ na morfologii. Klasifikace rozliSovala lymfomy
z malych, stfednich &i velkych bungk a navic se pfiddvalo adjektivum diftizni
a folikularni lymfom.

V sedmdesdtych letech Lukes a Collins navrhli imunologicky charakterizova-
nou klasifikaci (déleni na T- a B-lymfomy) a také zavedli morfologicky pojem cle-
aved a noncleaved (lymfocyty s roz§tépenym a nerozStépenym jadrem).

Kielsk4 klasifikace

V této imunologicky orientované klasifikaci, kterou navrhl Lukes a Collins, po-
kraGoval Lennert se spoluautory z némeckého mésta Kielu. Kielsk4 klasifikace vy-
chézela z novych poznatki fyziologie lymfocytit a sice, Ze kazda maligni jednotka
se odviji od ur¢itého typu a diferenciacniho stadia fyziologického lymfocytu a miize
byt definovdna morfologicky a imunologicky. Od ndzvu vychoz{ fyziologické buii-
ky je odvozen nizev pifsiusného lymfomu.

Klasifikace ,,Working Formulation‘

Na Rappaportovu terminologii navdzala v roce 1982 americkd klasifikace na-
zvand ,, Working Formulation for Clinical Use“, do CeStiny preklddand jako ,,pra-
covni formulace®. Klasifikace ,,Working Formulation* je zaloZend na piivodni
Rappaportové klasifikaci s upravenou terminologii Lukese a Collinse. Nazvy jed-
notlivych jednotek vychdzi z velikosti bunék (malé, velké, smifend populace),
z jejich ristu (folikuldrni a difiizn{) a z tvaru jadra (nastépené, nenast€pené), nejsou
zde rozliSeny T- a B-lymfomy.

Klasifikace ,,REAL*

V roce 1993 byla vytvofena skupinou evropskych a americkych patologl
International Lymphoma Study Group nova klasifikace, kterd se nazyvd A Revise
European-American Classification of Lymphoid Neoplazma — REAL. Klasifikace
REAL vychdzi ze stejné teorie jako Kielskd a ptidava dal$i kritéria. Mimo morfo-
logickych kritérii to jsou kritéria imunologickd, topografickd, cytogenetickd
a také kritérium klinické manifestace a priibéhu.

REAL Kklasifikace déli lymfomy na Hodgkinovy lymfomy a skupinu nehodg-
kinskych lymfomii, kterd se ¢leni na lymfomy vychézejici z ,.B“, z ,,T“ a ,,NK* lym-
fatické fady. Obé skupiny nehodgkinskych lymfomt se déle rozélenuji na lymfomy
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vychdzejici z prekurzorl B- a T- fady a lymfomy vychazejici z perifernich funké-
nich lymfocytl. Pro kaZdou jednotku jsou popsény piislusné morfologické, biolo-
gické a klinické charakteristiky.

WHO klasifikace

Klasifikace vychdzi ze stejnych principl jako REAL klasifikace: ,,jednotlivé no-
zologickd jednotka je optimdlné definovdna kombinaci morfologickych znakd,
imunofenotypu, cytogenetickych znaki, klinickych projevi i prib&hu a jejf klasifi-
kace by se méla odvijet od fyziologického protéjS§ku malignich bunek, pokud je to
mozné.

U lymfoproliferativnich nemoci rozliSujeme:
Q Hodgkiniv lymfom (Hodgkinova choroba)
U Nehodgkinské lymfomy (NHL)

4.5.1. Hodgkinova nemoc

(Hodgkiniv lymfom, Morbus Hodgkin)

Roku 1832 popsal anglicky patolog
Thomas Hodgkin ve své prdci ,,On Some
Morbid Appearances of the Absorband
Glands and Spleen® poprvé zvétseni
uzlin, které se vyskytuje spolu se zvétse-
nim sleziny. Na pFelomu stoleti Zjistili ra- |-
kousky patolog Carl Sternberg (1898)
a americkd patoloZka Dorothy Reedovd
(1902) v uzlindch nemocnych charakte-
ristické buriky (Sternberga-Reedové buii-
ky). Tento objev umoznil jistou
a reprodukovatelnou diagnostiku, a tim g :
odliseni onemocnéni nap¥. od tuberkolo- Thomas Hodgkin
2y a syphilis. Maligni-ta tohoto onemoc-
néni byla prokdzdna teprve ke konci minulého stoleti (Kaplan, 1980).

Hodgkinova nemoc je systémové nadorové onemocnéni, které spojuje zajima-
vym zpisobem piiznaky zédnétlivé reakce s piiznaky neoplazie (Wolf, 1995). Jde
o onemocnéni lymfatické tkan€ (pfevazné postihujici lymfatické uzliny, ale 1 jin€ or-
gény s lymforetikuldrni tkdni). V uzlindch se nachdz{ buriky Stemberga-Reedové.
Maligni buniky se 3ifi z plivodni lymfatické uzliny pfes pfilehié lymfatické cesty do
ostatn{ lymfatické tkdné pfimym tokem s moZnosti pfestupu do krevniho recistg.
U Hodgkinovy nemoci jsou nddorovou populaci Stermberga-Reedové buiiky (HRSb),
jejichZz méné vyzralymi prekurzory jsou tzv. Hodgkinovy busiky. Dals, Casto znal-
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nd, bunééna pfitomnost, predstavovand predev§im lymfocyty, je reaktivni povahy
(Markovd, 1997).

Teprve priikaz pfestavby genu pro imunoglobuliny (Ig) molekuldrné biologicky-
mi metodami jednoznainé potvrdil, %e patologické buriky se diferencuji
z postgermindlnich B-bunék.

» Pomoci PCR byla prokdzdna u &dsti pFipadii monoklonalita a B-lymfocytdrni
piivod bunék Stenberga-Reedové. Pritkaz aktivovanych T-lymfocyti, jako pFfeva-
Zujici bunééné populace v postiZené tymfatické tkdni znamenaji vyraznou, nako-
nec ale nedostateCnou T-bunéCnou reakci proti jesté nezjisténému (virovému)
antigenu exprimovanemu bufikami Sternberga-Reedové.

Jedna se o pre-apoptické buriky zdrode¢ného centra lymfatického folikulu, kte-
ré nejsou uréeny k dal§i diferenciaci a proliferaci a za fyziologickych podminek
podléhaji apoptdze. U Hodgkinovych bun€k dochdz{ ke zméndm, které je Cini rezi-
stentnimi k signdliim vedoucim k apoptdze (Adam a Vorlicek, 2001 ).

» Mechanizmy, které chrdni Hodgkinovy a Sternberga-Reedové buiiky pred apo-
ptozou, nejsou zatim jasné. Mohlo by jit o expresi inhibitoru apoptézy c-FLIP
nebo o ovlivnéni tyrosinkindzovych receptorii. Tyto buriky maji obecné sniZenou
hladinu mRNA pro znaky B-lymfoidni linie.

Buiiky Sternberga-Reedové produkuji fadu faktord, které vyvolavaji neobvy-
klou reakci organizmu,kterd se projevi nejen celkovymi pfiznaky, ale i mistni reak-
cf se vznikem hyperplazie uzlin a tvorbou typickych zanétlivych infiltratd v tkanich,
které byly nemoci postiZeny.

Prifina: Pivod onemocnén{ nenf dosud zcela objasnén. UvaZuje se o genetické
predispozici, pfipousti se 1 i€ast virti a eventualné narusend imunita. U tohoto one-
mocnéni dochdzi ke zmnoZeni riznych forem nezralych lymfoblastd a lymfocytd,
vét§inou z vyvojové fady B-bun€k, méné T-bunék. Morfologie malignich bunék je
znadné€ pestrd a fenotyp neni pravidelny, ani specificky. Ve vysokém procentu
u nemocnych s Hodgkinovou chorobou je pfitomen virus Epstaein-Baarrové (EBV).
Soucasné poznatky dovoluji pfedklddat, Ze EBV infekce se uplatiiuje v nddorové
transformaci a proliferaci centrofolikuldmich lymfocyti, mezi které se fadi
i maligni lymfogranulom.

» Hodgkinova choroba se castéji vyskytuje u nékterych fenotypii HLA systému a je
u ni aZz 30 % pozitivita protildtek proti EBV — antigenu virové kapsidy (VCA).
S pouZitim metod molekuldrni biologie je prokazovdn genom EBV v 50-70 %
pripadii. Z komponent EB viru jsou to pFedev§im antigeny jddra (EBVNAI)
a latentni membrdnové proteiny piedevsim (LMP 1,2).

Klasifikace M. Hodgkin
V oblasti subklasikace Hodgkinovy nemoci nedo$lo k Z4dnym vyraznym zmé-
nam. Nova WHO klasifikace prakticky prevzala Kielskou klasifikaci. Cetnost bungk
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HSRb a stuperi celuldrni reakce se staly zakladem pro histologické tfidéni Hodgki-
novy nemoci.

