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Vznik anemie

Anemie je stav, kdy hodnota Hb, pripadnée Hct (nikoliv vSak
erytrocytl) je nizsi nez dolni hranice fyziologické hodnoty
s ohledem na vek, pohlavi a nadmorskou vysku, v niz
jedinec zije.

Pozn. svétova zdravotnicka organizace — definice anémie: snizeni Hb v krvi < 130 g/l u muzi < 120 g/l u zen
Jsou tu i rasoveé rozdily, u jedinct ¢erné rasy jsou hodnoty Hb a Hct nizSi nez u jedincl bilé rasy.

- Normalné na pokles hladiny kysliku v organismu reaguiji
ledviny zvysenou produkci hormonu erytropoetinu (EPO).

- EPO se prenasi krvi do kostni direne, kde je vydan signal
ke zvysené produkci ERY a stav se kompenzuje.

- V urcitych pripadech, zejména u nadorovych onemocneni
nebo u chronickych zanétlivych procesu je ale tento
proces nedostacujici a vznika anemie.




Sledovani vysetreni

Sledovat:

- hloubku anémie v KO

- morfologické zmény erytrocytu v periferni krvi
(barevneg, tvarove, inkluze)

- morfologické a mnozstevni zmeny erytrocytarni
populace v KD



Erytropoeza

Kostni dref | Krev
-
u = mm mm o mm o Em Em e o e = B U RIS
/ - A
m m 1-3 dny KD / 1-2dny PK
Proerytroblast Basofilni Polychromaticky ~ Ortochromaticky Retikulocyt Erytrocyt

erytroblast erytroblast erytroblast
© @ o o o

ZmenSovani velikosti bunky

NarUst syntézy HGB

Retikulocyt obsahuje zbytky organel obsahujici RNA
(ribozomy, zbytky endoplazmatického retikula).
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Erytrocyty a retikulocyty

‘Vzhledem k tomu, Ze normalni doba Zivota RBC je 120 dni, zhruba 1/120 (~1%) novych
RBC musi byt denné doplnéno do periferni krve, aby byl zachovan jejich konstantni pocet.

‘Erytrocyty jsou ,dlouhovéké” a mohou nam vypovidat o erytropoeticke aktivité béhem
nékolika poslednich mésicu.
Erytrocyty jiz neprodukuji novy hemoglobin.

Comparison of a human RBC and
Retic showing RNA

-Naproti tomu retikulocyty jsou ,kratkovéké"” a mohou nam proto poskytnout informace o
aktualni erytropoetické aktivité.
-Retikulocyty stale produkuji Hgb.
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VySetreni retikulocytu - pocCet

Barveni RNA v erytrocytech:
*mikroskopicky

®supravitalni barveni (bez fixace preparatu)
®analyzatorem

®analyza proslého svetla

®analyza fluorescence

®pocet (=kvantita) + nejvysSi tfida analyzatoru

hemoglobinizace retikulocytu (=kvalita)



Mikroskopicke vysetreni retikulocytu

- V retikulocytech se barvi supravitalne

pbrillantcresylovou modri zbytky RNA (barvi se
tzv. substatnia granulofilametosa)

- Pozitivita se hodnoti v 1000 erytrocytech
- normalni hodnoty: 0,5 - 2,5 %



Retikulocyty




Vysetreni retikulocytu na analyzatoru

- analyza proslého svétla o ] ,
probiha v retikulocytech na precipitovanych, obervenych
sitovych strukturach RNA

- fluorescencni analyza ] o
mereni RNA v retikulocytech obarvenych fluorescencnimi
barvami (mereni fluoreScence)

- cytochemicka analyza (Advia, Beckman Coulter):

- Normalni hodnoty:

- Pocet : 05-25%
25 — 100 x 10%/L

- RET-He: 28 -35 pg hodnoty nizsi nez 28 pg se povazuji
za projev funkéniho nedostatku zeleza

EI)IIR?Fr)mOZStVi zbytkové RNA rozeznavame zralé a nezralé retikulocyty



Cytochemické vysetreni zasobniho Fe - |

- Zasobni (nehemové) zelezo ve formé Fe3*
=V erytrocytech
- NRBC
= makrofazich

- Princip:

~e3* tvofi s ferrokyanidem draselnym a

Kyselinou chlorovodikovou barevny
Komplex — berlinskou modr.




