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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva laboratornimi metodami, které jsou vyuzivany
pfedevsim pfi diagnostikovani makrocytarnich anémii. Uvodni &ast prace definuje
anemicky syndrom a jeho klinické projevy. V uvodu je také obsazeno zakladni
rozdéleni anémii dle morfologickych a patofyziologickych hledisek. Diraz je kladen
na popsani nej¢astéjSich makrocytarnich anémii a pficin jejich vzniku. V kratkosti
jsou uvedeny také moznosti léCby téchto onemocnéni. Na konci prace jsou
uvedeny dvé kazuistiky pacientl s makrocytarni anémii.

Abstract

This bachelor thesis deals with laboratory methods, which are used in
the diagnosis of macrocytary anemia. Anemic syndrome and its clinical
manifestation are defined in the introductory part. The basic classification of anemia
according to morphological and pathophysiological aspects is included also in the
introduction part. The thesis emphasizes description of the most common
macrocytic anemias and their causes. The possibilities of treating these diseases
are briefly presented. Two case reports of patients with macrocytic anemia are
presented at the end of the thesis.



1 Uvod a zadani prace - cil prace

Anémie jsou jednim z nejCastéjSich hematologickych onemocnéni, at se jedna
0 anémie primarni, nebo o dlsledek jiného onemocnéni. Pro spravnou IéCbu je
velmi dilezité pfesné diagnostikovat pficiny vzniku.

Tato prace ma charakter reSerSe, jejim cilem je pfedstaveni nejvyznamnéjSich
makrocytarnich anémii, jejich lécby, a pfedevSim jejich laboratorni diagnostiky.
Prace je doplnéna dvéma kazuistikami pacientl, na nichz jsou prakticky ukazany
jednotlivé kroky diagnostiky makrocytarnich anémii.



2 Anémie

2.1 Definice stavu

Anémie neboli chudokrevnost je chorobny stav charakterizovany snizenim
hladiny hemoglobinu (Hb), pfipadné hematokritu pod fyziologickou mez pro
dany vék a pohlavi. Dle doporugeni Ceské hematologické spoleénosti (CHS) je
minimalni koncentrace Hb u dospélych muzi 135 g/l a u dospélych Zen
minimalné 120 g/l, minimalni hodnota hematokritu je u dospélych muza 0,40
a u dospélych zZen 0,35. PocCet erytrocytl ma pro definici anémie mensi
vyznam, protoze u nékterych typd anémii mudze byt normalni (mikrocytarni
anémie), u nékterych anémii muze byt dokonce vyssi, nez fyziologické meze
(talasemie). (Doporugeni Laboratorni sekce CHS, 2015; Penka, 2001; Penka,
2009)

2.2 Anemicky syndrom
Spravnéjsim pojmenovanim anémie je anemicky syndrom (AS), protozZe jeji
pri¢inou nemusi byt vzdy porucha krvetvorby nebo erytrocytl. Anémie mohou
byt zpusobeny také celou Ffadou rGznych onemocnéni, jedna se pak
o sekundarni anémie. (Penka, 2001; Penka, 2009)

Hladina Hb a hematokrit mohou byt také zménény pfi vykyvech objemu
cirkulujici plazmy. Relativni anémie vznika, pokud je objem plazmy zvySen,
napriklad pfi t€hotenstvi nebo u hypersplenismu. Naopak, pfi poklesu objemu
cirkulujici plazmy dochazi k zamaskovani anémie a mohou byt zjisStény zdanlivé
fyziologické hodnoty i u pacienta s anémii. Objem plazmy se nejCastéji snizuje
pfi dehydrataci, uUpornych prdjmech nebo u nedostateCnosti nadledvin
(Addisnonova choroba). (Penka, 2001)

2.2.1 Klinické projevy
Zakladni klinické projevy AS bez ohledu na jeho patogenezi zavisi hlavné
na stupni redukce transportni kapacity pro kyslik, na rychlosti vzniku anémie,
na véku nemocného, stavu jeho kardiovaskularniho systému, charakteru
a zavaznosti dalSich onemocnéni. Projevy klinickych pfiznakd pomahaji
snizovat kompenzacni mechanismy. (Indrak, 2006)

Obecné klinické projevy jsou spole¢né pro vétSinu typu anémii, déli se dle
jejich pri€iny do nasledujicich skupin:
a) Zpusobené poklesem transportu kysliku
e Mezi subjektivni pfiznaky patfi pfedevSim unava, slabost, malatnost,
pokles fyzické kondice, zhorSeni paméti, zhorSeni zraku, zhor$ené
psychomotorické tempo, poruchy traveni (dyspepticky syndrom),
stenokardie (svirava bolest na hrudi) a bolest hlavy (cephalea).
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Objektivni pfiznaky patfici do této skupiny jsou tachypnoe,
ischemie/infarkt myokardu, srdecni slabost, klaudikace dolnich
koncetin (kulhani v disledku nedokrveni svall), Fidnuti vliasul, pokles
hmotnosti. (Indrak, 2006)

b) Zpusobené poklesem krevniho objemu (hypovolemii)

S hypovolemii jsou spojeny tyto subjektivni pFiznaky: ortostaticka
hypotenze, kolaps/synkopa, zavraté, huceni v uSich (tinnitus),
mravenCeni v akralnich castech téla (akroparestézie), pocit
chladnych aker, pfecitlivélost na chlad a snizeni libida.

Do skupiny objektivnich pfiznakd spojenych s hypovolemii patfi:
hypotenze, bledost kuze (v€etné nehtovych Iizek a dlafiovych ryh),
bledost sliznic a spojivek, tranzitorni ischemie centralniho nervového
systému, pfechodna  ztrata  zraku (amaurosis  fugax),
akrohypotermie. (Indrak, 2006)

c) Zpusobené hyperkinetickou cirkulaci (zvySenim srde¢niho vydeje,

poklesem periferni rezistence a snizenim viskozity krve)

Do skupiny subjektivnich pfiznakl patfi palpitace, nespavost, tepani
ve spancich, huc€eni v usich (tinnitus), srdecni dilatace, edémy
koncetin.

Mezi objektivni pfiznaky patfi systolicka hypertenze, vysoka tlakova
amplituda, prutokové (anemické Selesty) €i sinusova tachykardie
(pFipadné extrasystolie). (Indrak, 2006)

Kromé& obecnych pfiznaku AS vznikaji i pfiznaky specifické. Ty jsou typické
pouze pro urCity typ anémie a jsou charakteristickou soucasti jejiho klinického
obrazu. (Indrak, 2006)

2.3 Kompenzaéni mechanismy
Pokud vznikd anémie pomalu, uplatiuji se v organismu kompenzacni
mechanismy, které mu pomahaji zvladnout nizsi hodnoty Hb.

Mezi hlavni kompenzaéni mechanismy patfi:

a) Posun disociaéni kfivky Hb doprava

Kposunu dochazi zvySenim hladiny 2,3-bisfosfoglyceratu.
Diky tomu dochazi k lepS§imu uvolfiovani kysliku z erytrocytll do
tkani. Jedna se o citlivou a velmi rychlou odpovéd na tkarnovou
hypoxii.

b) ZvySeni minutového srde¢niho vydeje

Coz je Caste¢né umoznéno diky snizeni viskozity krve pfi anémii.
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c) Redistribuce krve
e PFfesunem krve ze tkani méné citlivych na hypoxii (kize, ledviny)
do tkani na hypoxii citlivych vice (centralni nervovy systém, srdce).
Tento mechanismus je zajiStovan predevsim diky vasokonstrikci.

d) ZvySeni erytropoézy
e Ke zvySeni erytropoézy dochazi diky zvétSeni produkce
erytropoetinu pfi hypoxii ledvin. Jedna se o nejpomalejsi
kompenzaéni mechanismus, k vzestupu erytrocytl dochazi pfiblizné

az o 5 dni pozdéji.

(Pecka, 2006; Penka, 2001; Penka, 2009)

10



3 Déleni anémii
Anémie jsou déleny podle morfologickych nebo patofyziologickych hledisek.
V praxi je ale velmi €asto nutné pouzit kombinaci obou déleni.

3.1 Morfologické déleni

Toto déleni vychazi pfedevSim z morfologie erytrocytd. Hlavnimi parametry
krevniho obrazu, které pomahaji zaradit anémie do jednotlivych skupin, jsou:
stfedni objem erytrocytdl (MCV), primérné mnozstvi Hb v jednom erytrocytu
v hodnocené populaci (MCH), primérna koncentrace Hb v erytrocytech
(MCHC) a distribucni Sife erytrocytd (RDW), ktera udava stupen anizocytozy
erytrocytl. Informace o stavu kostni dfené udava hodnota retikulocytd (RET).
(Penka, 2001)

Dle morfologického déleni se anémie rozdéluji do nasledujicich skupin:
(V zavorce je vzdy uvedena hodnota dospélé populace dle doporugeni CHS).

e Dle MCV:
a) Mikrocytarni (<82 fl)
b) Normocytarni (82-98 fl)
c) Makrocytarni (>98 fl)

e Dle MCH a MCHC:
a) Hypochromni (<28 pg, <320 g/l)
b) Normochromni (28-34 pg, 320-360 g/l)

e Dle RDW:
a) S anizocytozou (>15,2 %)
b) S homogenni populaci (10,0-15,2 %)

e Dle RET:
a) Se zachovalou funkci kostni diené (0,5-2,5 %)
b) S porusenou krvetvorbou (<0,5 %)

Pomoci tohoto déleni I1ze anémie zafadit do skupiny o nékolika stavech,
které jsou provazeny stejnou zménou v morfologii erytrocytd. Diky tomu je
mozné vyuzit dalSi cilena vySetfeni, které nasledné odhali pravou pfic¢inu
anémie. (Doporuéeni Laboratorni sekce CHS, 2015; Pecka, 2006; Penka, 2001)
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3.2 Patofyziologické déleni
Toto déleni rozdéluje anémie dle jejich pficiny a zplsobu vzniku. Zarazeni
anémie do jedné ze skupin je velmi dudlezité pro pFfesné cilenou léCbu.
(Penka, 2001)

3.2.1 Anémie z nedostatecné tvorby erytrocytu
Pfi tomto typu anémii neni erytropoéza schopna pokryt normalni ztraty
erytrocytd (pfedevsSim starnutim). PFiCinou je nedostatecna, nebo defektni
erytropoéza v kostni dfeni.