Histologické tridéni

O I typ: bohaty na lymfocyty
U I, typ: noduldrné skleroticky
O III. typ: smi¥ené bunéény

Q IV. typ: chudy na lymfocyty
U V. typ: neklasifikovatelny

K urceni histologického typu onemocnéni se provddi histologické
a imunohistochemické hodnocen{ bioptického preparatu. Cytologickd diagnostika
neni k uréeni diagnézy zdsadni.

Klinické tridéni (Ann Arbor Staging System)

Rozsah nemoci je stdle ur¢ovan podie modifikované Ann Arbor klasifikace,
kterd je zaloZena na ureni poctu postizenych oblasti a jejich vztahll k brénici
a existenci orgdnového postiZeni. Rozsah uzlinového postiZeni ma vyznam pro te-
rapeuticky postup a vyjadfuje se ¢tyfmi klinickymi stadii.

m Stadium I: postiZeni jedné skupiny lymfatickych uzlin (oznaceni: 1) nebo jed-
noho extralymfatického orgénu pripadn€ mista (oznaceni: 1 E)

B Stadium II: postizeni dvou nebo vice skupin lymfatickych uzlin na téze strané
branice (oznaceni: 1) nebo lokalizované postiZzeni extralymfatického orgénu ne-
bo mista a jedné nebo vice skupin lymfatickych uzlin na téZe strané branice

W Stadium IIT: postiZeni skupin lymfatickych uzlin na obou stranich brénice
(oznaceni: 1), které mlZe byt provazeno lokalizovanym postiZenim extralym-
fatického orgdnu nebo mista (oznadeni: 111 E), nebo postiZeni sleziny (oznadeni:
I S) nebo obou (oznaceni: 111 ES)

# Stadium IV: difiizni nebo diseminované postiZzeni jednoho nebo vice extralym-
fatickych organit nebo tkani, pfipadné bez souc¢asného zvétieni uzlin
Kazdé stadium se je$té d€li na kategorii A a B. Oznaceni A znamend chybéni,

B pfitomnost symptomil (horecky neinfekéniho pivodu s teplotami nad 38 °C,

profiizni noéni poceni, hmotnostn{ ibytek > 10 % t€lesné hmotnosti v poslednim

piil roce).

» Tato klasifikace je nékterymi pracovnimi skupinami rizné modifikovdna podle
rizikovych a prognostickych faktori.

Laboratorni nalez

o KO: mikrocytovd nebo normocytdrni hypochromni{ anémie charakteru anémie
chronickych onemocnéni, mirné trombocytoza, normalni nebo mirnd leukocyto-
za (u pokrotilejsich stadif).

e Krevni ndtér: lymfopenie (u pokrogilejsich stavil), eozinofilie

280

® Histologie: urdi diagnézu onemocnén{ — nachdzi se obrovské buiiky Sternberga-
-Reedové, eventualné i buiikky Hodgkinovy.

® FW: vyrazné zvy§ené hodnoty (sleduje aktivitu choroby)

e Imunologickd vysetFeni: funkéni defekty T-burikami zprostfedkované imunity

® Ostarni: zvySend CRP (mapuje aktivitu choroby)

Bunécnd populace u Hodgkinovy nemoci

Hodgkinovy buiiky bez ohledu na to jak a kde se vyskytuji se pohybuji jak lym-
fatickymi, tak krevnimi cestami a pfednostné se usidluji a rostou v lymfatické tk4-
ni. Maligni buné¢nd populace je riiznorod4, buiiky Sternberga-Reedové piedstavuji
jen jeji malou ¢dst. Morfologicky zménéné lymfoidni buiiky u M. Hodgkin tvofi
nejvyse 0.1-3 % celkové bunééné populace ze vzorku lymfatické tkané. Jsou ob-
klopeny reaktivnimi lymfocyty, histiocyty, fibroblasty, plazmatickymi burikami
a eozinofily (Markovd, 1997). Tyto tzv. doprovodné buriky tvoii vétsinu proliferuji-
cich bun¢k u Hodgkinova lymfomu.

Hodgkinovy buiiky
Hodgkinovy buriky jsou vlastné prekurzory bunék Sternberga-Reedové. Jsou to
velké buniky s kulatym nebo lehce vkleslym jadrem.
® Chromatin jddra: jemny nevyrazn€ se barvic{
e Cytoplazma: hojna, nezmitd, bledémodra ¢i zfeteln€ bazofilni s vakuolami, jem-
nd vétdinou bohatd, barvitelné bledg.

O VR o -

Hodgkinovy buiiky — periferni krev Hodgkinovy buiiky — histologicky preparat

Buriky Sternberga-Reedové
Jejich morfologie je riiznorodd a jsou rizného typu, vétinou se dvéma (uloZeny
zrcadlové) nebo i vice laloénatymi jadry (uloZeny fetizkovite).

® Primér: 25-60 um

® Jddra: ndpadné velkd a svétld s hrubym rozptylenym chromatinem. V jeho okéch
jsou patrnd bélava vyjasnéni. V kazdém jadfe vét§inou v jeho stfedu je velké sfé-
rické jadérko.
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® Chromatin jddra: tidky, sitovité usporadany, riZzovofialové barvy
o Cyroplazma: jemna vét§inou bohatd, barvitelnd bledé Sedomodie. M4 neostrou
kresbu a obsahuje vakuoly.

- ARR A
s, - L «
s i ‘
- - J L

. = =i,
Vicejaderna buiika Lalo¢naté jadro buiiky Buiika
Sternberga-Reedové — Sternberga-Reedové — Sternberga-Reedové —
periferni krev periferni krev histologicky preparait

4,52, Nehodgkinovské lymfomy (NHL)

Nehodgkinské lymfomy tvori zna¢né heterogenni skupinu lymfoproliferativnich
nemoci riznorodého biologického chovani a s odli§nou odpovéd{ na 1écbu. Odlisuji
se od Hodgkinovy nemoci nejen svym klinickym priibéhem, ale i biologickym cho-
vénim a histopatogenickym plvodem (Brice a spol., 1997).

Onemocnéni vznikd maligni transformact (nddorovou pfeménou) bunék lym-
Joidnich tkdni na kterékoliv firovni bunééného vyvoje, poCinaje kmenovou lymfo-
idn{ builkou aZ po zrald v§vojova stadia B- a T-lymfocytdrn{ fady, ojedinéle NK bu-
nék. Transformovand burika jevi klondlni expanzi, pfi¢emz si zachovdva funkéni
1 migralni charakteristiky svych normélnich protéj§kii. Zjednodusené miiZeme
NHL popsat jako zhoubné nddory bunék imunitniho systému (Cavalli a Bernier,
1995).

Béhem vyvoje nemoci prob&hne v lymfatické bufice na niZz§im vyvojovém (z&-
rodeé¢ném) stupni prvotni genetickd zména. V genech pro t€zké fet€zce imunoglo-
bulin@i (u B-nehodgkinskych lymfomi) nebo v genech pro T-bunééné receptory
(u T-nehodgkinskych lymfomi) probihaji somatické mutace. Jeden z klonil je po-
sléze antigenn& zvyhodnén a klondlné expanduje. V ném se somatické mutace déle
hromadi, klon se vyviji a mohou se v ném vy¢lenit ur€ité dil¢{ klony s agresivngj$im
chovinim. Po &ase prob€hne dald{ (pridatnd) genetickd zména, kterd zasdhne
ndktery z dileZitych onkogenti v buiice. Nador vyrazné zméni své chovini, bujf
a ddle se &ffi. V dal3im pribéhu, at’ uzZ vlivem pfirozeného vyvoje, €i jakymkoliv se-
lekénim tlakem, se v lymfomovych buiikdch hromadi genetické zmény, které mo-
hou vyvolat histologickou pfeménu v nidor s priibéhem klinicky velmi agresivnim
(Issaacson, 1992).
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e Prifina: nenf zcela jasnd. Virovy ptivod byl prokdzén jen u n&kterym lymfomi
(Burkittiv lymfom — EBV a T-lymfom dospélych — HLTV 1). Je pravdépodob-
ny vztah mezi vznikern NHL a poruchami imunitnich mechanismi.

Ne&které abnormity spojené se vznikem nebo vyvojem nehodgkinskych lymfomd

byly pfesné rozpozndny a objasnény:

Q Ciést z nich narusuje nebo blokuje p¥irozenou (programovou) bunéénou smrt
- bunky, které neodumiraji, se hromadi (nepodléhaji apopt6ze).