Cytochemicke vysetreni zasobniho Fe -

*Hodnoceni:
zelenomodra granula
“v erytrocytech (siderocyty)
“v NRBC (sideroblasty)
" zrnka v NRBC okolo ?/;jadra (prstencité sideroblasty)
“v makrofazich (siderofagy)

*Normalni hodnoty:
20 — 60 % pozitivnich NRBC
2 - 4 siderofagy ze 6 nalezenych makrofagu

¢ Klinicky vyznam:
anemie
“napr.: sideropenické (nizké hodnoty)
“sideroblastické (pfitomné prstencité sideroblasty, zvySené zasobni Fe)
“hemolytické anémie (vysoké hodnoty)
“refrakterni anémie (vysoké hodnoty)




Barveni Fe 3*




Barveni Fe 3*




Barveni Fe 3* (MDS)




Barveni Fes* (MDS)
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Barveni Fe3* (MDS)
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Barveni Fe3* (MDS)
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Porucha syntézy hemu

Sideropenicka anémie

(nedostatek zeleza)

- KO: pokles HGB, MCV, vyssi RDW

- nater PK: hypochromni mikrocyty,
anulocyty, poikilocyty, bazofilni teCkovani

- nater KD: vyssi erytropoeza, NRBC -
opozdené vyzravani cytoplazmy,
vysetfovani zasobniho Fe (hodnoty
snizene nebo nulove)




Sideropenicka anémie




Porucha syntézy globinu

Thalasemie

- KO: nizSi nebo normal. RBC, nizSi nebo
normal. HGB, vyrazne snizene MCV, vyssi
RDW, lehce vyssi WBC, lehce vyssi PLT

- nater PK: mikrocytoza, hypochromie, terCovite
ery, polychromazie, bazofilni teCkovani,
H.J.téliska, bazofilni teCkovani, NRBC, mladsi
formy WBC

- nater KD: hyperplazie erytropoézy, vysetreni
zasobniho Fe (hodnoty zvySene)




Thalasemie
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Porucha syntezy DNA

Megaloblastové anémie
- KO: MCV >100fl, HGB az pod 50g/L, vyssi RDW, snizeni
WBC, NE, PLT

- natér PK: makroovalocytéza, poikilocytdéza, Cabotovy
prstence, bazofilni teCkovani, H.J. teliska, NRBC, NE -
hypersegmentace, vetsi bunky, vetsi laloCnatost jader i u
monocytu, velké az gigantické PLT

- nater KD: bunecné bohata, erytropoéza zmnozena, posun
K mladsim formam, (megaloblastova prestavba ve vSech
vyvojovych radach), velké tyCe, metamyelocyty,
hypersegmentace MGK, vySetreni zasobniho Fe (hodnoty
zvysene)




NRBC
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NRBC X Megaloblast




Megaloblastova anémie
PR 5 R (7Nl




Megaloblastova anémie
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Aplasticke anémie

- periferni krev:
pancytopenie nebo alespon anemie a trombocytopenie,
mirna makrocytoza a anizocytoza

- kostni dren:
obvykle hypoplasticka az aplasticka, byva zmnozeni
plazm.b. a makrofagu, megaloidni rysy, snizené mnozstvi
magakaryocytu (MGK)



lastické anémie
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Dysplastické anemie

Dysplazie erytropoézy - porucha vyzravani, morfologicke
abnormality
- Vrozené (kongenitalni dyserytropoetické anemie - KDA)
- perifrni krev: Casto makrocytéza, anizocytdza,
poikilocytoza
- kostni dren: ¢asto megaloidni rysy, vicejaderné NRBC, karyorexe,
interplazmatické mustky, mitézy, byvaji zvySené zasoby Fe

- Ziskané (radi se mezi MDS)




Anemie ze zvyseneé ztraty erytrocytu

Korpuskularni

- porucha membrany (hereditarni sférocytéza, eliptocytéza, stomatocytédza,
akantocytoza)

- porucha metabolismu
- hemoglobinopatie

Extrakorpuskularni
- imunitni
- neimunitni




VySetreni na hemolytické anemie Ha)

napr.:
- volny hemoglobin v plazmeé
- zakladni metodika pro vySetrovani hemolyzy v plazmeé
- haptoglobin
- feritin
- elektroforéza hemoglobinu