3.2.1.1 Poruchy proliferace a diferenciace kmenové bunky:
Tento typ anémii je definovan sniZzenou erytropoézou, nebo dysplazii
v Cervené fadé. Patfi sem snizena tvorba erytrocytu (erytroidni anémie),
pfi niz dochazi ke kvantitativni poruse krvetvorby, ktera zasahuje pouze
erytrocytarni fadu. (Pecka, 2006)

DalSim zastupcem je neefektivni erytropoéza (dyserytropoetické anémie).
Jedna se o pomérné vzacnou skupinu vrozenych anémii, pfi kterych dochazi ke
snizeni produkce erytrocytt ¢asnym zanikem prekurzor( jiz v kostni dfeni. Jsou
charakteristické vyraznymi morfologickymi zmé&nami vyvojovych stadii
erytrocytd v kostni dfeni, ale i zralych erytrocytu v periferni krvi. Do této skupiny
anémii patfi napfiklad kongenitalni dyserytropoeticka anémie. (Pecka, 2006)

3.2.1.2 Poruchy tvorby hemoglobinu:
Pfi anémiich z poruch tvorby hemoglobinu je produkovano nedostatecné
mnozstvi Hb, nebo vznikaji defektni formy Hb s odliSnymi vlastnostmi. Porucha
muze byt v tvorbé& hemu nebo v tvorbé globinu. (Pecka, 2006; Penka 2009)

a) Defekt v tvorbé hemu
Mezi poruchy syntézy hemu patfi sideropenické anémie zpusobené
nedostatkem Zeleza, anémie chronickych nemoci (ACD) a sideroblastické
anémie. (Pecka, 2006; Penka 2009)

Sideropenické anémie vznikaji vétSinou pfi nerovnovaze mezi pfijmem
Zeleza, jeho vyuzitim a ztratou. Mohou byt zpUsobeny nedostatkem zeleza
v potravé (vegetarianska nebo veganska strava), poruchou jeho resorpce
v travicim traktu (resekce Zaludku), nadmérnymi ztratami (krvaceni)
a zvySenim jeho potfeby v organismu (t€hotenstvi, rust). K deficitu Zeleza
dochazi vétSinou pozvolna, anémie je zpocCatku dobfe kompenzovana bez
klinickych projeva. (Pecka, 2006; Penka 2009)
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Pfi¢inou anémie chronickych chorob (ACD) je zvySena produkce
hormonu hepcidinu pfi jiném, nej¢astéji zanétlivém, systémovém nebo
nadorovém onemocnéni. ZvySena produkce hepcidinu zplsobi omezené
vyuziti  Zeleza =z vnitfnich zdroju, kdy dochazi ke kumulaci Zeleza
v makrofagovém systému a toto Zelezo nemuze byt vyuZzito pro erytropoézu.
(Pecka, 2006; Penka 2009)

Sideroblastické anémie mohou byt vrozené nebo ziskané. Vznikaji
v dusledku poruchy inkorporace Zeleza do molekuly protoporfyrinu
nasledkem poruchy nékterého kroku v syntéze hemu. NevyuZité Zelezo se
hromadi v mitochondriich erytroblastd, kde vytvari prstence kolem jadra,
takové buriky jsou oznacCovany jako prsténcité sideroblasty. (Pecka, 2006;
Penka 2009)

b) Defekt v tvorbé globinu

Vlivem genetické mutace se jeden nebo vice globinovych Fetézcu
nevytvoli v dostateCném mnozstvi, nebo se nevytvofi vibec. Dochazi tak
k nerovnovaze ve tvorbé globinovych fetézcu. Tyto stavy se nazyvaji
talasemie. U stavl, které se oznacuji jako hemoglobinopatie, je struktura
hemoglobinovych fetézci zménéna. K tomu dochazi, pokud je diky bodové
mutaci strukturniho genu zménéno kodovani aminokyselin. (Pecka, 2006;
Penka 2009)

3.2.1.3 Poruchy tvorby DNA:

Jedna se o skupinu anémii rizné patogeneze, ktera je charakterizovana
megaloblastovou prestavbou kostni dfené. Do této skupiny patfi poruchy
metabolismu kyseliny listové a/nebo vitaminu B2 (pfikladem je perniciézni
anémie), poruchy syntézy DNA v dusledku pudsobeni Iéki a porucha
v genetické vybaveé bunky. (Pecka, 2006)

3.2.2 Anémie ze zvySené destrukce erytrocyti (hemolytické anémie)

Do této kategorie se fadi stavy, jejichz spoleCnym znakem je pfedCasny
zanik erytrocytl, ktery uz kostni dfen neni schopna kompenzovat zvySenim
erytropoézy. Zmény tvaru a funkce erytrocytd mohou zkratit jejich Zivotnost
a zpusobit tak jejich zvySeny rozpad — hemolyzu. Hemolyza mize probihat
extravaskularné v makrofagovém systému (MS), nebo intravaskularné pfimo
v cévach. (Pecka, 2006; Penka 2001)
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3.2.2.1 Korpuskularni hemolytické anémie
Rozpad erytrocytll je u téchto anémii zpusoben porusenou strukturou
nékteré Casti bunky. V kostni dfeni dochazi k tvorbé morfologicky a funkéné
poskozenych erytrocyt(, se snizenou pruznosti a deformovatelnosti. Jedna se
predevsim o vrozené poruchy. (Pecka, 2006)

a) HA z odchylek ve stavbé membrany (membranopatie)

Pfi¢inou je porucha genu, které vytvari slozky cytoskeletu erytrocytarni
membrany.  Poskozeni  erytrocytu je  zpusobeno  nedostatkem
nebo zménénou funkci bilkovinné nebo fosfolipidové ¢&asti bunééné
membrany, Ci cytoskeletu. PoSkozeny erytrocyt potfebuje k udrZzeni svého
bikonkavniho tvaru velké mnozstvi ATP, a proto rychle vyCerpa moznosti
jeho syntézy. Nedostatek energie pak vede ke zméné tvaru erytrocytu, ten
se stava kulovitym, ovalnym ¢&i trnitym. PFi prichodu MS dojde k jeho
zachyceni a destrukci. (Pecka, 2006)

Do této skupiny anémii patfi napfiklad hereditarni sférocytéza,
hereditarni akantocytéza a dalSi vrozené poruchy. Mezi membranopatie se
také fadi jedina ziskana korpuskularni hemolyticka choroba, kterou je
paroxysmalni nocni hemoglobinurie (PNH).

b) HA z poruchy metabolismu erytrocytd (enzymopatie)

Diky tomu, Ze zraly erytrocyt nema jadro, neni schopny si syntetizovat
enzymy. Pro normalni pfezivani proto musi mit erytrocyt jiz v okamziku
vyplaveni z kostni dfené potfebnou enzymatickou vybavu. Nedostatek
enzymu nebo porucha jeho funkce zpusobi, ze erytrocyt preziva kratSi dobu
a ke konci Zivota jiz neni schopen plnit svoje fyziologické funkce. PFi¢inou
enzymopatii jsou poruchy genl kédujicich erytrocytarni enzymy. NejCastégji
se jedna o poruchy gend pro glukoso-6-fosfatdehydrogenazu
a pyruvatkinazu. (Pecka, 2006; Penka 2001)

c) HA z odchylek v molekule hemoglobinu (hemoglobinopatie)

Tyto HA vznikaji diky vadné syntéze globinovych fetézcl Hb, kdy dojde
vlivem genetické mutace k zaméné aminokyselin v globinovém fetézci.
Jen nékteré z téchto zménénych Hb vytvafi nestabilni formy, které mohou
vyvolat hemolyzu. Klinicky vyznam maji pfedevSim mutace poSkozujici beta
fetézce Hb. (Pecka, 2006; Penka 2001)

Vlivem nestability patologickych variant Hb dochazi ¢asto kjeho
precipitaci, coz poSkozuje plasticitu membrany erytrocytu a zhorSuje
prichodnost erytrocytu mikrocirkulaci. Diky tomu dochazi k deformaci
a pred€asnému rozpadu erytrocytu. (Indrak, 2006)

Mezi nejCastéjSi hemoglobinopatie patfi hemoglobinopatie S (srpkovita
anémie), hemoglobinopatie C, D a E.
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3.2.2.2 Extrakorpuskularni hemolytické anémie
Pfi¢inou nadmérné hemolyzy je vtomto pfipadé poskozeni normalnich
erytrocyt vnéjSimi faktory. Vyvolavajici faktory se déli na imunitni a neimunitni.

a) Imunitni faktory

Imunitni faktory jsou nejcastéjsi pficinou hemolytickych anémii. U téchto
stavl jsou erytrocyty obklopeny protilatkami. Vazba protilatky
na membranovy antigen erytrocytu vede Kk intravaskularni hemolyze
pomoci komplementu nebo k zachyceni a  destrukci  erytrocytu
v makrofagovém systému (extravaskularni hemolyza). Protilatka maze byt
aloimunitni, tedy puvodné namifena proti antigenim jiného organismu
(pfikladem je hemolyticka potransfuzni reakce), nebo se muize jednat
o autoprotilatku vzniklou po selhani kontrolnich imunitnich mechanism,
ktera je namifena proti antigenim vlastniho organismu (autoimunitni
hemolyticka anémie). (Pecka, 2006; Penka 2001)

b) Neimunitni faktory
Hemolytické anémie mohou vznikat také na podkladé neimunitnich
faktorl. Jedna se predevSim o chemické, fyzikalni a biologické pfiCiny.
Chemickymi pfiCinami jsou napfiklad nedostatek fosfatu, nebo nadmérna
koncentrace médi v organismu. (Pecka, 2006; Penka 2001)

Fyzikalnimi pfi¢inami jsou rozsahlé popaleniny, umélé chlopné, nebo
extrakorporalni obéh zpUsobujici mechanické poskozeni erytrocytd. Muze
se jednat i o pochodovou hemoglobinurii, pfi niZz dochazi k poskozeni
erytrocytd pfi prichodu kapilarami na ploskach nohou pfi extrémnich
sportovnich vykonech. (Pecka, 2006; Penka 2001)

Mezi biologické pfiCiny se fadi napfiklad infekce Clostridium perfringens,
které vytvari hemolyticky exotoxin. Nebo nakazZeni malarii, kdy dochazi ke
zvySené destrukci infikovanych erytrocytl ve sleziné. (Pecka, 2006)

Posledni pfi€inou jsou zavazné mikroangiopatické hemolytické anémie,
pfi kterych dochazi k intravaskularni hemolyze diky fragmentaci erytrocytu
v malych cévach. PoSkozeni erytrocytll je zpusobeno vznikem tromb(
v mikrocirkulaci. Prfikladem je tromboticka trombocytopenicka purpura,
hemolyticko-uremicky syndrom ¢i diseminovana intravaskularni koagulace.
(Pecka, 2006)
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3.2.3 Anémie ze ztraty krve (posthemoragické anémie)

3.2.3.1 Akutni posthemoragicka anémie
Jeji pri¢inou je vyznamna ztrata krve po traumatu nebo po poskozeni cévni
integrity rlznych organu. V prvnich fazich je nahla ztrata krve problémem
pfedevSim hemodynamickym. Pacient je ohroZen nahlym sniZzenim objemu
cirkulujici krve a pfipadnym selhanim srdce a krevniho obé&hu, hypovolemickym
Sokem i umrtim. Nasledné dochazi k prestupu tkariového moku do cév, coz
zpusobi nafedéni krve. (Klener, 2003; Pecka, 2006)