1 Daldi zmény postihuji geny regulyjici bunéény cyklus — buiiky se mnoZi ne-
ustdle, pfekotné a neregulované.

Soudi se, ze v patogenezi NHL. maji viznamnou dlohu:

B molekuldirné genetické zmény — bylo zjisténo, Ze u 90 % NHL s nizkou malig-
nitou a u 30 % vysoce malignich NHL se nachdzeji charakteristické chromozo-
mdélni aberace (Magrath, 1990).

sunut z 18. chromozomu na 14. chromozom do blizkosti genu pro 1éZké Fetézce
imunoglobulinu. Dostdvd se tak pod vliv transkripénich ,,urychlovadi* (enhan-
cerii) sdruienych s lokusem 1gG. Jejich ucinkem dochdzi k dysregulaci exprese
genu bcl-2, kédujiciho protein bel-2. Tento protein inhibuje apoptézu patologic-
kého klonu lymfocyti, pisobici jejich akumulaci a snifuje citlivost
k nejriznéjsim podnétim indukujicim bunécnou smrt (véetné cytostatik). To vy-
svétluje, pro¢ i p¥i nizké proliferacni aktivité postupné nariistd pool lymfomo-
vych bunék a pro& u téchto NHL byvd omezend odpovéd na chemoterapii. Nejde
vSak o jedinou chromozomdlni zménu (The International, 1993). Dalsi zmény
Jsou charakteristické pro jiné typy NHL a mohou v praxi poslouZit jak k pFesnéjsi
identifikaci lymfomu, tak zejména k priikazu klonality a k uréeni zbytkové popu-
lace po terapii (nap¥. translokace t(11;14) u lymfomu z pldstovych bunéek).

® Nepochybny se zd4 vztah NHL k poruchdm imunitnich mechanismit (vrozend
a ziskand imunitni nedostateénost), nebot’ pravdépodobnost vzniku lymfomu
u imunodeficitnich pacientll je vyrazn€ zvy$ena. Snad zde m4 v§znam aktivace
onkogennich vird. Podobny i¢inek miZe mit i chronickd imunostimulace a auto-
imunitn{ onemocnéni.

M Na vzniku se mohou podilet i nékteré cytoplazmatickeé viry (EBV, HLTV a jiné).

» Virovy plivod byl prokdzdn pouze u Burkittova lymfomu (EB — virus) a u T-lym-
fomu dospélych (HTVL-1).

NHL se mohou vyskytovat i mimo lymfatickou tkdg, nebot’ normalni lymfocy-
ty jsou také piitomny v rliznych extralymfatickych orgénech.
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» Tyto extranoddlni NHL vznikaji nejcastéji v trdvicim traktu, v ORL oblasti,
v mozku, ve 3titné Zldze, v mékkych tkdnich, v kuZi aj.

Podle biologického chovani miiZzeme NHL rozdélit do dvou hlavnich skupin:
O Indolentni lymfomy (s nizkym stupném malignity)
Q Agresivni lymfomy (s vysokym stupném malignity)

Laboratorni nélez

Laboratorni diagnostika onemocnéni se dnes podle nového klasifikaéniho systé-
mu (REAL/WHO) opir4 o histologicky obraz postizené tkané, o imunohistochemii,
genetické a molekuldrné genetické zmény nddorové buiky a charakteristiku fyzio-
logického prot€jSku nadorové bunky (Harris a spol., 1999).
e Molekularné genetické metody maji v primdrni diagnostice malignich lymfo-

mi dvé zdkladni vyuZiti:

B slouZi k detekci klondlnich abnormit v pripadé diferencidlnf diagnézy me-
zi reaktivni a nddorovou proliferaci (Arber, 2000)

B s jejich pomoci Ize identifikovat chromozomalni zmény, jako napf. nadoro-
vé specifické chromozomadlnf translokace. Jejich detekce pfina$i uZitek v dia-
gnostice lymfomi (Arber, 2000).

® V praktické diagnostice NHL se stdle vice uplatiuji metody na molekuldrni d-
rovni. Kromé zdkladni diagnostiky lymfomu se osvéd€uji i ve sledovani tispés-
nosti terapie a minimalni reziduilni nemoci (MRN). Pro detekci MRN mé
vyznam zejména sledovani specifickych translokac{ piitomnych v piivodnim n4-
doru, coZ je umozZnéno vysokou citlivosti PCR (Abdel-Reheim a spol., 1996), 1ze
vyuzit i FISH a Southern blotting.

> V poslednich letech se dostdvaji v diagnostice do popFedi metody genové analy-
2y, tzv. gene profiling expression DNA microarraye. Tyto metody odlist jinak
morfologicky a fenotypové podobné jednotky NHL (nap¥. u difuzniho B-velko-
bunéncéného lymfomu) na ty, které maji genovou expresi podobnou bufikdm ger-
mindiniho centra (GCB — germinal center B-like), nebo jsou genovou expresi
podobné postgermindlnim burikdm, které dostaly ndzev ABC (activated B-cell li-
ke). Kromé tohoto nového molekuldrné genetického prognostického modelu je
studiem genotypu postupné odhalovdna etipatogeneze vzniku NHL (Kinney
a Kadin, 1999).

Klasifikace NHL

Klasifikace NHL je velmi komplikovand, nebot’ existuje vice neZ 40 definova-
nych typd NHL. PfevdZna vét§ina NHL ma plvod v lymfocytech fady B (az 90 %),
mensi Cast vychdzi z fady T (asi 10 %). Nejcastéjsim typem je difuzni velkobunéc-
ny B-lymfom (30-40%), nasleduje folikularni B-lymfom (20%), malobunéény B-
lymfom typu B-SLL, lymfom pl4st'ové zény (mantle cell lymphoma) (10-15%).
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Pokud jde o stanoveni pfisluinosti k pfedpoklddanym fyziologickym protéj-
§kim v diferenciani posloupnosti lymfocytll, doporucuje se (vzhledem
k nejasnostem v této posloupnosti) déleni NHL pouze na skupinu lymfomii prekur-
zorovych (méné diferencovanych) a zralych (tzv. perifernich).

Klasifikace lymfoproliferativnich stavii podle WHO

B-lymfoproliferativni onemocnéni
Q Prekursorové

m akutni B-lymfoblastickd leukemie/lymfoblastovy lymfom
Q Periferni

m B-chronickd lymfatické leukemie/lymfocytdrmi lymfom

H prolymfocytarn{ leukemie

B vlasatobunénd leukemie

B lymfom z pla§tovych bunék

m folikularni lymfom, stupen 1-3

m difuzni B-velkobun&ény lymfom — mediastinalni velkobunécny (varianta)
B difuzni B-velkobunény lymfom —~ primarné exsudativni (varianta)
B difuzni B-velkobun&ény lymfom — intravazilni lymfom (varianta)
m Burkittiv lymfom — Burkitt-like lymfoma

B extranoddlni lymfom z margindln{ z6ny B-MALT

B nodalni lymfom z margindlni z6ny B-bunék

B splenicky lymfom z bunék margindlni zény (+ vilézni lymfocyty)
B lymfoplazmocytdrni lymfom

B myelom/plazmocytom

T-lymfoproliferativni onemocnéni
QO Prekursorové

B akutni T-lymfoblastovd leukemi/lymfoblastovy lymfom
Q Periferni
T-bunéénd prolymfocytarni leukemie
T-bunééna leukemie z granuldrnich bunek (LGL)
agresivni lymfom z NK-bunek
T-bunéény lymfom/leukemie dospélych (ATLL-HTLV 1+)
T/NK naséln{ lymfom
T-lymfom spojeny s enteropatif
hepatosplenicky yd T-bunécny lymfom
T-lymfom podkoZni podobny pannikulitidé
Mycosis fungoides/Sézaryho syndrom
anaplasticky velkobunéény lymfom, T/null, koZni
anaplasticky velkobunéény lymfom, T/null, systémovy
perifern{ T-lymfom (jinak necharakterizovany)
angioimunoblasticky T-lymfom
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I pfes nové zavedené klasifikace NHL, které odstranily nepfesnosti vyplyvajici
z nestejného oznaCovini identickych jednotek, miiZe &init histopatologickd diagné-
za obtiZe. Proto je u NHL bezpodmine&né nutné tzv. druhé éteni, tj. posouzeni na-
lezu dvéma nezévislymi hematopatology z riiznych pracovist’. Definitivni z4vér se
stanovi s pfihlédnutim k dal$im vysledklim pomocnych vySetfeni a stanoveni rz-
nych biologickych markert,

Nejcastéji se vyskytujici typy NHL se vzdjemné li$i, morfologii, fenotypem, bio-
logickym chovdnim i odpovédi na 1é&bu. V dalgf &4sti jsou popsdna nékterd labora-
torn€ zajimav4 onemocnéni, kterd jsou podle soucasné klasifikace fazena do WHO
klasifikace lymfoproliferativnich onemocnéni.

Q Chronickd lymfatickd leukemie (CLL) — probrdna v kapitole chronické leu-
kemie

Q Vliasatobunéénd leukemie — probrdna v kapitole chronické leukemie

U Prolymfocytdrni leukemie ~ probrdna v kapitole chronické leukemie

O Mycosis fungoides a Sézaryho syndrom

U Maligni histiocytoza

QO Monoklondlni gamapatie — mnohoZetny myelom, Waldenstromova makroglo-
bulinemie, amyloidéza

Mycosis fungoides a Sézaryho syndrom

Mpycosis fungoides byla poprvé popsdna r. 1806 Alibertim. Sézaryho syndrom byl
poprvé zminén r. 1938 Sézarym a Bouvrainem.