Specialni vySetreni:

- osmoticka rezistence
- hemosiderin v moci

- hemoglobin F

- Heinzova téliska

- autohemolyza

- pink test
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Princip zakladni metodiky

- Volny hemoglobin v plazme
Volny hemoglobin Hb (Fe?*) v plazmé je stanoven
fotometricky po jeho oxidaci na hemiglobin (Fe3*) a ten
se potom pomoci kyanidu (CN-) draselného preméni na
barevny komplex hemiglobinkyanidu, stanovitelny
fotometricky.
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Osmoticka rezistence

- Princip
- Stanoveni odolnosti erytrocytu viuci ruzné
koncentrovanym hypotonickym roztokum NacCl

v koncentracich od 0,70 % do 0,22 %
(odstupnované po 0,02 %).

- Jestlize jsou erytrocyty v isotonickem roztoku 0,9%
NaCl, dochazi na membrané bunky k rovhovaznému
stavu a kapalina se nedostava ani z bunky ani do
bunky:.

- Jestlize jsou erytrocyty umistény v prostredi
hypotonického roztoku (0,70 - 0,22 % NacCl), tak
budto prasknou a dojde k hemolyze nebo se vytvori
na membraneé rovnovaha.




Osmoticka rezistence
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Osmoticka rezistence - hodnoceni

- VysSi osmoticke rezistence posuzujeme podle koncentrace
roztoku, ve kterém pozorujeme prvni znamky osmoticke
hemolyzy (minimalni osmoticka rezistence) a podle
koncentrace roztoku, ve kterem hemolyzovaly vSechny krvinky
(maximalni osmoticka rezistence).

Krvinky tvofi souvisly sediment, ktery je ostfe ohrani¢eny od
Nulova hemolyza bezbarvého nebo lehce nazloutlého roztoku NacCl.

Musi byt ve zkumavce s fyziologickym roztokem.
Céasteéna hemolyza Roztok NaCl nad sedimentem je zbarven do svétle ervena.

Cervena barva roztoku NaCl se vyrovna &ervené barvé ve
Uplna hemolyza zkumavce s destilovanou vodou.

Musi byt ve zkumavce s destilovanou vodou.

- Snizena osmotiska rezistence: 0,46 % a vySe - 0,34 % a vyse
- ZvySena osmoticka rezistence: 0,40 % a nize - 0,30 % a nize
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Osmoticka rezistence — klinicky vyznam

- Osmoticka rezistence erytrocytl popisuje odolnost erytrocytd vuci hypotonickym roztokim
(roztoky NaCl). Fyziologické erytrocyty se vyznacuiji ur€itou odolnosti vuci hypotonickym
roztokum, ale vlivem nékterych chorob, zejména vrozenych a ziskanych hemolytickych
anemii dochazi ke snizené této odolnosti. Erytrocyty pak v hypotonickém prostfedi natahuji
vodu a vlivem zvySeného tlaku na membranu dochazi k hemolyze.

- Primarni faktor ovliviiujici osmotickou rezistenci Cervenych krvinek je jejich tvar, ktery
zavisi na objemu a povrchu burky a na funkénim stavu membrany erytrocytd. Vétsi povrch
cervenych krvinek v pomeéru k velikosti bunky umoznuje absorbovat vice tekutiny, aniz by
doslo k protrzeni bunééné membrany a nasledné k lyze buriky (tzn. vétsi rezistence bunék
k hemolyze a sniZena fragilita membrany).

- Napfiklad terCovité erytrocyty maiji vétSi povrch bunky a tedy vykazuji zvySenou rezistenci.
Sférocyt ma mensi povrch nez je jeho objem, dojde k protrzeni membrany, coz je snizena
rezistence.

- snizena osmoticka rezistence (u hemolytickych anemii a hereditarni sferocytozy)
0.46% a vySe a 0.34% a vySe

- zvySena osmoticka rezistence (pfi polycytémii, talasémii a jaternich onemocnénich)
0.40% a nize a 0.30% a nize
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Hemosiderin v moci

- Princip
Fe3*v hemosiderinu reaguje s kyselym roztokem ferrokyanidu
draselného na ferrokyanid Zelezity, ktery vytvari krystalky
Berlinské modri.