3.2.3.2 Chronicka posthemoragicka anémie
Chronicka ztrata krve je jednou zvelmi c¢astych pfic¢in anémii.
Pfi chronickém krvaceni dochazi k vyznamnym ztratam latek, které jsou
dilezité pro spravnou syntézu dostateCného mnozstvi novych erytrocytd.
PfedevsSim jsou to ztraty Zeleza, pfi jehoz deficitu vznika sideropenicka anémie.
Chronické krvaceni trva delSi dobu, diky tomu se pomérné dobfe rozviji
kompenzacni mechanismy. (Pecka, 2006)
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4 Laboratorni vySetieni

4.1 Typy a odbér biologického materialu
Odbér biologického materidlu je hlavni Casti preanalytické faze
laboratorniho vysSetfeni. Preanalyticka faze je nejCastéjSim zdrojem chyb celého
laboratorniho vySetfeni. Pro omezeni chyb vznikajicich pfi odbéru biologického
materialu je vhodné dodrzZet nasledujici obecné zasady:

e Pfesna a jednoznacna identifikace biologického materialu

e Spravny zpusob odbéru a spravny odbérovy material dle typu
biologického materialu

e Postup odbéru spravnou a odpovidajici technikou

e Dostatecné pouceni a pfiprava pacienta

e Rychly a Setrny transport vzorku do laboratore

| pfi dodrzeni vySe uvedenych zasad muzZe byt nékdy vysledek
laboratorniho vySetieni preanalytickymi vlivy ovlivnén. (Zima, 2013)

4.1.1 Odbeér krve

Pro diagnostiku v hematologii je téméf vZzdy nutno pouzit plnou krev, proto
je nutné odbér krve provést do zkumavky obsahujici protisrazlivé cinidlo.
Pro vySetfeni krevniho obrazu, coz je zakladni vySetfeni v diagnostice anémii
se vyuziva soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), nejCastéji se pouziva
jeji draselna sul (KsEDTA). Pro stanoveni krevniho obrazu je mozno pouzit
jak krev vendzni, tak i krev kapilarni. Pfi odbéru vzorkd pro diagnostiku anémii
se mohou pouzivat i jina protisrazliva Cinidla, nebo se protisrazlivé Cinidlo vibec
nepouziva. Pfikladem je odbér krve pro stanoveni koncentrace Zeleza, ktery se
provadi do zkumavky bez srazlivého Ccinidla. Kapilarni krev se odebira
pacientim, kterym zruznych ddvodd neni mozné odebrat krev vendzni,
nejCastéji se jedna o onkologické pacienty a velmi malé déti. (Zima, 2013)

Pacient by mél byt pfed odbé&rem dostate¢né hydratovany, jinak hrozi riziko
zkresleni laboratornich vysledkl hemokoncentraci. Odbér vendzni krve se
provadi z kubitalni Zily v pfedloketni jamce, pfipadné ze Zily v loketnim ohbi.
Pro venepunkci by neméla byt vybrana paze, na které se nachazi jizvy,
hematom nebo paZe se zavedenou infuzi. Velmi dulezZité je také dodrzet
spravné mnozstvi odebrané krve, coz je nutné k zachovani optimalniho poméru
krve a protisrazlivého €inidla. (Zima, 2013)
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4.1.2 Odbeér kostni diené
Odbér kostni diené (KD) je mozno provadét ze vSech kosti téla, kde se
nachazi funkéni KD. Aspirace KD se provadi nejCastéji z kosti kyCelni nebo ze
sterna. Ve specialnich pfipadech je mozné provést aspiraci KD i z obratlovych
trnd, Ci ze Zebra. (Pecka, 2010)

4.1.2.1 Sternalni punkce

Sternalni punkce se provadi specialni aspira¢ni jehlou ve vysi druhého
az tfetiho mezizebfi. V misté vpichu jehly je po dukladné desinfekci provedena
lokalni anestezie. Jehla je zavedena do kosti rotaCnim pohybem. Uvnitf jehly
se nachazi mandrén, ktery brani proniknuti krve, pfipadné tkané do jehly
béhem jejiho zavadéni. Po odstranéni mandrénu je k jehle pfipojena stfikacka
a je do ni aspirovano malé mnozstvi dfefiové krve. Aspirovana dfefiova krev je
premisténa do Petriho misky a je vyuZzita pro provedeni natérl. Nasleduje
aspirace KD pro dalSi vySetfeni, napfiklad pro molekularné-genetické metody.
Zbytek drenové krve po vytvofeni koagula muze slouzit pro histologické
vySetieni. (Mayer, 2002; Zima, 2013)

4.1.2.2 Punkce kosti ky€elni
Punkce je provadéna ze zadniho nebo pfedniho hrbolu kosti kycelni,
pfipadné z jejiho hfebene. Punkce mulze byt provedena dvéma zpusoby: jako
prosta aspirace KD, nebo jako trepanobiopsie. Postup pfi prosté aspiraci KD je
podobny jako pfi sternalni punkci. (Pecka, 2010)

Trepanobiopsie se pfi diagnostice anémii provadi predevsim, pokud neni
mozné dienovou krev aspirovat. Dochazi tedy ke stavu, ktery se nazyva sucha
punkce. Sucha punkce je typicka pro fibrozu kostni dfené a dalSi dfefové
utlumy. Po provedeni desinfekce a lokalni anestezie je skalpelem nafiznuta
kiize v misté vstupu trepanobioptické jehly. Jehla je zavedena rotaénim
pohybem do kosti. Po pfekonani kompaktni ¢asti kosti je odstranén mandrén
ajehla je rotatnim pohybem zavadéna dale do dfefiové Casti kosti, tim je
ziskan valecek kosti pro vysetfeni. (Mayer, 2002)

4.2 Hematologicka vysetreni
Hematologicka vySetreni slouzi  jak k zakladni diagnostice,
tak i ke sledovani prub&hu a léCby anémii. Samotna hematologicka vySetfeni
vétSinou nestaCi k pfesnému diagnostikovani pfiiny anémie, a proto musi
byt doplnéna o dalsi specializovana vysetfeni.
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4.2.1 Krevni obraz a mikroskopicky natér krve
Referenéni meze parametrd Cerveného krevniho obrazu (KO)
dle doporugeni CHS jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Tabulka 1: Referenéni rozmezi parametri KO dle CHS — vék nad 15 let

parametry KO jednotky zeny muzi
?Fc{’;eé)erytmcym 1012/ 3,80-5,20 4,00-5,80
Ezrrfjglgzrneu (Hb) g/ 120-160 135-175
hematokrit

(Heg%o " I 0,35-0,47 0,40-0,50

stfedni objem
erytrocytd (MCV)
stfedni mnozstvi
hemoglobinu v pPg 28-34
erytrocytu (MCH)
stfedni koncentrace
hemoglobinu v gl 320-360
erytrocytech (MCHC)
Sife distribuce
erytrocytd (RDW)

fl 82,0-98,0

% 10,0-15,2

(Doporuéeni Laboratorni sekce CHS, 2015)

4.2.1.1 Vysetieni krevniho obrazu na automatickych analyzatorech
Dnes se jiz vétSina vySetfeni KO provadi na automatickych analyzatorech.
Hlavni vyhodou analyzatort je moznost zpracovani velkého mnozstvi vzorkl za
kratky ¢as. DalSi vyhodou je udrzovani stejnych podminek pro stanoveni, diky
¢emuz je snizen vliv obsluhujiciho pracovnika na vysledek vySetfeni.
Analyzatory na zakladé rdznych principu rozliSuji jednotlivé druhy krevnich
bunék a tyto buriky pocitaji. (Pecka, 2006; Zima, 2013)

Analyzatory nejCastéji pracuji na zakladé nasledujicich principl:
e Impedancni princip
e Opticky princip

a) Impedanéni princip

Krevni buriky jsou nejprve nafedény vhodnym diluentem a nasledné jsou
obtékany stejnosmérnym elektrickym proudem. Bunky jsou pomoci
hydrodynamické fokusace, unaseny jednotlivé za sebou proudem vodivého
roztoku smérem k méfici Stérbiné. Pfi prichodu buriky Stérbinou dochazi ke
zméné odporu prostfedi a vznika impedanéni impuls. Pocet impulsi je
kvantitativni a intenzita impuls( kvalitativni informaci o proslych burkach.
(Pecka, 2010)
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Nevyhodou impedanéniho principu je to, Ze patologie tykajici se velikosti
bunék muze ovlivnit vysledny pocet jednotlivych bunéénych populaci. Tento
princip je vSak vyuzivan nejCastéji. (Pecka, 2006)

b) Opticky princip

Opticka analyza je zalozena na principu pritokové cytometrie. Burky
prochazeji prutokovou kyvetou diky hydrodynamické fokusaci jedna za
druhou. Kazda burika je vystavena paprsku svétla (laseru). Burika zpusobi
zménu optické hustoty a lom svételného paprsku. Detekce pak probiha pod
riznymi uhly. Detekce v pfimém sméru slouzi ke zjisténi poctu bunék,
detekce rozptyleného svétla informuje o jejich dalSich specifickych
vlastnostech. (Pecka, 2006)

Nékteré analyzatory vyuzivaji tzv. pratokové fluorescencni cytometrie, kdy
se burnky nejprve obarvi fluorochromem afinitnim k jejich vitalnim strukturam
a nasledné dochazi Kk jejich separaci podle miry fluorescence a rozptylu
pfimého laserového paprsku, tedy velikosti. (Penka, 2011)

4.2.1.2 Mikroskopické vysSetreni periferni krve
Mikroskopické vysetfeni krve je u anémii dulezité predevsim pro zhodnoceni
morfologie erytrocytld. Soucasti tohoto vySetfeni je i diferencialni rozpocet
leukocytd. (Zima, 2013)

Postup mikroskopického vySetfeni periferni krve zahrnuje tfi ¢asti:
e pfiprava natéru periferni krve
e barveni natéru
¢ vlastni mikroskopické zhodnoceni

a) Priprava natéru periferni krve

Mala kapka plné krve se umisti na stfed podlozniho skla asi 1,5 cm
od jeho uZsSi hrany. Roztiraci sklo je pod ur€itym uhlem posunovano od
stfedu podlozniho skla ke kapce krve, ktera se po dotyku s nim rozprostre
po celé délce jeho hrany. Rovnomérnym tahem roztiraciho skla
po podloznim skle smérem od kapky je krev rozetfena. PFi spravném
provedeni nedosahuji okraje natéru az na hrany podlozniho skla. Dnes jsou
k dispozici natérové automaty, které jsou schopné provést natér krve
a pfipadné i jeho obarveni. (Milkulenkova, 2013)

b) Barveni krevniho natéru
Pfed barvenim je nutné nechat krevni natér dokonale zaschnout. Krevni
natéry se barvi Pappenheimovou metodou (tzv. panoptické barveni), coz je
zakladni barvici metoda vyuzZivana v hematologii. (Milkulenkova, 2013)
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K barveni se pouziva kombinace kyselého barviva (eosin Y), které je
obsazeno v roztoku May-Grinwald a zasaditého barviva (azur B), které je
obsazeno vroztoku Giemsa-Romanowsky. Kyselé barvivo se vaze
na kationtové C¢asti molekul proteind abarvi oranzovoCervené Hb
a eozinofilni granula. Zasadité barvivo se vaze na aniontové €asti molekul
a barvi modro8edé nukleové kyseliny (DNA, RNA), nukleoproteiny, granula
bazofili a sekundarni granula neutrofild. (Milkulenkova, 2013)

c) Hodnoceni krevniho natéru
Mikroskopické hodnoceni obarveného natéru je nutné zacit prehlednym
zhodnocenim natéru pfi zvétdeni 200-400x. PFi tomto zvétSeni je hodnocena
bunécnost, kvalita a obarveni natéru a rozlozeni jadernych bunék. Malé
zvétSeni také slouzi k hledani optimalniho mista pro dalSi hodnoceni, tedy
mista, kde jsou buriky rovhomérné rozprostieny (erytrocyty se neprekryvaiji).
(Matyskova, 2013)