Mycosis fungoides je nizce maligni T-lymfom, u kterého se infiltrace pomérné
dlouho omezuje pouze na kiZi, kde se projevuje nespecifickymi ekzémy, pozdéji
vét§inou postihuje i lymfatické uzliny a jiné orgdny (Adam a Vorlicek, 2001).

Generalizovana erytrodermie (koZni vysevy a pigmentace na ploskach nohou - vlevo)

Sézaryho syndrom je lenkemick4 varianta Mycosis fungoides. Ob& onemocnéni
vychéz{ z fady T-pomocnych (helper) lymfocytl. Diagnéza se stanovi na zdkladé
histologického a imunohistologického vySetieni kiiZe (Kim a Hoppe, 1999).

286

PFitina: Choroba se odvozuje od maligni pfemény epidermotropnich lymfo-
cyti. Jde tedy o patologickou proliferaci lymfoidnich bunék z vyvojové rady T-lym-
Jocytii. Nachézi se T-lymfocyty s cerebniformnim jadrem, které si i pfes svou ma-
ligni transformaci po dlouhou dobu zachovdvaji sviij dermotropismus. Sézaryho
syndrom je leukemickd a erytrodermickd varianta kozntho T-lymfomu.

Laboratorni nilez

e KO: u 2/3 nemocnych leukocytoza (20 . 109/1)

® Krevni ndtér: nachdzi se buiiky lymforetikuldrniho charakteru se za$tipnutym
jidrem. U Sézaryho syndromu se nachéizi v periferni krvi vice nez 5-10 % pa-
tologickych cerebniformnich lymfocyti.

® Elektronovy mikroskop: v ultratenkych fezech se vyskytujf buriky s charakteris-
tickymi cerebriformnimi jaddry a riiznymi typy nukleol — Sézaryho-Lutznerovy
buriky (Smetana a spol., 1997).

3 e :' =
Sézaryho-Lutznerovy buiiky (periferie)

Maligni histiocytoza

Maligni histiocytoza je neobvykld, velmi agresivni a maligni lymfoproliferace.
Kondi vét§inou do 6 mésicii smrti.

Je charakterizovana maligni proliferaci cytologicky neoplastickych histiocytii
v lymfatickych organech a hematopoetickych organech.

Malign{ monocyto-histiocytdrni buniky maji vzhled nezraljch bunék s bohatou
bazofilni cytoplazmou, které vykazuji pfi cytochemickych reakcich
a imunofenotypizaénim vySetfeni znaky histiocytd. Déle se vyskytuji monocytoidni
buiiky s nukleoly a jemnou azurofilni granulaci a makrofagy s bohatou pénovitou
a vakuolizovanou cytoplazmou, obsahujici hlavné zbytky fagocytovanych erytrocy-
td, nékdy leukocytl a trombocytl (Bucsky a Egeler, 1998).

Laboratorni nilez

® KO: hemolytickd anémie, leukopenie, trombocytopenie (desticky jsou zvySené
fagocytovany ve slezing).

® Krevni ndtér: v 5-90 % se nachazi se maligni monocyto-histiocytdrni buniky
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® Trepanobiopsie kostni dfené: pozitivni ndlez anaplastickych histiocytd, ptitomen
syndrom hemofagocytozy.

® Cytochemie: zvy$ena aktivita alkalické fosfatdzy, silnd pozitivita kyselé fosfata-
zy a piftomna pozitivita esteriz.

® Imunofenotypizace: monocyto-histiocytdrni buiky vykazuji znaky CD1l1b,
CDl11lc, CD14, CD36, CD68, MAC 387.

® Cyrogenetika: chromozomdlni zmény t(2;5).

4.5 londlni i

Monoklondini gamapatie je termin laboratorni i klinicky. V laboratornim smys-
lu tohoto slova rozumime pod timto pojmem patologickou p¥itomnost monoklondl-

Y2

niho imunoglobulinu v séru nebo moci. V klinice se pouZivd k oznaceni nemoci do
JjejichZ celkového obrazu patii pFitomnost tohoto imunoglobulinu. Jen velmi vzdcené
se vyskytuji tzv. nesecernujici myelomy, kdy nelze v séru ani v mo¢i soucasnymi me-
todami paraprotein prokdzat.

Monoklondlni gamapatie jsou onemocnéni, kterd
jsou charakterizovina proliferaci maligniho B-bunécé-
ného lymfocytirniho klonu. Takto diferencované
buiiky tvoif monoklondlni strukturné homogenni pato-
logické monoklondlni proteiny nebo jejich &éasti
(M-komponenty, M-proteiny, monoklonélni imunogio-
bulin, paraprotein), které lze zjistit v séru nebo modi
(Greip, 1996). Ide tedy o onemocnéni pro kter4 je cha-
rakteristickd kvalitativhi nebo kvantitativni porucha
syntézy imunoglobulini.

Monoklonélni gamapatie jsou velmi heterogenni
skuninou nemoci. NejCast&j§i a nejzdvaznéjsi monoklondlni gamapatii je mnoho-
c¢etny myelom (MM), u kterého je produkce paraproteinu kvalitativné
i kvantitativn€ nejvyznamné;si.

0t
()
0N A

Myelomova buitka

> Pri uziti citlivych imunofluorescencnich metod Ize monoklondini komponentu
prokdzat i u dalSich lymfoproliferaci, zvldsté u nékterych typii nehodgkinskych
malignich lymfomi (NHL), resp. chronické lymfatické leukemie.
Pii¢ina: monoklonalni gamapatie vznikaji maligni mutaci bunék
B lymfocytarni fady. Pozménény B lymfocyt ziskd uréity stupei autonomie (znak
malignity), charakteristicky pro jednotlivé nemoci, proliferuje a vyzrdva v buiky
produkujici monoklonalni imunoglobulin — paraprotein (M-Ig).

» Monoklondini imunoglobulin (paraprotein) je imunoglobulin (nebo &dst mole-
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kuly Ig), ktery je tvoien jednou t¥idou téZkych Fetézcii (a, B, ¥, 0, &) jednou pod-
tFidou a jednim typem lehkych Fetézcii (K, A). Na elektroforéze v agarozovém ge-
lu se monoklondini imunoglobulin projevuje jako homogenni iizkd frakce lokali-
zovand v oblasti ¥ af 2. MiiZe byt tvofen kompletnim Ig nebo lehkymi ¢i
teZkymi Ig Fetézci.

Klasifikace onemocnéni
Klasifikace monoklondlnich gamapatii podle Kyleho rozli§uje maligni mono-

klondlni gamapatie a monoklonélni gamapatie nejasného vyznamu.

Q Maligni monoklondlni gamapatie — fadi se sem mnohoCetny myelom s pritom-
nosti monoklondlni gamapatie se vSemi svymi variantnimi formami a dal8{
zhoubné lymfoproliferativni stavy, jako je Waldenstromova makroglobulinemie,
maligni lymfomy, chronick4 lymfatickd leukemie, nemoci téZkych Fetézcl a amy-
loidéza (Greip, 1996).

» MonoklondIni gamapatie nejasného vyznamu je termin, ktery je pouZivdn pro

pFipady, kdy:

B M-Ig nevyvoldvd Zddné piiznaky nemoci

B koncentrace M-Ig nepFesahuje v séru 35 g/l M-IgG a M-IgM nebo 20 g/l
M-IgA, & v moci 1 g/24 hodin

B ve dreni je méné neZ 5 % plazmocyti.

Pacienti s monoklondlni gamapatii nejasného vyznamu nesmi mit Zddné kostni

piiznaky, anémii i poskozeni ledvin. U téchto stavii se po urcité dobé miiZe vy-

vinout maligni lymfoproliferativni onemocnéni (Adam, 1997).

» U Fady téchto onemocnéni dochdzi k rozvoji Bence-Jonesovy proteinurie
(BJP), stavu, kdy nizkomolekuldrni frakce paraproteinu (lehké retézce i jejich
fragmenty) pFechdzi do moci pacienti. PFitomnost monoklondlni komponenty
v séru a modi pFindsi Fadu klinickych probléma, jejich vyznam stoupd s pro-
diuzujici se dobou prefiti pacientii. PostiZeni ledvin je z nich klinicky nejzd-
vainéjsi. Paraprotein a zejména jeho lehké Fetézce se vylucuji ledvinami
a zpu-sobuji postupné jejich téZké poSkozeni, pFi kterém dochdz! k atrofii a
degeneraci tubuli. Volné lehké Fetézce imunoglobulini (LC) nebo jejich frag-
menty mohou tvoFit intratubuldrni depozita ve formé vdlci (myelomovd ledvi-
na), mohou precipitovat jako krystaly v tubuldrnich burikdch (Fanconiho syn-
drom), deponovat se v tubuldrni a glomeruldrni bazdlni membrdné a mesangiu
(nemoc lehkych Fetézcd LCDD-light chain depozition disease), nebo konden-
zovat jako amyloidové fibrily ve sténé cév — primdrni amyloidéza (Radl, 1990).