Kllnlcky vyznam

Zasobni Zelezo se v organizmu nachazi v podobé feritinu a hemosiderinu. Hemosiderin je
na rozdil od feritinu nerozpustny ve vodé a obsahuje vice zZeleza.

+ Hemosiderin dava pozitivni reakci s ferokyanidem draselnym v podobé zrnicek berlinske
modfri. ZrniCka jsou ulozena v tubularnich epiteliich nebo volné, pripadné tvori valce.

+ Hemosiderin tvori s ferokyanidem draselnym nerozpustna granula, ktera jsou v malém
mnozstvi viditelna mikroskopem, ve velkém mnozstvi je I1ze spatfit i makroskopicky.

- Jeho zvySené mnozstvi se uklada do organu pii onemocnénich spojenych s velkym
rozpadem erytrocytu (hemolytické anemie), po Castych transfuzich, pfi poruchach ukladani
zasobniho zeleza, atd.

- Pfitomnost hemosiderinu v moci je detekovatelna 2 az 5 dnd po hemolytické krizi.




Hemosiderin v moci

« Semikvantitativni metoda

* Nachazi - li se v mocCi hemosiderin, jsou pfitomna modfe zbarvena mensi Ci
vétSi zrnka berlinské modfi.

« Zrnka berlinské modrfi odecitat mikroskopicky nebo makroskopicky:

++++ velké mnozstvi hemosiderinu, roztok je zbarven jiz pred
centrifugaci

iy sediment po centrifugaci vytvari na dné zkumavky modry
krouzek

++ na dné zkumavky po centrifugaci jsou patrna modra zrnka,
mikroskopicky tvofi hemosiderin Cetné shluky zrn

N makroskopicky nelze hemosiderin prokazat, mikroskopicky

tvori ojedinelé shluky zrn

stopa hemosiderin je v mocCi pritomen jen jako ojedinéla zrnka



Hemosiderin v moci
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Hemoglobin F

- Princip
Nafixované, zaschlé natéry se ponori do pufru pH 3.3.
Hemoglobin A (adult hemoglobin) je v bunce rozpusten
a vyplaven, hemoglobin F (fetalni hemoglobin) je ke
kyselému prostredi rezistentni a v erytrocytu zustava.
Zbyly hemoglobin F se potom barvi a odecita
mikroskopicky.

- Hodnoceni
procentuelni hodnoceni syté zbarvenych erytrocytu

- novorozenci: 50 - 90 % HbF
- vek < 2 roky: 0 -4 % HbF
- vek > 2 roky: 0-2% HbF
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Hemoglobin F
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Heinzova téliska

- Heinzova téliska znazornuji vysrazeny hemoglobin v pfipadé, ze glykolytické enzymy
Cervenych krvinek nejsou schopny zabranit oxidaci hemoglobinové molekuly. Tyto
precipitaty jsou predstavovany jednim nebo vice ovalnymi télisky v Cervenych
krvinkach. Objevuji se tésné u bunécné membrany, ke které pfilehaiji.

- Béhem zivota normalni Cervené krvinky dochazi postupné ke snizovani mnozstvi
jednotlivych enzymu a tedy ke tvorbé malého mnozstvi Heinzovych télisek.

- Heinzova téliska nalézame ve vétsi mife za pfitomnosti nestabilnich hemoglobinu, pfi
nedostatku nékterych enzymu (napf. G-6-PDH) v redukujicim systému erytrocytl a po
uzivani oxidacnich latek ( napf. sulfonamidy, antimalarika, streptomycin atd.).

- U nestabilnich hemoglobinu odstranuje Heinzova téliska z Eervenych krvinek slezina,
proto nejsou v bunkach viditelna, téliska nejsou odstranovana, pokud je provedena
splenektomie.

- Heinzova téliska nejsou viditelna pfi béZzném panoptickém barveni, ale az po barveni
napf. brilliantcresylovou modfi. Je-li toto barveni negativni, nechame krvinky reagovat s
redukujici latkou acetylfenylhydrazinem. Toto barveni je pozitivni, jestlize je nedostatek
enzymu v redukujicim systému Cervené krvinky.