Nasledné je provadéno hodnoceni pfi zvétSeni 1000x. Pfi tomto zvétseni
dochazi k hodnoceni morfologie bunék a ke stanoveni diferencialniho
rozpoCtu leukocytll. Natér je v mikroskopu prohlizen meandrovitym
pohybem objektivu nad podloznim sklem pfes vrstvu imerzniho oleje.
(Matyskova, 2013)

Morfologické odchylky erytrocyti se mohou tykat velikosti, tvaru,
barvitelnosti, pfitomnosti inkluzi v erytrocytech &i ostatnich zmén.

a) Odchylky ve velikosti erytrocytl
e Mikrocyty — velmi malé erytrocyty, jejichz MCV je menSi nez 82 fl
(anémie sideropenické, sideroblastické, nékteré hemoglobinopatie)

e Makrocyty — velké erytrocyty, jejich MCV je vétsSi nez 98 fl
(megaloblastové anémie, MDS)
e Anizocytéza — vice nez 10 % erytrocytd ma nestejnou velikost
(Laboratorni pfirucka OKH IKEM, popis Cervené fady)

b) Odchylky ve tvaru erytrocytu

e Poikilocytéza — smés rliznych tvaru erytrocytd (velmi tézké anémie)

o Sférocyty — mikrocyty, erytrocyty kulovitého tvaru, bez centralniho
projasnéni (vrozena sférocytoza, AIHA)

e Drepanocyty — erytrocyty uzkého mésickovitého az srpkovitého tvaru
(srpkovita anémie)

e Knizocyty — erytrocyty s mustkem Hb pfes centralni projasnéni
(hemolytické anémie, hemoglobinopatie, talasémie)

e Ovalocyty, Eliptocyty — erytrocyty ovalného tvaru (dédi¢na ovalocytoza,
megaloblastova anémie)
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Echinocyty — erytrocyty s pravidelnymi zaoblenymi vybézky, které
pfipominaji bodliny jeZka
Akantocyty — erytrocyty s ostrymi, nepravidelnymi vybézky
(splenektomie, dédi¢na akantocytdza)

Stomatocyty — erytrocyty s centralnim projasnénim ve tvaru Stérbiny
nebo ust (vrozena stomatocytoza, cirhdza jater)

Dakryocyty — erytrocyty tvaru slzy nebo kapky (myeloproliferativni stavy,
pernicidzni anémie, talasémie)

Keratocyty — erytrocyty s jednim, nebo dvéma rohovitymi vybézky
(mikroangiopatickd hemolyticka anémie, akutni posthemoragicka
anémie, enzymopatie)

Schistocyty — fragmenty erytrocytd, ve tvaru helmice &i prasklé vaje¢né
skofapky (mikroangiopatickd hemolyticka anémie, diseminovana
intravaskularni koagulace)

Tercovite erytrocyty — erytrocyty s kondenzovanym Hb uprostfed
centralniho projasnéni (talasemie, hemoglobinopatie)

(Laboratorni pfirucka OKH IKEM, popis Cervené fady; MatySkova, 2013)

c) Odchylky v barvitelnosti erytrocytu

Achromocyty — velmi svétle rdzové erytrocyty, jedna se o obarvené
membrany erytrocytu, ze kterych se Hb vyplavil (t&ézké anémie)
Hypochromie — snizeni Hb v erytrocytech, ty se barvi méné intenzivné
(sideropenické anémie, talasemie, MDS, anémie chronickych nemoci)
Polychromasie — erytrocyty s modravym nebo Sedofialovym nadechem,
diky zbytkové cytoplazmatické RNA (polycytémie, hemolytické anémie)
Anizochromie — nestejny obsah Hb v erytrocytech, ktery vede k jejich
odlisné barvitelnosti (sideropenické a megaloblastové anémie, MDS)
(Laboratorni prirucka OKH IKEM, popis Cervené fady)

d) Inkluze v erytrocytech

Bazofilni te¢kovani — tmavomodra zrna, jedna se o shluky ribozomu
(anémie pfi otravach, téZké infekce, megaloblastové anémie, talasemie)

Howell-Jolyho téliska — purpurova téliska, obsahujici zbytky jadernych
chromozomd, (splenektomie, srpkovita anémie, megaloblastova anémie)
Cabotovy-Schleipovy prstence — fialové Cervena az tmavé Cervena tenka
vlakna, zbytek jaderné membrany erytroblastl (t€zka stadia anémii,
megaloblastové anémie, dyserytropoéza)

Pappenheimerova téliska — Cervenofialova granula obsahujici Zelezo
agregovana s mitochondriemi a ribozomy (tézké formy anémii,
talasemie, splenektomie)

Malaricka plazmodia — prstynkovité uatvary v cytoplazmé erytrocytl
barvici se fialové (Laboratorni pfirucka OKH IKEM, popis Cervené fady)
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e) DalSi morfologické zmény erytrocytl

e Penizkovaténi — erytrocyty se i v tenkych mistech preparatu kladou na
sebe (monoklonalni gamapatie)
e Aglutinace — erytrocyty se seskupuji do shlukt (paroxysmalni chladova
hemoglobinurie, potransfuzni inkompatibilita)
(Laboratorni pfirucka OKH IKEM, popis Cervené fady)

4.2.2 Stanoveni retikulocytu, retikulocytovy index
Retikulocyty jsou poslednim vyvojovym  pfredstupném erytrocytu.
JiZ neobsahuji jadro, ale stale jeSté obsahuji zbytky nukleovych kyselin (RNA).
Nukleové kyseliny jsou ale postupné odstrafiovany plasobenim enzymd,
dle mnozstvi nukleové kyseliny je mozné stanovit stafi retikulocytu. Normalni
hodnoty retikulocytl v periferni krvi jsou: relativni poCet 0,5-2,5 % a absolutni
podet 25-100 x 10%/1. (Doporuéeni Laboratorni sekce CHS, 2015)

Retikulocyty maji vyznam pro posouzeni erytropoetické aktivity kostni
dfené. Snizena tvorba retikulocytu, nebo jejich nedostatek, ukazuje na
neucinnou erytropoézu, napfiklad pfi aplastické anémii nebo infiltraci kostni
dfené nadorovymi burfikami. ZvySeny pocet znaCi kompenzaci vznikajici anémie
na podkladé krevnich ztrat ¢i z dlvodu snizeného prezivani erytrocytd,
kdy dochazi k aktivaci erytropoézy v kostni dfeni. Vzestup retikulocytl také
ukazuje na uspésnou lécbu erytropoetinem, vitaminem B12 pfi 16Ebé pernicidzni
anémie nebo je to znamka reparace kostni dfené po pfechodném utlumu
(imunosuprese, onkologicka |écba), & po jeji uspéSné transplantaci.
(Pecka 2010; Penka, 2011)

4.2.2.1 Stanoveni retikulocyti na automatickych analyzatorech
Pristroj separuje retikulocytarni populaci od jinych bunék obsahujicich RNA
(erytroblasty, leukocyty, trombocyty). Retikulocyty jsou obarveny supravitalnim
barvivem (briliant kresylovou modfFi), fluorescennim barvivem nebo je pouzita
monoklonatni protilatka. (Penka, 2011)

PFi obarveni retikulocytd supravitalnim barvivem se pro stanoveni jejich
poCtu vyuziva analyza proSlého a odrazeného svétla, ktera je dana interakci
prochazejiciho laserového paprsku s obarvenymi precipitaty RNA. Pfi vyuziti
fluorescenéniho barviva se detekuje intenzita fluorescence. Tento princip
detekce byva kombinovan napf. s rozptylem dopadu pfimého laserového
paprsku, kdy dochazi k separaci bunék podle velikosti. (Penka, 2011)

4.2.2.2 Stanoveni retikulocyti mikroskopicky
Mikroskopické stanoveni se dnes jiZ pouziva pouze vyjimecné, v malych
laboratofich nebo pokud neni mozné zméfit hodnoty retikulocytl v analyzatoru
(napfiklad pfi velmi nizkém poctu erytrocytl). (Penka, 2011)
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K mikroskopickému prikazu se stejné jako u nékterych analyzatort vyuziva
supravitalnino barveni (briliant kresylovou modfi). Pfi pouziti bézného
panoptického barveni nejsou RNA struktury viditelné. PIna krev je nejdfive
inkubovana se supravitalnim barvivem a nasledné je z obarvené krve proveden
natér na podlozni sklo. Mikroskopické hodnoceni se provadi pfi zvétSeni
500-1000x stejnym zpusobem jako pfi hodnoceni natéru periferni krve. Pocita
se pocet retikulocytl pripadajicich na 1000 erytrocytl. (Penka, 2011)

4.2.2.3 Retikulocytovy index
Retikulocytovy index (RI) informuje o aktivité dfefiové erytropoézy lépe nez
pouhy pocet retikulocytld. RItedy slouzi k prfesnéjSimu odliSeni anémii se
snizenou produkci dfené nebo s maturacni poruchou (refrakterni anémie)
od anémii se zvysenou proliferaci kostni dfené (hemolytické anémie). Cim je
hodnota RI nizsi, tim je produkce retikulocytt kostni dfeni mensi. Jedna se
o hodnotu vypoctenou podle nasledujiciho vzorce:

hodnota Hb pacienta

RI = pocet retikulocytii - : korek¢ni faktor

normalni hodnota Hb

Tabulka 2: Hodnoty korekéniho faktoru pro vypocet Rl

Hb [g/1] korekéni faktor
>110 1,0
100-110 1,5
70-99 2,0
<70 2,5

Déleni korekénim faktorem je nutné proto, Ze u tézSich anémii jsou do
obvodové krve vyplavovany mladsi retikulocyty, u kterych pfechod ve zraly
erytrocyt trva déle nez jeden den. (Pecka, 2010; Penka, 2011)