Do skupiny malignich monoklonalnich gamapatii se Fadi mimo jiné:
U mnohocetny myelom

Q Waldenstromova makroglubulinemie

Q primdrni amyloidoza
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Mnohocetny myelom (MM)
(Kahlerova choroba, ptazmocytom)

Prvni zminky o chorobé je moino nalézt jii v roce 1848. Termin mnohocetny mye-
lom byl pouZit v roce 1873 von Rustickym, ktery popsal i typicky vzhled myelomo-
vych bunék. Charakteristicky obraz nemoci popsal profesor Kahler v roce 1889
v Prager Medicinische Wochenschrift.

Podstatou nemoci je maligni mutace B Iymfocytu ve folikulu lymfatické tkdané.
Dochdzi k nekontrolované proliferaci a diferenciaci této mutované formy na pa-
tologicky zménéné plazmocyty, které si zachovdvaji schopnost proliferace
a migrace. Koneénym stadiem je zrald myelomovi burika, o které se pfedpoklada,
Ze jiZ neproliferuje.

» Fyziologické plazmocyty Ziji za normdlnich okolnosti v kostni diteni priomérné dva
dny. Béhem této doby produkuji gamaglobuliny a po vyderpdni svého potencidlu
zanikaji — podléhaji apoptéze. Maligni plazmocyty (myelomové buiiky) prakticky
nepodléhaji apoptoze, preiivaji déle a pozvolna infiltruji oblast kosmi dfené nebo
Jinych orgdnii a vyvoldvaji jejich poskozeni (Landowski a Dalton, 2002).

Maligni buriky migrujf z folikuld lymfatickych tkédni pfes oblast periferni krve
do kostni dfené€, kde proliferuji a diferencuji na myelomové buriky. Buiiky stroma-

tu kostni dien¢ vytvadii pro proliferaci a vyzrdvani myelomovych buné€k vhodné
mikroprostiedi a stimuluji jejich vyvoj vlastnimi cytokiny.

» Produkci plazmocytdrnich bunék vyznamné oviiviiuje predevsim ristovy hormon
interleukin-6 (IL-6) v soudinnosti s jinymi cytokiny.

Myelomové bunky majf nestabiln{ genom, u kterého v pritbéhu nemoci dochdz{
k dal$im mutacim a chromozomélnim zméndm. Tyto zmé&ny umoZni autonomn{ nist
nezdvisly na stromatu kostni dfen€ a proliferace myelomovych bunék miiZe probi-
hat i mimo mikroprostiedi kostni dfené — v oblastech mimo kostni dfer.

» FExrameduldrni (extraosedini) plazmocyty se svoji biologii odliSuji od bunék
mnohocetného myelomu, rostou pomalu, mohou mit destruktivni viliv na své
okoli, nepFechdzi viak do stadia mnohocletného myelomu s postizenim kosti.

Myelomové bunky vylucuji do svého okoli mnoho cytokini (TNFa, IL-6,
1L-18) a ty zpisobuji pestré klinické projevy choroby.

» Cytokiny stimuluji osteoklasty k odbourdvdni kosti (osteopordza) a brzdi krve-
tvorbu (pancytopenie). Monoklondlni imunoglobulin (M-Ig) produkovany mye-
lomovymi burikami, inhibuje negativni zpétnou vazbou rvorbu y globulinii zby-
vajicimi fyziologickymi plazmocyty (Wolf a Diehl, 1995),

Nekontrolovand proliferace klonu plazmatickych bunék je zodpovédnd nejen za
produkei paraproteinu, ale vede i k porufe vyzravéani normélnich plazmocyti, a tim
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ke sniZenf syntézy vlastnich protildtek, coZ vede k poruSe protildtkové imunity a s ni
souvisejic{ vysokou incidenci infekcf.

PFi¢ina: neni zatim zndma. Na vzniku onemocnéni se maZe podilet ionizujici
zafeni, uplatiiuji se zfejmé i genetické faktory. MnohoCetny myelom je zhoubné
klondlni onemocnéni postihujici elementy konetné fize diferenciace B-bunécné
linie, vyznadujici se nahromadénim neoplasticky transformovanych plazmocytit
v kostni dFeni, které maji nizkou proliferaéni aktivitu a zvySenou rezistenci
k apoptéze. Porucha regulace a omezend pohotovost k apoptdze jsou povaZovany
za kli¢ové mechanismy, uplatiujici se v procesu neoplastické transformace
a nadorové expanze.

U mnohodetného myelomu dochézi k monoklondlni proliferaci bun€k tvoficich
imunoglobulin. Ve dfeni se nachdzf{ buiniky morfologicky podobné plazmatickym
buiikdm tzv. myelomové buriky (viz ddle). Maligni klon se tvoii hlavné ve dfeni,
méné v uzlindch a ve slezing. Myelomové buriky tvorf molekuly imunoglobulini
IgG, 1gM, IgD, IgA, piipadné IgE. Méné Casto jsou produkovany samotné t€zké ne-
bo lehké fetézce lambda nebo kappa (Bence-Jonesova bilkovina), anebo kompletni
molekula IgM spole¢né s volnymi lehkymi fetézci. Vzacné jsou nesekre¢ni formy
(Witzik a spol., 1999). Malign{ klon produkuje patologicky imunoglobulin — para-
protein, ktery lze prokézat v séru, nebo v moci.

» Kromé paraproteinu dochdzi k uvolriovdni jesté dal§i molekuly, tentokrdt
z povrchu myelomovych bunék, tzv. syndecanu-1. Molekula podle nové nomen-
klatury nese oznaceni solubilni CD 138 (sCD 138). Bylo prokdzdno, Ze jde
o novy nezdvisly prognosticky ukazatel mnohocemého myelomu.

Laboratorni nalez

® KO: v pocéte¢nim stadiu se nach4z{ normocytova normochromni anémie, mirn
leukopenie a trombocytopenie, pozdéji pancytopenie

® Krevni ndtér: penizkovaténi erytrocyti

® Kostni dfeni: je infiltrovdna myelomovymi buitkami, které tvofi 10~95 % vSech
jadernych bunék dfené. Morfologie odvisi od zralosti myelomovych bunék (zra-
1¢é plazmocyty se prakticky neli${ od normdlni populace plazmatickych bunék).

o FW a vizkozita krve: zvyieny (vysoka sedimentace erytrocytd — FW se nachdzi
jen u pacientli s kompletni molekulou IgM).

» Vysokd koncentrace paraproteinu miiZe vést ke spontdnni tvorbé vysokomoleku-
ldrnich komplexu (hlavné IgA), které se projevi vznikem hyperviskozniho syn-
dromu.

® ELFO: nilez monoklondlnich imunoglobulinl (vyZaduje se kvalitativni
1 kvantitativni vySetfeni).
® Mo¢: nachizi se Bence-Jonesova bilkovina

291



» Soucdsti pritkazu monoklondlniho proteinu musi byt i vySetfeni modéi, nebot’ p¥i
tvorbé paraproteinii (pp) z lehkych Fetézcii miiZe byt hladina v séru nizsi, nez je
citlivost béZné pouZivanych metod. Priikaz paraproteinurie také upozoriiuje na
moznost soucasné nebo hrozici Bence-Jonesovy nefropatie.

> Kvalitativnim a kvantitativnim posouzenim ndtérii kostni diené miizeme uréit ne-
Jen stuperi zralosti proliferujiciho klonu bunék, remisi, relaps, progresi nemoci,
ale nékdy miiZeme odhalit d¥eriové §ifent extrameduldrniho plazmocytému,

zdvojené hematologické onemocnéni nebo sekunddrni leukemii.

Myelomova buiika
Li8f se od normélni plazmatické buriky velikosti, barvitelnost{ a strukturou.

Obsahuje dvé i vice vétSich vyraznych jdder, kterd mohou obsahovat globuldmi

inkluze cytoplazmatického plivodu (Smetana a spol., 1971).

® Primér: 15-35 um

® Chromatin: jemnd struktura u nezralych a hrubd struktura u zralych bunék.
U rozvinutych myelomi zpravidla dochdzi k asynchronii ve vyzrdvan{ jéidra
a cytoplazmy (Smetana a spol., 1973).

e Cytoplazma: je vyrazné bazofiln{, bez perinukledrniho projasnéni, které je ty-
pické pro zraly plazmocyt. Lze v ni nékdy vidét nahromadéné imunoglobuliny
(IgG, IgA) v podobé kapicek a cytoplazma tim ziskdvd hroznovity vzhled (,, gra-
pe cells”). Jindy byvé na okrajich zbarvend do ervena — plamenné plazmatic-
ké buiiky nebo jsou v ni Eervenavé inkluze zvané Rousselova téliska. Casto jsou
pritomny vakuoly.