- Barveni natéru neinkubovanych erytrocytu sleduje nestabilni hemoglobiny.
- Barveni natéru inkubovanych erytrocytu sleduje enzymatické poruchy.
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Heinzova teliska
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Vysetreni HA

Fotometricka vysetreni na principu stanoveni
volného hemoglobinu v plazme.

- Autohemolyza

Hodnoceni spontanni hemolyzy v prostredi
fyziologického roztoku, glukozy a ATP po dobu 48

hodin.
- Pink test

Orientacni vySetreni pri podezreni na hereditarni
sferocytozu
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Vysetreni HA— Autohemolyza

- Hodnoceni spontanni hemolyzy defibrinované krve, ktera je inkubovana
pri teploté 37°C v prostredi fyziologického roztoku, glukézy a ATP po
dobu 48 hodin.

- Stupen hemolyzy je ve fyziologickém roztoku vzdy vetsi nez po pridani
glukdzy a ATP. U normalniho vzorku se hemolyza po pfidani glukozy a
ATP snizuje.

- Hereditarni sférocytoza: autohemolyza vyrazné zvysSena, po pridani
glukdzy se snizuje.
- PNH: autohemolyza take zvySena, ale po pfidani glukozy se hemolyza
shizuje.
- Deficit pyruvatkinazy: autohemolyza ve fyziologickém roztoku vyrazné
zvysena
- po pfidani ATP se upravuje
- po pfidani glukézy se hemolyza neupravuije.
- Deficit G-6-PDH: autohemolyza ve fyziologickém roztoku normalni nebo
lehce zvysena, po pridani ATP a glukdzy dochazi k CasteCné upraveé.
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Vysetreni HA — Pink test

- Orientacni vySetreni pfi podezfeni na hereditarni sférocytozu.

- V testu se stanovuje konecCné procento hemolyzy v prostredi
glycerolu pfi pH 6,0.

- Pro snadné a rychlé provedeni (ve srovnani s testem na
osmotickou rezistenci a testem autohemolyzy) se test pouziva
jako dopliujici a vyhledavaci vySetfeni na dédi¢nou
sférocytozu.

Ref. rozmezi:
1-23.7 %, prumérna hodnota 10%

Hereditarni sférocytodza:
32 —-90 % s prameérem 60%
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Vysetreni HbS, HbA,

- Princip _metody: aniontova chromatografie hemoglobinl, ktera probiha v pufrovaném
prostfedi o specifickém pH. Na pozitivné nabité Castice pryskyfice se navazi Casti
hemoglobinu s negativnim nabojem. Jednotlivé hemoglobinové frakce se z chromatografické
kolony vymyji pufrem po zméné pH nebo iontové sily. MnoZstvi jednotlivych typu
hemoglobinl se vySetfuje spektrofotometricky.

HbA,

- Pfesné stanoveni mnozstvi HbA, v klinické praxi je dulezité pro diferencialni diagnostiku
anemii a thalasemii. Pro urCeni prfesné diagndzy je nutne prihlizet také k ostatnim
laboratornim vysledkim, zejména se jedna o zelezo v séru, vazebnou kapacitu Zeleza,
morfologii Eervenych krvinek, hemoglobin, hematokrit a stfedni objem erytrocytu (MCV).

- Celkové mnozstvi HbA, se ve spojeni s hodnotou MCV pouziva jako kritérium pro
diferencialni diagnostiku B-talasemie minor, anemie z nedostatku Zeleza a dalSi hypochromni
mikrocytarni anemie.

- U B-talasemie se muze hodnota HbA, pohybovat ve fyziologickych mezich v pfipadé, Ze je
snizené mnozstvi zeleza.

HbS

- Kvantitativni stanoveni HbS je klinicky vyznamné pro diagnostiku srpkovité anémie (také u
pacientu trpicich sou€asné srpkovitou a a. nebo B-talasemii) a dale u pacientt se srpkovitou
anémii, ktefi jsou léCeni transfuzemi. Za normalnich okolnosti je hodnota HbS negativni,
v pfipadé heterozygotl (Sickle cell trait: genotyp BA/BS) se hodnota HbS pohybuje v rozmezi
20-40%, v pripadé homozygotl (Sickle cell anemia: genotyp BS/BS) se hodnota HbS
pohybuje v rozmezi 80-100%