4.2.3 Cytologické hodnoceni natéru kostni drené
Cytologické hodnoceni natéru aspiratu kostni dfené je dllezitou soucasti
diagnostiky nékterych zavaznych typa anémii. Souc¢asti hodnoceni je stanoveni
relativniho rozpoc¢tu hematopoetickych bunék (myelogram) a morfologicky popis
hematopoetickych vyvojovych fad a dalSich bunék pfitomnych v kostni dfeni.
(Bulikova, 2016)

Pro vySetfeni se pouziva natér drefiové krve zhotoveny ihned po jeji
aspiraci. Pokud neni mozné kostni drer aspirovat (nej¢astéji z divodu fibrozy),
muUze se pouzit k orientaCnimu cytologickému zhodnoceni otiskovy preparat
trepanobioptického valeCku. Natér dfenové krve se barvi stejné jako bézné
krevni natéry panoptickym barvenim. Pro spravné zhodnoceni preparatu je
vhodné mit k dispozici hodnoty krevniho obrazu, natér periferni krve a také
zakladni informace o pacientovi. (Bulikova, 2016)
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Mikroskopické hodnoceni natéru je nutné vzdy zacit prehlednym
zhodnocenim pfi mensSim zvétSeni (100-400x), dulezité je hodnoceni okrajl
a kone¢nych cipl natéru, kam mohou byt vytlaceny vétsi buriky nebo shluky
patologickych bunék. Pak nasleduje vlastni hodnoceni pfi zvétSeni 1000x.
(Bulikova, 2016)

Hodnoceni pfi mensim zvétSeni slouzi pfedevsim pro zjisténi:

e kvality provedeni a obarveni natéru

e bunécnosti natéru a pfipadné pfimési periferni krve

e pritomnosti, pfipadné morfologie megakaryocytu

e orientacniho zastoupeni jednotlivych vyvojovych fad vcetné jejich
nerovnomeérné distribuce

e pfitomnosti ostravkl erytropoézy

e pritomnosti velkych fyziologickych i patologickych bunék

e pfitomnosti patologickych bunék u tézce hypocelularnich natérd

e UsekU preparatu, kde jsou bunky nalezité rozprostfeny (neprekryvaji se)
a jsou vhodné pro hodnoceni pfi vétSim zvétdeni (Bulikova, 2016)

Pfi zvétSeni 1000x jsou popisovany jednotlivé buriky (morfologicky popis)
a je pocitano jejich zastoupeni (myelogram). K hodnoceni se pfednostné vybira
ta Cast natéru, ve které jsou buriky rovhomérné rozprostieny. U vstupniho
vySetfeni aspiratu kostni diené se doporucuje spocitani 500 jadernych bunék,
u kontrolnich &i hypocelularnich natéri pak alespori 250-300 jadernych bunék.
Natér je v mikroskopu hodnocen stejnym zpusobem, jako natér periferni krve.
(Bulikova, 2016)

4.2.4 Cytochemicka vysetreni

PFi cytochemickém vySetieni je v burikach stanovovana pfitomnost riiznych
latek Ci enzymu na zakladé reakce téchto latek se specifickym Cinidlem. Tyto
metody sloZi k zafazeni atypickych bunék do jednotlivych vyvojovych fad,
ke sledovani metabolismu burky, &i k hodnoceni obsahu a aktivity enzyma
v burice. Cytochemicka vySetfeni se dnes provadéji pouze omezené a jsou
Casto nahrazovana jinymi metodami, nejCasté&ji na imunochemickém principu.
(Penka, 2011; Zima, 2013)

Vlastni vySetfeni se sklada z nasledujicich kroku:

e zhotoveni natéru (srazliva, ¢i nesrazliva krev, natér z aspiratu kostni
dfené)

o fixace natéru (musi byt Setrna, aby nebyla poSkozena struktura
bunék, pfipadné aktivita vySetfovaného enzymu)

e barveni natéru (barveni zakladni slozky, dobarveni jadra, vytvoreni
kontrastniho pozadi)

e hodnoceni natéru (opticky, elektronovy mikroskop) (Pecka, 2010)
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4.2.41 Perslova reakce

Tato reakce slouzi hlavné k prukazu zeleza (Fe) uloZzeného v burikach ve
formé feritinu Ci hemosiderinu. Stanoveni je zalozeno na pusobeni
hexakyanozZeleznatanu draselného na Fe3* ionty v kyselém prostredi.
V pozitivnim pfipadé vznika modré zbarveni nazyvané berlinska (pruska) modfr.
Diky této reakci je mozné hodnotit mnozstvi a rozlozeni Zeleza jak
v erytrocytarnich  prekurzorech (sideroblasty), v cytoplazmé makrofagu
(siderofagy), tak i takzvané extracelularni Zzelezo. (Hochova, 2006)

Za normalnich okolnosti je vSechno Fe nachazejici se v cytoplazmé
erytroblastd vyuzivano k syntéze Hb. Pokud jsou naruSeny mechanizmy
zabudovani Fe do molekuly protoporfyrinu (porucha inkorporace), hromadi se
Zelezo v cytoplazmé ve velkych granulach, nebo se zvySuje pocCet normalné
velkych granul v cytoplazmé erytroblastd. U sideroblastickych anémii jsou
granula zeleza charakteristicky uspofadana v mitochondiich v okoli jadra,
takové bunky se nazyvaji prsténcité sideroblasty. Naopak u sideropenické
anémie je zasoba Zeleza v erytroblastech i v makrofagovych shlucich vyrazné
snizena nebo zcela chybi. Tretim pfipadem poruchy metabolismu Fe je
tzv. porucha utilizace neboli vyuZiti Zeleza, ktera je spojena s chronickymi stavy
nékterych onemocnéni (zanéty, systémova onemocnéni, nadory apod.).
V téchto pfipadech se produkuje ve zvySeném mnozstvi hepcidin, hormon
zodpovédny za regulaci zeleza v organismu. Jeho zvySena produkce zabranuje
uvolnovani Fe ze zasob a jeho pfenosu do erytroblastl. (Penka, 2011)

4.2.4.2 PAS reakce
PAS (periodic acid shiff) reakce se vyuziva k prukazu glykogenu a ostatnich
polysacharidi, monosacharidl, glykoproteini, mukoproteini a dalSich latek.
Reakce je zalozena je zaloZzena na oxidaci téchto latek kyselinou jodistou,
pfi které vznikaji aldehydy a ty reaguji se Schiffovym reagens za vzniku
Cerveného zbarveni. (Hochova, 2006)

PAS reakce neni typicka pouze pro jednu bunécnou linii, ale mize byt
pozitivni pouze pro granulocytarni a megakaryocytarni buriky, nékdy i pro
trombocyty. Pro erytrocyty je tato reakce za normalnich podminek negativni.
Pfi poruSe erytropoézy ale mohou byt néktera vyvojova stadia pozitivni.
(Hochové, 2006; Penka 2011)

4.2.4.3 Stanoveni fetalniho hemoglobinu
U novorozencl tvofi fetalni hemoglobin (HbF) vétSinu Hb v erytrocytu,
nasledné ale jeho mnozZstvi klesa. Normalni zastoupeni HbF v erytrocytu
dospélého je méné nez 2 %. ZvySené mnozstvi HbF se vyskytuje u nékterych
anémii, napriklad sideropenické, megaloblastové, pB-talasémie. (Penka, 2011)
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Stanoveni je zaloZzeno na inkubaci vzorku v kyselém roztoku chloridu
zelezitého s hematoxylinem. Pusobenim tohoto roztoku je HbA z erytrocytu
vyplaven, ale HbF v ném zustava. HbF je poté dobarven eozinem. Vyhodnoceni
se provadi mikroskopicky, hodnoti se pocet erytrocytl obsahujicich HbF (syté
rizové zbarveni) na 1000 erytrocytl. (Penka, 2011)

4.2.5 Funkcni testy
Funkéni testy zjistuji predevSim spravnou funkci erytrocytl, tedy zda jsou
schopny v periferni krvi pfezivat normalni dobu (110-120 dni). Tyto testy se
vyuZivaji hlavné v diagnostice korpuskularnich hemolytickych anémii.

4.2.51 Test osmotické rezistence erytrocytu

Tento test slouzi ke zhodnoceni odolnosti erytrocytarni membrany
v hypotonickém prostfedi. Erytrocytarni membrana je za normalnich okolnosti
pomérné odolna proti zménam osmotické rovnovahy. Za patologickych stavu
ale membrana svoji odolnost ztraci. V hypotonickém prostfedi dochazi
k pfijimani vody erytrocytem z okolniho prostfedi, pokud erytrocyt dosahne
kritického objemu, dojde k poSkozeni membrany a krozpadu bunky.
Ke stanoveni se pouzivaji roztoky chloridu sodného nejcastéji o koncentracich
2,0-9,0 g/l NaCl, s rozdilem koncentrace vzdy 0,2 g/l. V téchto roztocich se po
inkubaci makroskopicky hodnoti hemolyza. (Penka, 2011; Pecka, 2010)

Minimalni hemolyza zacina pfi koncentraci 4,0-4,6 g/l NaCl. Maximalni
hemolyza probéhne pfi koncentraci 3,0-3,4 g/l NaCl. SniZzena osmoticka
rezistence vznika pfi hemolytickych anémiich a vrozené sférocyt6ze. ZvySena
osmoticka rezistence je typicka pro polycytémie a talasémie (Pecka, 2010;
Penka, 2011)

4.2.5.2 Test autohemolyzy

Tento test se nejCastéji vyuziva pro diagnostiku hemolytickych anémii
s poruchou erytrocytarnich enzymG ¢i membrany. VySetfovana krev je
rozdélena na tfi dily, k prvnimu je pfidan pouze fyziologicky roztok, ke druhému
fyziologicky roztok s glukézou a ke tfetimu fyziologicky roztok s ATP (pfipadné
ADP). V8echny zkumavky jsou inkubovany pfi 37 °C po dobu 24 nebo 48 hodin.
Po inkubaci je odecitan stupen hemolyzy. Zdravé erytrocyty hemolyzuji pouze
nepatrné: 0,1-3,5%. (Pecka, 2010; Penka, 2011)

4.2.5.3 Pink test
Timto testem se zjiStuje rezistence erytrocytarni membrany vac¢i hemolyze
v prostfedi mirné kyselého glycerolu (pH 6,6). Po inkubaci je odecten stuper
hemolyzy, normalni hodnoty jsou do 25 %. ZvySena hemolyza je pfedevsim
u dédi¢né sférocytdzy a autoimunitnich hemolytickych anémii. (Pecka, 2010)
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4.2.5.4 Hamuiv a Hartmanntv test

Jedna se o testy slouzici k diagnostice paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie
(PNH). Dnes se jiz tyto testy provadi pouze omezené a jsou nahrazeny jinymi
metodami, pfedevSim prutokovou cytometrii. PNH je onemocnéni zpusobené
mutaci genu koédujiciho syntézu glykosyl-fosfatidyl-inositolu, ktery pouta
k membrané erytrocytu proteiny. V disledku mutace nejsou na erytrocytarni
membrané poutany proteiny chranici pfed lyzou komplementem. (Cermaék,
2010)

HamUv test (test acidorezistence) sleduje odolnost erytrocytd vuci mirné
kyselému prostfedi (pH 6,5-7). Stanoveni se provadi inkubaci erytrocytu
pacienta v krevnim séru okyseleném pomoci HCI. V kyselém prostfedi dochazi
k aktivaci komplementu alternativni cestou. Erytrocyty nemocnych PNH maji
mensi odolnost va&i hemolyze v mirné kyselém prostiedi. (Hrubisko, 1983)

Hartmannuv neboli sacharézovy test zjiStuje odolnost erytrocytt po inkubaci
v sacharidovém roztoku o nizké iontoveé sile (10% roztok sachardzy). Inkubaci
v tomto roztoku dochazi k aktivaci komplementu klasickou cestou. Erytrocyty
pacientt s PNH hemolyzuji rychleji nez erytrocyty zdravych jedincu.
(Hrubisko, 1983)

4.2.5.5 Prakaz nestabilnich hemoglobint
Nestabilita Hb je zplisobena zaménou aminokyselin v globinovém Fetézci.
Nestabilni Hb maji zménénou stabilitu, rozpustnost i funkci. Nestabilni Hb je
mozné stanovit testem tepelné stability, izopropanolovym precipitacnim testem,
pripadné elektroforézou. Pro pfitomnost nestabilniho Hb v erytrocytu je typicky
vyskyt Heinzovych télisek.