Plamenné plazmatické buiiky

»  Plazmatické buriky mohou byt v obvodové krvi i u jinych stavii (chronické infek-
ce, zdnétlivé stavy). Paraprotein se miiZe vyskytovat i u jinych lymfoproliferativ-
nich onemocnéni a u karcinomu.

Plamoceluldrni malignity podle typu infiltrace kostn{ dfen& a kostnich projevid
délime na: extraosedlni plazmocytom, solitdrni kostni plazmocytom, multifokaln{
myelom bez difiizni infiltrace kostni dfeng, difizn{ postiZeni kostn{ dfené myelo-
movymi bufikami, plazmoblasticky sarkom, mnoho&etny myelom bez dominujicich
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osteolytickych projevil, mnoholetny myelom s dominujici imunosupresi
a infekcemi a myelom s dominujicim po$kozenim ledvin a piipadnou anémii.

Waldenstromova makroglobulinemie

Nemoc byla poprvé popsdna Waldenstromem r. 1944 (Waldenstrom, 1944).
Autor popsal p¥ipad dvou nemocnych s krvdcenim z nosu, se zdvaznou normocytdr-
ni a normochromni anémii, vysokou hodnotou sedimentace a nizkou koncentraci fib-
rinogenu. Dal$i vyzkum prokdzal, Ze u obou nemocnych p¥itomnost monoklondini-
ho imunoglobulinu typu IgM.

» IgM vzhledem ke své veliké molekule a vysoké molekulové hmotnosti byl nazvdn
makroglobulin, odtud ndzev makroglobulinemie.

Makroglobulinemie je maligni chronick4 proliferace lymfoplazmocytarni, pfi kte-
ré se tvoii monoklondlni paraprotein IgM. Na rozdil od mnohocetného myelomu ne-
jsou vyrazné zmény na kostech. U tohoto onemocnéni dochézi k proliferaci plazmo-
cytoidnich lymfocytii, které infiltruji kostni dfen (Dimopoulos a Alexanian, 1994).

P¥iina: neni zndma. Podstatou Waldenstromovy makroglobulinemie je malig-
ni mutace B-lymfocytu a jeho proliferace a diferenciace na lymfoplazmocytdrni
buriky (Merlini, 1999).

Poskozen{ organizmu a patologické projevy nemoci jsou vyvoldny proliferaci
malignich B-lymfatickych bun€k a monoklondlnim IgM. Asi 10 % makroglobulinu
tvoif kryoglobuliny, které jsou odpovédné za tzv. Raynaudiiy fenomén.

Laboratorni nalez
Morfologicky nélez je podobny nélezu u chronické lymfatické leukemie.

® Krevni obraz: projevy anémie (nedostate¢nd tvorba erytrocyti, jejich zkrdcené
pfeZivani a eventualng nedostatek Zeleza vyvolany Eastymi ztritami krve). Casty
nalez zvy$eného objemu plazmy se dile podili na niZ§im podilu erytrocyti
a sniZzené koncentraci hemoglobinu. MiiZe byt mirnd trombocytoza, leukocytoza
s lymfocytozou a monocytozou.

® Krevni ndtér: penizkovatén{ erytrocytli

® Kostni dieri: vétSinou hypoceluldrni.
Nachdzi se tzv. Dutcherova téliska
(intranukleoldrni vakuoly), ktera jsou
sloZena z monoklondlniho imunoglo- : R N S
bulinu. Navic jsou piitomny lymfo- % @ i
plazmocytarn{ buiiky. .

® Trepanobiopsie: hypercelularni Q
s vétdim zastoupenim lymfocytt |- O £

a mladsich forem lymfoplazmocyto-
idnich bunék. Dutcherova téliska
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® ELFO: priikaz monoklonélniho IgM

® Viskozita krve: velmi vysokd (hodnoty kolem 4) — je vyvoldna pfitomnosti mo-
noklondlntho IgM.

e FW: vysoké hodnoty

® Doba krvdcivosti: prodlouZena

@ Moc: Bence-Jonesova bilkovina byva pfitomna aZ u 80 % nemocnych, ale vét-
§inou jen v malém mnoZstvi.

® Imunofenotypizace: na monoklondlnich lymfocytech byvajf znaky CD19, CD20,
CD22 a CD 24. Narozdil od fyziologickych lymfocyti jsou nékdy pfitomny an-
tigeny CD 5 nebo CD 10 (CALLA), CD 11b a CD9.
Monoklonalni IgM vyvoldvé poruchy hemostazy, protoZe naruSuje nékteré funk-
ce trombocytl, hlavné adhezivitu a agregabilitu.

Amyloidéza

Terminem amyloid pojmenoval Virchow v r. 1854 patologicky extraceluldrni ma-
teridl v jdtrech (Virchow, 1854). Zhruba po 100 letech byla pomoci elektronového
mikroskopu zjisténa specidlni fibrildrni struktura amyloidu.

Pod pojmem amyloidéza rozumime skupinu nemoci, které maji spole¢nou vlast-
nost a sice ukldddni nerozpustnych fibrildrnich proteini.

» VSechny druhy amyloidu jsou sloZeny z linedrnich, nerozvétvenych fibrildrnich
proteini v B-konfiguraci. Amyloidovd hmota obsahuje ddle nefibrildrni glyko-
protein a glukosaminoglykany (Tichy, 1999).

Podstatou nékterych typd amyloidd jsou fragmenty lehkych fetézcd imunoglo-
bulind. Pozdé&ji se zjistilo, Ze i jiné proteiny mohou vytvéiet amyloidové hmoty. To
je podstatou sekundarni amyloid6zy a familidrnich amyloidéz.

Pri¢ina: spoustéci mechanismus, ktery vede ke vzniku vzniku fibrildrnich struk-
tur nen{ zndm. Nen{ rovnéz zatim vysvétleno, pro¢ se amyloidové fibrily usazuji
specificky jen v nékterych orgdnech.

Vlastn{ proces pfemény prvotn{ bilkoviny na amyloidové fibrily je ovlivnén fa-
dou faktori a li3f se u jednotlivych typt amyloidéz. U AL-amyloid6zy maji lehké
fet€zce, které tvorl amyloid ve své variabilni &4sti typickou sekvenci aminokyselin,
piipadné jde o netipiné lehké fetézce. Zadména aminokyselin v lehkém fetézci nebo
chybéni nékterych aminokyselin destabilizuje lehky fetézec a podporuje tvorbu fib-
rildrnich struktur (Gertz, 1999).

» Tvorbu fibrildrnich struktur ovliviiuji nékteré fyzikdini a chemické stimuly (pH
prostiedi, elektricky ndboj, hydratace, osmolarita).
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Klasifikace amyloidéz
(WHO - IUIS Nomenclature subcommittee, 1993)

Je zaloZena na identifikaci plazmatickych proteini, které tvoii amyloidové fib-
rily. Tyto sloZky jsou velmi riznorodé a chemicky nepfibuzné.

AL-amyloidéza

Al-amyloid6za je ze v8ech typli amyloiddz nejCastéjsi. Piivlastek AL (-) aiklita
(amyloid light chain) Ize volng interpretovat jako amyloidéza z lehkych fetézcd.
Patofyziologickou podstatou primdrmni systémové AL-amyloiddzy je klondlni ex-
panze patologického B-lymfocytdmiho klonu, v némZ dochdzi k diferenciaci na
plazmatické bunky, kter€ produkuji amyloidogenni lehké fetézce. VEtSinou se pro-

dukuje jen vyriabilni ¢4st lehkého fetézce. Klon nemusi mit mit maligni vlastnosti
(Sakalovd, 1997).

» Nejcastejsimi ndlezy je pFitomnost lehkého Fetézce lambda-1V a kappa-I (Tichy,
1999).

AL-amyloidéza miiZe byt:
Q sekunddrni — doprovézi nékterou z malignich monoklonélnich gamapatii
Q primdrni systémovd — neni spojitost z Z&dnym lymfoproliferativnim onemocnénim

Laboratorni ndlez
® Kostni dieii: lehce zvySeny pocet plazmocytl
® Moé: nachdzi se vétsinou lehké feté€zce lambda, jen ojedinéle kappa

Sekundarni AA-amyloidéza

Sekunddrni amyloid je tvofen sérovym amyloidovym proteinem (SAA). Jedna
se o protein akutni f4ze tvoteny jako odpovéd na zé4nét. U lidf je tento amyloid tvo-
fen nejméné 5 molekuldrnimi formacemi A-proteinu.

