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Priprava krevniho roztéru (natéru)
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Barveni
nateru

Standardnim barvenim pro krevni natéry je tzv. panoptické barveni dle Pappenheima:

1. Cely natér na 3 minuty pokryjeme May-Grunwaldovym barvivem.

2. Opatrné prikapavame destilovanou vodu tak, aby se puvodni barvivo nesmylo. Cilem je
nechat plsobit takto narfedéné barvivo (1:1) dalsi 1 minutu.

3. Barvivo slijeme, mUzeme oplachnout vodou.

4. Na natér naneseme Giemsa-Romanowského barvivo. Toto barvivo musi byt pred
barvenim vzdy Cerstvé naredéné priblizné 1:9 (na 10 ml destilované vody 10 - 15 kapek
barviva). Nechame pusobit priblizné 15 minut (10 - 20 minut).

5. Barvivo slijeme a dukladné oplachneme pod tekouci vodou.
6. Spodni stranu sklicka oCistime utérkou.

7. Je vhodné ihned zkontrolovat probarvenost krevnich bunék a pripadné preparat jesté
dobarvit.



Barveni pomoci hotovych
barvicich sad
Vyhody: Nevyhody:

e rychlé (cca 1—2 min) * Neposkytuji tak dobré vysledky jako klasické
barvici techniky

roztoky jiz pripraveny
* Ve vyzkumu nebo pri hodnoceni spornych
patologickych nalezu je lepsi pouzit klasické

vydrzi dlouho (mésice)

* ze skladovat pri pokojove techniky, pfestoZe jsou ¢asové naro&néjsi
teploté
* pouzivaji se opakovanée Postup barveni :

Natér musi byt suchy

Priklady barvicich sad: 1. Fixacni Cinidlo (metanol)5x1s
Leukodif 2. Eozin5x1s
Diff-Quik 3. Azur5x1s

4. Oplach (fosfatovy pufr pH 7,4 nebo dest. voda)
Mezi jednotlivymi kroky neoplachujeme ani nesusime,
Na konci nechat zaschnout a pozorovat pod imerzi



Vyhodnocovani krevniho
nateru

e Pozorujeme zasadné pod imerzi

e Spravna oblast pro hodnoceni: kde se krvinky pfrilis nedotykaji,
v této oblasti prohlizet preparat pfi tzv. meandrovitém pohybu (C)

e Krevni diferencial (dif): procentické zastoupeni jednotlivych typu leukocyt(

e Krevni obraz: kompletni hodnoceni poctu a morfologie formovanych krevnich
element
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Srovnani poctu leukocytu u ruznych trid

Clovék Mys3 Ptaci Plazi Kapr
Absolutni pocCty [pocet v litru]
Erytrocyty 5x1072 8x1012 3x1072 1x1012 2x1012
Leukocyty 5-8x10° | 6-15x10°| 20x10° 7x10° 70x109
Relativni poCty [v % |
Granulocyty
Neutrofily 50-70 | 5-34 — — 4
Neutrofilni tyCky 3—95 — — — 1
Heterofily — — 30—75 | 30-70 —
Eozinofily 2—4 0-—4 0-—4 0-5 1
Bazofily 0—1 0-—1 0-5 0—-30 0
Agranulocyty
Monocyty 3—8 0-—3 0-5 0-—-15 3
Lymfocyty 18—-40 | 60—-95 | 20—65 | 20 —-48 92




Granulocyty

e Jadro segmentované
e V cytoplasmé maji granula:
- specificka granula, barvi se podle typu kyselymi nebo bazickymi komponentami barviv dle Pappenheima

- azurofilni granula jsou povazovana za lyzozomy a barvi se purpurové

Neutrofil
* velikost 10 — 12 um, segmentl 2 — 7, Hynkovo ¢islo, posun doleva

 hlavni funkci neutrofill je fagocytdza

* 1/3 granul azurofilnich (primarni lyzozomy), zbytek granula specificka

* nizka Uroven proteosyntézy, glykogen v cytoplasmé - preziva i v anaerobnim prostredi
* vobeéhu ziji jen 6 -7 hodin

Receptory:

* Fcfragment IgG (FcyR)

* C3b slozku komplementu, slozky komplementu C5a a C3a
* TLR

* hematopoetické stimula¢ni faktory GM-CSF nebo G-CSF




e Eozinofil

velikost 12 — 14 um, jadro ze dvou segmentd (brylovité)

granula vétsi nez u neutrofil, barvi se cihlové ¢ervené.

hodné specifickych granul (az 200), obsahuji hlavni bazicky protein (hodné argininu)
typicky se vyskytujici v tkanich, v obéhu malo

schopny fagocytdzy, vyznam v boji s endoparazity zejména mnohobunécnymi
helminty

Receptory:
Pro IgG a IgE oznaCovany FceR, ktery existuje ve dvou formach podle afinity k Igk




Bazofil

e velikost 9 - 11 um, jadro protahlé, casto esovité, méne kondenzované

» specificka granula tmavé modra, prekryvaji jadro, obsahuji heparin a histamin
e vobéhu ziji vétSinou 1 den

* Ucastni se alergickych reakci

Receptory:

vysokoafinni FceR

Bazofily vykazuji radu podobnosti s zirnymi bunkami, které se v minulosti oznacovaly
jako tkanové bazofily. Jedna se vsak o odlisSné typy bunék, vzniklé z jinych prekurzor(
kostni drené.




Agranulocyty

Jadro neni segmentované

V cytoplasmeé nemaji granula
Lymfocyt

 velikost 6 — 12 um podle stupné zralost (malé stfedni a velké lymfocyty)
jadro kulaté a hodné tmavé

granula v cytoplasmeé nejsou pouze drobna zrnitost

v natéru se T a B lymfocyty jevi stejne, vétSina 75% v periferni krvi jsou T
lymfocyty - R
v perifernim obéhu prevladaji malé lymfocyty, které maji primeér 6 — 8 um 'Q-U ' ;0
vétSina lymfocytl Zije nékolik mésicd. Pamétové bunky jsou schopny : " d
prezivat po cely Zivot jedince :
Receptory:

Specifické receptory pro antigen TcR a BcR




Monocyt

 velikost 14 — 20 um jadro casto ledvinovitého tvaru

e cytoplazma obsahuje jemna azurofilni granula (lyzozomy), specificka
granula zde nejsou

* polocas setrvani monocytu v krvi je 12 — 100 hodin, poté zpravidla
pronikaji do tkani a diferencuji se na makrofagy

Receptory:
* prolgG - FcyR
* pro C3b slozku komplementu

* komplexy MHC Il tfidy, nutné pro prezentaci antigennich fragment




NK bunky
* velké granularni lymfocyty, charakteristické povrchové znaky CD56, CD16
* schopny rychle zabijet nékteré nadoroveé bunky a bunky infikované virem

e aktivity NK komplementarni k aktivitam cytotoxickych T-lymfocyt(
Receptory:

* nemaji antigenneé specifické receptory,
* inhibi¢ni (rozeznavaji MHC I) a aktivacni receptory (napf. FcR - CD 16, rozeznava opsonizované c¢astice)

» aktivacné pUlsobi nizka exprese MHC |)

Trombocyty
e usavcl jsou bezjaderné, jsou to vlastné odskrcené okrsky cytoplasmy megakaryocytu
* velikost asi 3 um a éasto v roztérech vytvareji shluky P‘

* trombocyty ostatnich tfid obratlovcl jsou jaderné .
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