Vysetfeni tepelné stability Hb se provadi zahfivanim hemolyzatu erytrocytt
na teplotu 50-65 °C a naslednym ochlazenim v ledové lazni. Nestabilni Hb pfi
zvysSené teploté precipituje. (Pecka, 2010)

Principem izopropanolového precipitacniho testu je plsobeni izopropanolu
na molekulu Hb, coz vede ke snizovani stability vazeb v molekule a k jeji
precipitaci. V 17 % roztoku izopropanolu je pfi 37 °C normaini Hb stabilni po
dobu minimalné 40 minut. K precipitaci nestabilniho Hb dochazi vyrazné drive,
vétSinou po 20 minutach inkubace. (Fabryova, 2015)

Pro prikaz Heinzovych télisek se krev obarvi supravitalnim barvivem
a inkubuje se pfi 37 °C. V urcCitych ¢asovych intervalech se zhotovuji natéry
a hodnoti se pritomnost Heinzovych télisek (denaturovaného Hb), ktera se
v pfitomnosti nestabilnich Hb tvofi rychleji nez u zdravého jedince.
(Hrubisko, 1983)
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4.2.6 Elektroforéza hemoglobinu
Elektroforéza (ELFO) Hb slouzi k diagnostice odchylek v jeho strukture.
Zakladnim principem je rozdilna pohyblivost jednotlivych variant Hb
v elektrickém poli. Rizné zménéné Hb putuji odliSnou rychlosti na zakladé
velikosti jejich naboje. Velikost naboje molekuly je dana zastoupenim
aminokyselin. ELFO Hb muZe byt provadéna rdznymi zplasoby, napfiklad jako
zénova ELFO, kapilarni ELFO nebo jako izoelektricka fokusace. (Penka, 2011)

4.2.6.1 Zoénova elektroforéza

Metoda je zaloZzena na rozdilné pohyblivosti molekul jednotlivych typl Hb
v zavislosti na velikosti jejich zaporného naboje v alkalickém prostfedi. Jako
nosi¢, na kterém je vySetfeni provadéno, se pouziva agarézovy gel nasyceny
pufrem. Po naneseni vzorku je gel umistén do elektrického pole, kde vlivem
elektrického napéti dochazi smérem od katody k anodé k rozdéleni variantnich
Hb. Nasledné je nutna vizualizace barvenim, pfipadné kvantifikace pomoci
denzitometrie. (Fabryova, 2015)

4.2.6.2 Kapilarni elektroforéza
Kapilarni usporadani se od zénoveho liSi prostfedim, ve kterém probiha
déleni. Misto gelu probiha déleni v kapilare, ktera je naplnéna roztokem
elektrolytu. Po naneseni vzorku je na kapilaru vkladano vysoké napéti, které
zpusobi separaci jednotlivych Hb variant. Detekce se provadi nejCastéji
méfenim propustnosti UV zafeni pfes kapilaru na jejim konci. Tato metoda
je nejvhodnéjsi pro kvantitativni stanoveni HbA i HbF. (Fabryova, 2015)

4.2.6.3 lzoelektricka fokusace

Tato metoda se provadi na nosi¢i (gelu nebo kapilafe), ve kterém je
vytvofen gradient pH. Podstatou je zastaveni pohybu variantnich Hb po
dosazeni pH odpovidajiciho jejich izoelektrickému bodu. Molekula
v izoelektrickém bodé nema Zadny naboj, a tak neni pfitahovana ani k anodé
ani ke katodé. Dochazi tak k soustfedovani (fokusaci) jednotlivych
separovanych Hb v bodech odpovidajicich pH jejich izoelektrického bodu.
Metoda ma vysokou separacni u€innost, neni ale pfili§ vhodna pro kvantifikaci.
(Fabryova, 2015)

4.2.7 Chromatografické kvantitativni stanoveni HbA2 a HbF
Principem chromatografického déleni a nasledného stanoveni variantnich
Hb je jejich rozdilné zadrzovani na stacionarni fazi. Intenzita interakce
se stacionarni fazi zavisi hlavné na naboji a velikosti molekuly Hb. (Fabryova,
2015)
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Hemolyzat vzorku zfedény pufrem je nadavkovan do chromatografické
kolony. V koloné je vzorek unasen mobilni fazi vhodného sloZeni a eluc¢ni sily.
Dnes se pouziva predevsim vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC),
kdy vzorek prochazi kapilarni kolonou pod vysokym tlakem. Po prichodu
kolonou jsou rozdélené variantni Hb detekovany spektrofotometricky, nebo
pomoci hmotnostniho spektrometru. (Fabryova, 2015)

HPLC stanoveni se pouziva pfi kvantitativnim stanoveni glykovaného Hb,
HbA>, HbF a dalSich variantnich Hb. Jedna se o jednu z nejvice efektivnich
metod stanoveni Hb variant. Vyhodou je také rychlost stanoveni. (Fabryova,
2015)

4.3 Biochemicka vySetreni
Biochemicka vySetieni krve jsou dulezita pfedevsSim k uréeni prfesné pficiny
anémie, coz je nezbytné nutné k zahajeni spravné a ucinné 1éCby.

4.3.1 Vitamin B12 a kyselina listova
Tyto latky jsou nutné pro spravnou syntézu DNA. V pfipadé jejich
nedostatku dochazi k poSkozeni erytropoézy a ke vzniku megaloblastove
anémie.

Stanoveni hladiny téchto latek v krvi je pro odhaleni pfi€iny anémie velmi
dilezité, ale interpretace vysledkd neni jednoducha. Koncentrace kyseliny
listové v krvi mize byt ovlivnéna hladinou vitaminu Bi2, diky tomu muze
dochazet k faleSnému sniZeni jeji koncentrace. Kratkodobé sniZeni pfijmu
kyseliny listové potravou mulze vést k poklesu jeji koncentrace v krvi, toto
snizeni ale nema vliv na erytropoézu. (Bulikova, 2011)

4.3.2 Bilirubin
VétSina bilirubinu v téle vznika po rozpadu erytrocytd degradaci Hb. Jeho
koncentrace v krvi tedy byva zvySena predevSim u hemolytickych anémii.
Ke zvySeni hladiny bilirubinu dochazi také u megaloblastovych a dysplastickych
anémii v disledku inefektivni erytropoézy.

4.3.3 Metabolismus zeleza

4.3.31 Zelezo
Zelezo (Fe) je stopovy prvek, ktery je sougasti hemové &asti Hb. Fe je
zodpovédné za hlavni funkci erytrocytu, kterou je transport dychacich plyna.
V pfipadé nedostatku Zeleza, €i poruSe jeho metabolismu dochazi k tvorbé
malych a nedostate¢né funkénich erytrocytd. (Zima, 2013)
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SniZena hladina Fe v krvi je ale pro diagnostikovani anémie nedostatecna,
protoze mulze byt ovliviiovana dalSimi vlivy. Snizena koncentrace Fe
se vyskytuje kromé sideropenické anémie napfiklad také u infekci. ZvySena
hladina Fe je typicka pro jaterni poSkozeni, preciézni a hemolytické anémie,
hemochromat6ézy nebo opakované transfuze. Proto je nutné koncentraci Fe
v krvi hodnotit spole€né s dalSimi markery jeho metabolismu. (Zima, 2013)

4.3.3.2 Feritin
Feritin je zasobni bilkovina pro Fe, jeho hladina tedy vyjadfuje mnozstvi
zasob Fe vyuZitelného pro erytropoézu. Feritin je také bilkovinou akutni faze
zanétu, proto, pokud jsou jeho hodnoty zvySené, je nutné zjistit, zda v téle
neprobihd zanét. Ke sniZeni hladiny feritinu dochazi pouze pfi sniZeni
zasobniho Fe. Stanoveni feritinu je proto spolehlivym znakem rozvijejici
se sideropenie. (Racek, 2006; Zima, 2013)

4.3.3.3 Transferin a jeho saturace
Transferin je transportni bilkovina pro Fe, zajiStuje jeho transport krvi a po
navazani na transferinové receptory predava Fe do erytroblasti. Nedostatek Fe
v organismu je spojen se zvySenim hladiny transferinu. Snizena hladina
transferinu je spojena predevSim s nadbytkem Fe v organismu, vyskytuje se
u sekundarnich anémii a pfi poruchach jater. (Racek, 2006; Zima, 2013)

Saturace transferinu udava stupen nasyceni transferinu Fe. Jedna se
o hodnotu vypoctenou dle nasledujiciho vzorce:

koncentrace zeleza v séru

saturace transferinu = - -
koncetrace transferinu v séru

Normalni schopnost transferinu vazat Zelezo je 20-60 %. Pfi poklesu
saturace je prokazan nedostatek Zeleza v organismu. (Zima, 2013)

4.3.3.4 Solubilni transferinové receptory
Stanoveni solubilnich transferinovych receptort (sTfR) je velmi pfesnym
ukazatelem mnozZstvi Fe v téle pacienta. Koncentrace sTfR je pfimo umérna
jejich poCtu na povrSich bunék. Pfi nedostatku Fe dochazi kromé zvySené
syntézy transferinu i ke zvySeni poctu volnych transferinovych receptori na
bunkach. ZvySené hodnoty sTfR jsou také pfi utlumu erytropoézy. Snizené
hodnoty sTfR jsou typické pro vystupfovanou erytropoézu napfiklad pfi

hemolytickych anémiich. (Zima, 2013)
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4.4 Imunohematologicka vysetreni
Imunohemoatologicka  vySetfeni  jsou  stéZejni  pfedevSim  pro
diagnostikovani autoimunitni hemolytické anémie (AIHA) s pfitomnosti
tepelnych a/nebo chladovych protilatek.