» Casty vyskyt AA-amyloidu byl popsdn u chronickych zdnétlivich chorob viet-
né tuberkulozy a osteomyelitidy. Dnes je moiné se s nim setkat u pacientii
s revmatickym kloubnim onemocnénim (revmatickd artritida, Bechtérevova cho-
roba) a u nespecifickych chronickych zdnéti stfeva (Crohnova choroba).
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Zkratky

ABO
ADP
AF
ACHN
AITHA
AL
ALL
AML
ATP
BPG
CFU-E
CLL
CML
CMV
CNS
DIK
DNA
DTS
EBV
EDTA
EGF
ELFO
EPO
ET
FAB klasifikace
GIT
GP
GPI-kotva
Hb
Hct
HLA
HON
HS
HUS
CHAE
IgA, IgG, IgM
KDA

KF

KO
LAPF4
LDH

LE buriky
LIA

LPS
MCD
MCT

krevni skupinovy systém ABO
adenosindifosfat

alkalickd fosfatdza

anémie chronickych nemoci
autoimunitni hemolytickd anémie
akutni leukemie

akutni lymfoblastickd leukemie
akutni myeloidn{ leukemie
adenosintrifosfat

bifosfoglycerat

progenitorova kmenové burika erytroidnf linie

chronick4 lymfatickd leukemie
chronick4 myeloidn{ leukemie
cytomegalovirus

centrdlnf nervovy systém

diseminov4 intravaskuldrni koagulace
deoxyribonukleova kyselina

densni tabuldrni systém
Epstaein-Barrové virus
etylendiaminotetraoctovd kyselina
epidermaln{ ristovy faktor
elektroforéza

erytropoetin

esencidln{ trombocytopenie
francouzsko-americko-britskd klasifikace
gastrointestindln{ trakt

glykoprotein
glykosylfosfatidylinsitolové kotva
hemoglobin

hematokrit

hlavni histokompatibiln{ systém leukocytd
hemolytické onemocnéni novorozencl
hereditarn{ sférocytoza
hemolyticko-uremicky syndrom
chloracetatesteraza

imunoglobuliny

kongenitdlni dyserytropoetickd anémie
kyseld fosfataza

krevni obraz

PF4 o nizké afinité (Low Afinity PF4)
laktatdehydrogendza

buriky u Lupus erythematodes
svételnd imunoadsorbce
lipopolysacharidy

stfedn{ primér erytrocytd

stfedni tloudtka erytrocytl
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MCV
MDS
MFS
MCH
MCHC
MPO
MPV
MW
NADPH
NE
NK buiiky
NRBC
OCS
PAF
PAS reakce
PC

Pct
PDGF
PDW
Pr4
PH-anomélie
pH
PHE
Pit
PNH
PRP
PV
RBC
RDW
RES
RI
RNA
RRBC
RT
SIRS
SLE
The
TKB
TTP
TXA,
Uy
vWF
WBC
WHO
BTG

stfedn{ objem erytrocytd
myelodysplasticky syndrom
monocyto-makrofdgovy systém
stiedni koncentrace Hb v erytrocytu
stfedni koncentrace Hb v ery mase
myeloperoxiddza

stiedni objem trombocytu
molekulovd hmotnost (relativni)
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (redukovand forma)
nespecifické esterdzy

Natural Killer (pfirozeni zabijeci)
normochromn{ erytroblasty
otevieny kandlkovy systém
desti€kovy aktivalni faktor
Periocid-acid-Schiff reakce

protein C

desti€¢kovy hematokrit

desti¢kovy ristovy faktor

§ife distribuce krevnich desti¢ek
desti¢kovy faktor 4
Pelgerova-Hiietova anomélie
zéporny logaritmus koncentrace vodikovych iontd
procento hypochromnich erytrocyta
pocet destiek

paroxysmadln{ no¢ni hemoglobinurie
na desti¢ky bohat4 plazma

pravé polycytemie

potet erytrocytd

Sife distribuce erytrocytd
retikuloendotelidln{ systém
retikulocytovy index

ribonukleova kyselina

na lyzu rezistentn{ erytrocyty
retikulotrombocyt

systémova zanétova reakce
systémovy lupus erythematodes
tuberkuléza

transplantace kostnich bunék
trombotickd cytopenickd purpura
tromboxan A,

ultrafialové zateni

von Wilebrandiv faktor

podet erytrocytl

svétové zdravotnicka organizace
Btromboglobulin
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Rejstiik

A
absolutni podet bunék 149
adheze
— krevnich desti¢ek 106, 109-110, 112,
120
— leukocytd 99
— trombocytd 110
agranulocytoza 225
agregace
— krevnich desticek 113-114, 120-121,
136
— primdrni  113,117-118
— samovolnd 122
— sekundarni 113, 118
— stimulovana 117, 122
agregacni kfivka 121
agregaty
— neutrofild 48
~ trombocytd 50, 140
AIHA
— s bitermickymi protildtkami 209, 211
— s chladovymi protilatkami 209-211
— s tepelnymi protildtkami 209-211
— idiopatickd 209-210
- sekundarni 209-210
aktivace
— krevnich desti¢ek 104-107,124
akutnf erytroblastopenie (Gasserova) 162
akutni infek¢ni lymfocytoza 228
AL-amyloid6za 295
albinismus 43
analyzator krevnich bunék 135-140, 145
anémie
— aplasticka 28,76, 157-158, 160-161
- Blackfanova-Diamondova 163
— Cistd4 aplazie Cervené fady (PRCA)
171-172
— dyserytropoetickd 172
— Fancontho 162
— hemolytické (viz hemolytické anémie)

— chronickych chorob 27,174, 178-179

~ makrocytdrni 162

— megaloblastovd 78, 158, 187
— normocytové 192,262, 199
— normochromni 192,262, 163
— perniciézn{ 33,76, 189

— sideroblastickd 27,78, 174, 180-181

— sideropenickd 27,29, 34, 174178

— z akutn{ a chronické ztrity krve 171,
191-192

— z kombinovanych pfi¢in 171,218

— z nedostateéné tvorby erytrocytd 171

— ze zvySené destrukce erytrocytd 171,
192

anomalie erytrocytu

— achromocyty 27,30

— akantocyty 27, 32-33

— akantocytoza 32, 195-196

— anizochromie 27, 35

— anizocytoza 26, 28,

— anulocyty 27,29

— bazofilni teckovani 27, 35-36, 186,

— Cobotovy-Schleipovy prstence 27

— dakrocyty 33

— drepanocyt 27,31,204

- echinocyty 26-27,32

— eliptocyty 32

— eliptocytoza 195

— Heinzova t€liska 27, 35-36, 201

— Howellova-Jollyho téliska 27, 36, 185,
204

— hypochromie 27,34, 186

— karyorexe 27,37-38,173

— keratocyty 33

- leptocyty 27,29, 163, 186, 204-205

— makrocyty 27,28

— mikrocyty 26-28

—normocyty 26, 28,31, 140

—ovalocyty 27,31, 195

— Pappenheimerova téliska 37

— penizkovaténi erytrocytd 27, 37

— planocyty 27,29

— poikilocyty 26-27,31-32

— polychromazie 27,34,94,194,202, 205

— schistocyty 27,34,218

- sférocyty 16,27, 30, 195, 197

— stomatocyty 27, 32-33

— stomatocytoza 195

anomdlie leukocytu

— Alderova-Riellyho 42

— Mayova-Hegglinova 44

— Auerovy tyCky (téliska) 45-46,77, 83

— Chediakova-Steinbrinckova-Higashiho
42,93

— Dohleho inkluze 44
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— filamentozni granulocyty 39-40
— Gumprechtovy stiny 45
— hypersegmentace granulocytll 42
—LE buiiky 4648
— nefilamentozni granulocyty
39-40
— obrovské granulocyty 41-42
— Pelgerova-Hiietova 40
— reaktivni formy lymfocytd 44
— Riederovy formy 44-45
— pseudo PH-anomdlie 41
~ sexchromatin 39
— toxickd granulace 43
— vakuolizace 43
— virocyty 44
anomdlie trombocytu
— anizocytoza trombocyti 49
— desti¢kovy satelismus 49, 136
— mikrotrombocyty 49
~ makrotrombocyty 49
— syndrom Sedych desti¢ek 49-50
antigenni specifita 97
antigeny 212
aplazie Eervené fady (Owrenova) 162
apoptéza 86,240, 268
—neutrofild 48
autohemolyza 68
autoimunitni choroby 161
autoimunitni stavy 98
autoprotilatky 207-208

B

bazofily 54

berlinskd (pruskd) modf 78
burka

— apoptotickd 48

— atypickd lymfoidni 227

— dendritickd 88, 97-98

— endotelovd 131

— Gaucherova 94

~ Hodgkinova 278, 281

— leukemicka 83, 234-235,273
— myelomova 288, 291, 292
—neuplnd 14, 62

— Niemanova-Pickova 94

— natural killer - NK 86, 102
~ plazmatickd 14, 163,292
— prolymfocytdrni 271

- Sézaryho-Lutznerova 287

— Sternberga-Reedové 279, 281-282
— Tartova 48

C
Coombsiiv test 199, 210, 212, 214
cyklické neutropenie 24
cytochemie

— barveni jadérek v lymfocytech 77

— barven{ na lipidy 76-77

— barveni na polysacharidy (glykogen)