Tepelné protilatky patfi vétSinou do skupiny IgG a jsou schopné vazat
komplement. Na povrchu erytrocytl Ize pfitomnost téchto protilatek prokazat
pfimym antiglobulinovym testem (PAT). VoIné tepelné protilatky se urcuji
nepfimym antiglobulinovym testem (NAT). (Raida, 2011)

Chladové protilatky jsou témér vzdy tfidy IgM. Pfi normalni télesné teploté
jsou tyto protilatky uvolnény z vazby na erytrocytarni antigeny. Aktivovany
komplement ale zUstava stale navazany na erytrocyty a mizeme ho prokazat
PAT s antikomplementovym testovacim sérem. Pfipadné je mozné chladové
protilatky prokazat NAT, kdy inkubace probiha pfi nizsi teploté. (Raida, 2011)

Polékové AIHA nelze pomoci imunohematologickych vySetfeni odliSit od
typu zpusobenych tepelnymi protilatkami. Jejich diagnéza je urovana
predev8im empiricky na zakladé ustoupeni hemolyzy po zastaveni podavani
predpokladaného vyvolavajiciho Iéku. (Raida, 2011)

4.41 Pfimy antiglobulinovy test

Pfimy antiglobulinovy test (PAT) se vyuziva k prikazu protilatek, nebo
sloZzek komplementu navazanych na membranu erytrocytu v téle pacienta
(in vivo). V pfipadé zkumavkového provedeni se Kk suspenzi testovanych
krvinek pfida sérum proti lidskému globulinu (SAG), nebo antikomplementové
sérum. Poinkubaci sérum zpusobi aglutinaci erytrocytt, na kterych byla
navazana protilatka ¢i komplement. Dnes jsou jiz pouzivany modernéjsi
a citlivéjsi metody provedeni tohoto testu, princip je ale stale stejny. (Rehadek,
2013; Zima, 2013)

4.4.2 Neprimy antiglobulinovy test

Nepfimy antiglobulinovy test (NAT) slouzi k prikazu protilatek, které volné
koluji v krvi pacienta, tedy nejsou navazany na erytrocyty in vivo.
Pfi zkumavkovém provedeni jsou kséru pacienta pfidany diagnostické
erytrocyty a nasleduje inkubace, pfi které dochazi k vazbé protilatek pfitomnych
v séru pacienta na prfidané erytrocyty. Inkubace muaze probihat pfi riznych
teplotach a diky tomu tento test dokaze prokazat protilatky s riznym teplotnim
optimem. Pokud dojde po pfidani SAG k aglutinaci, jsou prokazany v séru
pacienta volné protilatky. Vyskyt volnych protilatek vétSinou znamena vaznéjsi
stav s déle trvajici hemolyzou a vysokym mnozstvim autoprotilatek. Stejné jako
u PAT je zkumavkova technika nahrazovana novéjSimi metodami se stejnym
nebo podobnym principem. (Rehadéek, 2013; Zima, 2013)
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4.4.3 Donath - Landsteinertiv test
Jedna se test prokazujici bifazickou protilatku zpUsobujici paroxysmalni
chladovou hemoglobinurii. Sérum pacienta je spolu s normalni plazmou, ktera
je zdrojem komplementu, inkubovano spolu s diagnostickymi erytrocyty pfi
teploté 0-4 °C. Pokud po nasledném zahfati na teplotu 37 °C dojde k hemolyze
je pfitomnost bifazické protilatky v séru pacienta prokazana. (Raida, 2011)
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5 Lécba anémii

Lécba anémii je vzdy zavisla na pfesné diagnostice jeji pfiCiny a na
nasledné 1écbé této priciny. U anémii, kde je pfi€inou chybéni latek nezbytné
nutnych pro erytropoézu, je zakladem IéCby jejich substituce. U ostatnich pficin
se vyuziva mnozstvi dalSich postupl jako je napfiklad imunosuprese,
splenektomie, 1éba erytropoetinem, plazmaferéza ¢&i transplantace kostni
dfené. Podavani transfuzi erytrocytarnich pfipravkl se provadi jen pfi velmi
téZkych stavech, kdy je nutno anémii rychle kompenzovat, nebo také pokud
neni mozné anémii uc¢inné lécit. Dlouhodobé podavani erytrocytl ale neni pfilis
vhodné, protoZze kromé rizik imunizace spojenych s kazdou transfuzi muaze
zpusobovat pretizeni organismu zelezem (hemochromatozu).
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6 Makrocytarni anémie

,,Makrocytarni anémie je definovana jako stav, kdy v periferni krvi
nachéazime erytrocyty, jejichZ objem je vetsi nez 98 fl.“ (Pecka, 2006)

6.1 Megaloblastové anémie

Jedna se o typ makrocytarnich anémii s pfitomnosti makrocytt v periferni
krvi a megaloblastovou prestavbou kostni dfené. V kostni dfeni se nachazi
velké abnormalni prekurzory erytrocytll, které se nazyvaji megaloblasty.
Megaloblasty jsou typické opozdénym vyzravanim jadra oproti cytoplazmé
tzv. plazmojadernou asynchronii. Jadro je méné hutné a kompaktni, nez
u odpovidajiciho stadia normailni erytropoézy a cytoplazma je naopak bohatSi
a objemnéjSi. Megaloblastova prestavba kostni dfené se ale netyka pouze
erytropoézy, ale igranulopoézy (abnormalné velké tyCe a metamyelocyty)
a také trombopoézy (hypersegmentované megakaryocyty). Proto v periferni krvi
neni pouze anémie, ale Casto pancytopenie. (Indrak, 2006; Pecka, 2006;
Penka, 2003)

PfiCinou je porucha syntézy DNA vznikla diky nedostatku vitaminu B2
a/nebo kyseliny listové. Tento deficit mize nastat pfi nevhodné skladbé potravy,
pfi podavani nékterych lékd, pfi vyskytu protilatek proti Zalude¢ni sliznici i
vnitfnimu faktoru nebo pfi poruse stfevni sliznice

6.1.1 Anémie z nedostatku vitaminu B12
Vitamin B4 je kofaktorem enzymu homocystein-metyl-transferaza, ktery
katalyzuje pfeménu homocysteinu na metionin. Metionin je nutny
pro biosyntézu purinovych nukleotidl, které jsou soucasti DNA.

Vitamin B12 obsahuji Zivo€isné vyrobky, pfedevSim maso. Jeho vstfebavani
probiha v tenkém stievé. Pro vstfebavani je nezbytné nutny vnitini faktor (IF),
ktery je tvofen burikami zaludecni sliznice. Komplex IF a vitaminu B> se vaze
na specifické receptory vileu, a tak se dostava do krve. Bez vazby na IF
nedojde k interakci vitaminu B2 s receptory a vitamin se do téla nedostane.
(Penka, 2003)

V krvi je vitamin B2 transportovan ve vazbé na bilkovinu transkobaltamin
a dostava se do kostni dfené, pfipadné do jater, kde je ukladan do zasoby.
Jeho zasoba v organismu je pomérné velka, a proto se organismus na
postupné vznikajici anémii dobfe adaptuje. Diky tomu se klinické obtize objevuji
az u nemocnych s velmi vyraznymi poklesy hladiny Hb. (Penka, 2003)
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6.1

6.1

.1.1 Perniciézni anémie

Jedna se o typickou anémii zplUsobenou nedostatkem vitaminu Bi2.
Vitamin se nevstfebava z potravy v dlisledku nedostatku IF a pfitomnosti
autoprotilatek, které vedou k poruSe resorpce. Autoprotilatky mohou branit
vazbé vitaminu B2 nalF, nebo brani vazbé komplexu IF s vitaminem B2
na receptory sliznice ilea a tim zabranuji jeho vstiebani do krve. Casto také
dochazi ke vzniku autoprotilatek namifenych proti bufikdm Zaludecni sliznice,
diky nim se rozviji atroficka gastritida a dochazi tak k poSkozeni bunék tvoficich
IF. (Indrak, 2006; Penka, 2003)

Klinické projevy perniciézni anémie se diky dobré adaptaci organismu
rozvijeji pomalu a manifestuji pomérné pozdé. Mezi specifické pfiznaky patfi
predev8im hubnuti, paleni jazyka, parestezie (mravenceni) koncetin, pocit
slabosti dolnich koncetin, nékdy i prijem a smyslové poruchy. Pfi vyrazném
deficitu vitaminu B12 mUze dojit k rozvoji neuropsychiatrickych pfiznakl jako je
demence, ztrata paméti, neuropatie a dalSi. Mezi typické objektivni priznaky
patfi slamové zbarveni kuze, pfed€asné Sedivéni vlasu, bledy vyhlazeny jazyk
(Hunterova glositida) ¢i ulcerace ustnich koutku. (Indrak, 2006; Penka, 2003)

Anémie je Casto spojena s pancytopenii a nizkou hodnotou retikulocyt.
Erytrocyty jsou velké, jejich MCV je vétSinou nad 120 fl. Mezi typické
morfologické zmény patfi makroovalocytéza, hypersegmentace jader neutrofil(,
Casto se také v erytrocytech nachazeji inkluze (napfiklad Howell-Jollyho
téliska). Kostni dfen je hyperplasticka s megaloblastovou pfestavbou. (Indrak,
2006; Klener, 2003; Pecka, 2006)

.1.2 Ostatni anemie z nedostatku vitaminu B12

a) Anémie z nedostateéného pfijmu vitaminu B12 (nutrini)
Nedostatek vitaminu Bi2 v potravé je pomérné vzacny. Vyskytuje
se pfedevSim u osob stravujicich se alternativnimi zplUsoby, predevSim
u vegetarianu a veganul. Vzniknout maze také pfi velmi zavazné malnutrici.
(Indrak, 2006)

a) Postresekéni megaloblastova anémie

Vznika vlivem nedostatku IF po totalni gastrektomii nebo u vysoké
resekce zaludku. Tvorba IF muzZe byt sniZzena i u pacientd lé€enych pro
obezitu Zalude&nim bypassem. Casto dochazi nejen k deficitu vitaminu Bz,
ale i dalSich latek dulezitych pro krvetvorbu (Zelezo). Dalsi pfiinou je
resekce distalniho ilea, €i jeho choroby. Dochazi ke ztraté velké Casti
receptord pro komplex IF-vitamin Bi> a tento komplex se nevstifebava.
(Indrak, 2006)
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b)

6.1.2

Anémie u primarni malabsorpce (celiakalni sprue)

Asi u tfetiny nemocnych dochazi vlivem zanétlivého poskozeni stfevni
stény k malabsorpci vitaminu B12, kterd je Casto spojena i s poSkozenym
vstfebavanim kyseliny listové a Zeleza. (Indrak, 2006; Klener, 2003)