75

— barveni na Zelezo 78

— esterazy 81-83

— fosfatdzy 79-81, 196

- chloracetdtesteraza 81-82

- myeloperoxiddza 83-84, 100,237

— Perlsonova reakce 78

— peroxiddzy 83

- specidlni eozinofilovéd peroxiddza 100

— sudanofilni lipidy 76

— tartardt resistentni kysela fosfatdza 85
cytoskelet 196

D
deficit Fe
—latentni 177
— prelatentni 176
diseminovand intravaskuldrni koagulace
218
dfefiovy titlum 160-163
Dutcherova téliska 293
dyserytropoéza 173,252
dysplazie 163, 253-254

E

Embden-Meyrhofiiv cyklus (viz glykolyza)

eozinofilie 225

eozinofily 73,75, 86, 88,100, 225

eozinopenie 225

erytrocyty 14,29, 62, 67,140, 165,
201-204, 172,218

erytropoetin 165, 258-260

erytropoetinovy receptor 258

esencidlni (primdrni) trombocytemie
260-261

F
Faktor von Willebrandiv 110, 113, 116,
125-127
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flip-flop fenomén 107-108
Funkce
— bazofild 101
— eozinofild 100
— krevnich desticek 131
—leukocytl 183
- lymfocytd 102
—monocytd 101
— neutrofild  99-100
— NK bunék 102

G
gen ber/abl 265
glutathion 65
glykolyza

— aerobn{ 63

— anaerobni 63
glykoprotein I aV 127-128
glykoproteinovy komplex IIb/Illa 116
GPI-kotva 198
granulocyty 72,75, 85, 163, 225, 266
granulomatéza 93

H
Hairy cell leukaemia 85,272-274
hemochromatoza 94-95
hemoglobin 169,218

— Hb Barts 186

—HbH 186

— nestabilni 202
hemoglobinopatie 203-205
hemoglobinurie 209,211
hemolytické anémie 194

— aloimunitni 212

— autoimunitni 208

— dédi¢nd sférocytoza 71, 196

— imunitnf povahy 206-208

— mikroangiopatickd 34,218

— neimunitn{ povahy 217

— polékova 211

— transfuzni reakce akutni 212-214

— ziskané 206

- z odchylek v molekule Hb 202

— z poruchy enzymt 200
hemolytické onemocnéni novorozencil

214-216
hemolytick4 transfuzn{ reakce 212
hemolyticko-uremicky syndrom 218
hemosideroza (viz hemochromatoza)

hereditami eliptocytoza 195
hereditdrni sférocytoza 195

HFE protein 95

histiocyty 91, 287

Hodgkinova nemoc 278-280
Hynkovo &islo 229

hypoplasie kostni dfené 160-161, 163
hypoxie 165

CH

chagasova nemoc 57

chemotaxe 89-90, 99

chromozom Philadelphia (Phl) 265

I

idiopatickd paroxysmadln{ chladova
hemoglobinurie 211

imunita
— nespecifickd 88
— specifickd 96

infekéni mononukleéza 44, 85, 227

K
klasifikace
—AIHA 209
—ALL 245-246
- amyloidéz 295
—anémif{ 170
—FAB 245, 249-250
—kielskd 277
- lymfoproliferativnich stavii podle WHO
285
— M. Hodgkin 279-280
- myeloproliferativnich stavii 257
— podle Raie 269
— Rappaportova, Lukese a Collinse 277
—REAL 277-278
— ,,Working Formulation* 277
kontraktiln{ proteiny 21
—aktin 22
- aktinmyozinovy komplex 22
— ankyrin 196
— profilaktin 22
— profilin 22
— spektrin  196-197
kontraktiln{ syst€ém krevn{ desticky 22
korigovany pocet retikulocytd 169
krevni desti¢ka (trombocyt) 14, 22,26, 103,
104, 141

L
lenkemie 232

— akutni lymfoblastickd 236, 245

- akutni myeloblastickd 157,236, 239-240

— chronickd lymfatickd 264-266, 268,

286
~ chronickd myeloidni 42 80, 257,
264-268

— chronickd myelomonocytdmi 264,267

— erytroleukemie 76, 164

— prolymfocytarni 264, 271-272

— vlasatobunécnd 286, 264, 272-274
leukocytoza 192, 222-223
leukoerytroblastovd reakce 230
leukemoidni reakce 229-230
leukopenie 158, 162, 188, 190, 222-223
lymfoblasty 85
lymfocytoza 226,269
lymfocyty 1342, 72-74,76, 85-87, 99
lymfomy 158,276

— nehodgkinské 85, 277, 278, 282-286
lymfopenie 226
lymfoproliferativn{ stavy 211,276-277
lysozom 23, 88

M
makrofagy 86, 88-89, 90-92, 99, 102, 255
— norméln{ 91-92
— zanétlivé 92
malignf{ histiocytoza 286,288
maligni lymfogranulom 278
megalocyty 190
membréna
—erytrocytu 15
— krevni desticky 18
metabolizmus
— ervené krvinky 63
— krevni desticky 130-131
mitochondrie 13, 17, 24, 107, 127
mnohocetny myelom 290-292
monocyto-makrofagovy system 90
monocytopenie 226
monocytoza 226
monoeyty 13,72-73,75,83,85,88,98, 102
monoklonélnf gamapatie 38, 286, 288-289
morfologie a ultrastruktura erytrocytu 15
Mycosis fungoides 286
myelodysplasticky syndrom 76,78, 80, 96,
157, 199, 248-251

myelofibroza 33,257, 261-262
myeloskleroza 261-263

N

neprava (laboratorni) trombocytopenie 50
neutrofily 72-73, 83, 86, 88, 98,225
neutrofilie 224

neutropenie 163, 190, 224

normoblasty 186

P
pancytopenie 158, 161
parametry krevnich bun&k
— destickovy hematokrit 151
~ diferencidln{ polet leukocytu 223, 145
— hematokrit 142, 168,259
— histogram distribuce podle MCV 143
— histogram distribuce podle MPV 150
— mikrohematokrit 142
— poc¢ty krevnich bunék 139
— Price-Jonesova kiivka 144
— rozpoCet leukocytd 145
— stfedni objem erytrocytu 142
— stfedni objem krevni desticky 150
— stfedni primér erytrocytu 144
— stfedni tlou§t'’ka erytrocytu 144
— §ffe distribuce desti¢ek 150
— §ffe distribuce erytrocytd 143
paraziti
— bartonelézy 59
— boreliézy 59
—ervi 51
— filariézy 51
- kandidézy 60
— leishmanie 57
— plasmodia 52
— protozoa (prvoci) 52
— stafylokokové infekce 59
— toxoplazmézy 52
—treponémy 58
— trypanozémy 56
paroxysmdlni chladovd hemoglobinurie
211
paroxysmélni no¢ni hemoglobinurie 157,
197-199
pentdzofosfatovy cyklus (viz glykolyza)
plazmocyty 86
pochodovd hemoglobinurie 217
polycytemia vera (pravé polycytemie) 165



polycytemie (polyglobulie) 164-166
posun k mlad$im vyvojovym faddm 229
posun ke zralym vyvojovym formdm
230-231]
procento hypochromnich erytrocytd 152
protein p210 265
protildtky 96
-IgG 212
—IgM 212
puryvétkindza 66, 200

R

reakce na stres 231

relaps 239

remise 239

retikulocytésa 192,197, 199, 204-205
retikulocyty 162-163, 171, 186, 194, 209
retikulotrombocyty 104

RGD sekvence 116
ribosomdlné-lamelarn{ komplexy 274
Rousselova téliska 292

S

Sézaryho syndrom 286
Schiffovo &inidlo 76
Schillingtiv test 190
Schiiffnerovo te¢kovani 54, 56
sideroblasty 78

— prstencité

siderocyty 78

siderofagy 78

sodikovéd pumpa 16
syndrom linych leukocyti 92

T

talasemie 27, 30, 33, 42, 182184, 187
— a-talasemie 186

— B-talasemie 185

taxe 89-90
testy ke stanoveni enzymt glykolyzy 66
testy na hemolyzu
- Crosbyho test 69
— Dacieho test 68
— Hamuv test 68, 199
- Hartmaniv test 69, 199
- mechanickd rezistence erytrocyti 68,71
— osmotickd rezistence erytrocytd 69-70,
205
— test autohemolyzy 69
~ volny hemoglobin 69
tezaurismézy 93
trepanobiopsie 169, 262
trombocytemie 257, 260-261
trombocytopenie 158, 162, 189, 190, 199
trombocyty 75, 103-104, 110, 131, 163
trombocytoza 192,204
tromboticka trombocytopenickd purpura
34,218
tubulin 22-23

U

ultrastruktura trombocytu 17
— denzn{ tubulédrni system 17, 107
— endoplazmatické retikulum 13, 81
— glykokalyx 21
— granula krevni desticky 23
— otevieny kandlkovy systém 17, 21
— peroxizomy 23

A"
vnitini faktor 189

w

Waldenstromova makroglobulinemie 289,
293-294

Weibel-Paladeho téliska 125
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