Anémie u syndromu slepé kli¢ky

Tento syndrom je zplsoben poruchou prichodu stfevniho obsahu
sttevem, diky Cemuz dochazi ke staze stfevniho obsahu. Dochazi pak
k pomnoZeni baterii, které spotfebovavaji velké mnozstvi vitaminu Bio.
VétSinou je nutné podavani antibiotik a nasledné chirurgicky vykon.
(Klener, 2003)

Anémie z nedostatku kyseliny listové
Kyselina listova je substratem pro vznik tetrahydrofolatu, coz je latka nutna

k spravné syntéze purinovych bazi. Kyselina listova je obsazena predevsim
v listové zeleniné, dale také v mase a kvasnicich. Kyselina listova se také
vstfebava v tenkém stfevé. K jejimu vstfebavani neni nutna zadna dalsi latka.
V organismu se tvofi pouze malé zasoby. (Penka, 2001)

Diky tomu, Ze kyselina listova i vitamin B4z jsou latky nezbytné nutné ke

spravné syntéze DNA, neni Casto mozné dle morfologickych znakl rozpoznat,
o deficit jaké latky se jedna. VétsSinou jsou i klinické projevy nedostatku obou
latek jsou podobné. (Klener, 2003; Penka, 2001)

a)

Anémie z nedostateéného pfijmu kyseliny listové (nutriéni)

Anémie zpusobena nedostatkem kyseliny listové v potravé se vyskytuje
velmi vzacné, predevSim u jedincu s jednostrannou stravou, u socialné
zanedbanych osob a u nemocnych s téZkou proteino-kalorickou malnutrici.
(Indrak, 2006)

Anémie ze zvySené spotreby kyseliny listové

ZvySena spotieba kyseliny listové je pfedevSim v téhotenstvi v dusledku
vysokych naroku plodu nebo také v dospivani, vlivem rastu a sou¢asného
nedostatecného pfivodu kyseliny listové. Dale pfi intenzivni hematopoéze,
napfiklad u hemolytickych anémii nebo myeloproliferativnich onemocnéni.
ZvySené naroky na pfisun kyseliny listové jsou u dlouhodobé
hemodialyzovanych pacientli, protoze kyselina listova na rozdil od
vitaminu B12 snadno prochazi pfes dialyzani membranu. (Klener, 2003;
Penka, 2001)

Anémie z malabsorpce kyseliny listové

Vyskytuje se predevSim u zanétlivych postizeni tenkého stfeva
(celiakalni sprue), kdy dochazi k poskozeni resorpCnich schopnosti stfeva.
Casto se vyskytuje spolu s poruchou absorpce vitaminu B1z. (Klener, 2003)
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d) Anémie z poruch metabolismu kyseliny listové
K poruse metabolismu kyseliny listové dochazi pfedevSim pfi
chronickych jaternich onemocnénich, kdy je omezena retenéni schopnost
hepatocytd. Na poSkozeni metabolismu kyseliny listové ma vliv nadmérny
pfijem alkoholu a také podavani nékterych |&Civ. (Klener, 2003)

6.1.3 Anémie z ostatnich pfic¢in
Megaloblastové anémie vznikaji po podani léCiv zasahujicich do syntézy
DNA, jako jsou napfiklad cytostatika, purinove, ¢i pyrimidinové analogy. Mohou
vznikat pfi podavani peroralni antikoncepce. Opakované a dlouhodobé
vystaveni oxidu dusnatému (rajsky plyn) vede také Kk rozvoji akutni
megaloblastové anémie. (Klener, 2003)

Vrozené poruchy vedouci k megaloblastové anémii jsou velmi vzacné
a vyskytuji se pfedevsim v détském véku. Mezi vrozené poruchy patfi napfiklad
dédi¢na orotacidurie nebo Leschuv-Nyhanlv syndrom. (Klener, 2003)

6.2 DalsSi makrocytarni anémie

6.2.1 Autoimunitni hemolyticka anémie

Jedna se o skupinu hemolytickych anémii, u nichz dochazi k hemolyze diky
pfitomnosti protilatek namifenych proti antigenim vlastnich erytrocytu.
Samotna hemolyza probihda po navazani protilatek na erytrocyty
extravaskularné v makrofagovém systému (MS), nebo intravaskularné aktivaci
komplemetu. Autoprotilatky vznikaji jako dUsledek dysregulace mezi
T a B lymfocyty pfi procesu autotolerance, tedy procesu rozpoznavani vlastnich
a cizich antigenu. (Klener, 2003; Pecka, 2006)

Pfi autoimunitni hemolytické anémii (AIHA) vznikd makrocytéza
a polychromazie, v periferni krvi je zvySeny vyskyt retikulocytli, v dusledku
vystupfiované erytropoézy. V séru jsou zvySené koncentrace bilirubinu
avolného Hb. Pro prikaz autoprotilatek se pouziva pfimy a nepfimy
antiglobulinovy test. (Pecka, 2006)

AIHA se déli na:
e AIHA s tepelnymi protilatkami
e Nemoc chladovych aglutinin{
e Paroxysmalni chladova hemoglobinurie
e Polékové AIHA

38



6.2.1.1 AIHA s tepelnymi protilatkami
Jedna se o AIHA charakterizovanou pfitomnostni protilatek reagujicich
optimalné pfi teploté 37°C. Protilatky jsou ve vétSiné pfipada tfidy IgG.
Protilatky vétSinou vazi komplement, ale neni tomu tak ve vSech pfipadech.
Protilatky jsou ¢&asto namifeny predevSim proti antigenim Rh systému,
pfipadné proti antigenim dalSich erytocytarnich systémud. (Pecka, 2006;
Penka, 2001)

PfiCina vzniku primarnich  AIHA vétSinou neni znama, proto
jsou oznacovany jako idiopatické. Sekundarni tepelné AIHA maji za pficinu jiné
onemocnéni, nejCastéji vznikaji pfi lymfoproliferativnich chorobach, pfi
autoimunitnich onemocnénich (systémovy lupus erytromatodes, revmatoidni
artritida), jako nasledek virovych infekci (AIDS, détské virdzy) ¢i pfi nadorovych
onemocnénich (karcinomy tra¢niku, plic). (Indrak, 2006; Pecka, 2006)

ZvySenou erytropoézou v kostni dfeni muze dojit ke kratkodobé kompenzaci
anémie. Dulezity je ale dostatek vSech krvetvornych elementu pro erytropoézu,
predevSim zZeleza. Anémie muze mit rdzny klinicky obraz od chronické
a kompenzované hemolyzy, ktery je nejCastéjSi, az po akutni, Zivot ohrozujici
stavy. Pokud hemolyza postihne vice nez 20 % erytrocytl za den dochazi
vétSinou Kk rozvoji hypoxemického normovolemického 3Soku. (Indrak, 2006;
Penka, 2001)

6.2.1.2 Nemoc chladovych aglutininti (CAD)

Jedna se o typ AIHA s protilatkami, které reaguji pfi teplotach nizSich nez
32°C. Protilatky jsou predevsim tfidy IgM a maji témér vzdy schopnost aktivovat
komplement, i kdyZz nékdy jen CasteCné. NejCastéji se jedna o protilatky anti-i
nebo anti-l. Pokud dojde pouze k ¢asteCné aktivaci komplementu, chladova
protilatka se pfi prichodu erytrocytu vnitinimi (pfedevsSim parenchymat6znimi)
organy téla uvolfiuje. PFi prichodu krve organy totiz dochazi k jejimu zahfati na
vySSi teplotu. Na erytrocytu ale stale zUstava navazana Cap slozka
komplementu, ktera zplsobi vychytavani takto oznacenych erytrocytl v MS.
Chladové protilatky mohou byt v nizkém titru pfitomny i u jinak zdravych
jedincu. (Indrak, 2006; Penka, 2001)

CAD mulzou byt idiopatické, nebo sekundarni. Sekundarni onemocnéni
vznikaji hlavné po infekcich viry a bakteriemi nebo pfi lymfoproliferativnich
chorobach. (Indrak, 2006)

Pribéh CAD je vétSinou mirny, chronicky, C¢asto se zhorSenim
v chladnéjSich mésicich roku. Hlavni pfiznaky jsou zplUsobené aglutinaci
erytrocytt v kapilarach akralnich ¢asti téla (je zde nizSi teplota krve). Dochazi
k cyanéze akralnich &asti, pfedevSim konecku prstl, nosu, usnich boltcu.
Postinfekéni formy jsou vétSinou pfechodné a spontanné odezni. (Indrak, 2006;
Penka, 2001)
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6.2.1.3 Paroxysmalni chladova hemoglobinurie (PCH)

PCH je pomérné vzacné onemocnéni charakterizované vznikem
hemoglobinurie po expozici chladu. Mdze se jednat o PCH primarni
(idiopatickou) nebo se protilatka tvofi jako nasledek infekce. PCH vznika ¢asto
u déti, jako nasledek virové infekce a vétSinou spontanné ustoupi. Méné Casty
je vznik chronické formy po infekci syfilis. (Indrak, 2006; Penka, 2001)

Vznik autoprotilatek neni dodnes zcela objasnén. Hemolyzu zpUsobuje
Donath-Landsteinerova protilatka, coz je chladova bifazicka protilatka typu IgG,
ktera aktivuje komplement. Protilatka je vétSinou namifena proti erytrocytarnimu
antigenu P. Protilatka se vaze na erytrocyty v chladnéjSich ¢astech téla (akralni
Casti), k hemolyze ale dochazi aktivaci komplementu az po otepleni krve
v centralni cirkulaci. (Pecka, 2006; Penka, 2001)

Po expozici pacienta chladem a po nasledném zahrati dochazi ke spusténi
hemolyzy a rozvoji pfiznakl. Zavaznost pfiznaku je zavisla na stupni hemolyzy.
Mezi hlavni pfiznaky patfi horeCka (az 40 °C), bolesti zad a hemoglobinurie.
PFiznaky trvaji nékolik hodin az dnd. (Indrak, 2006; Penka, 2001)

6.2.1.4 Polékové imunitni hemolytické anémie
., Imunitni hemolytické anémie, které jsou zpusobené léky, jsou vysledkem
interakce mezi lékem, protilatkou a erytrocytarni membranou.” (Pecka, 2006)

Mechanismy zodpovédné za polékovou hemolyzu:
e Tvorba imunitnich komplexd (imunokomplexovy typ)
e Adsorpce na povrch erytrocytu (haptenovy typ)
¢ Modifikace membrany erytrocytu (neoantigenovy typ)
¢ Neznamy mechanismus (alfa-metyldopovy typ)

a) Imunokomplexovy typ

Lék vyvola tvorbu protilatky. Protilatka spolu s Iékem a proteiny krevni
plazmy vytvari imunokomplex, ktery je slabé navazan na néktery z antigent
erytrocytarni membrany. Tento imunokomplex aktivuje komplement, coz
vede Kk intravaskularni hemolyze. Protilatka je nejCastéji charakteru IgM,
meéné Casto IgG. Tento mechanismus muaze byt sou€asné namifen i proti
leukocytim a trombocytum. Tento typ polékové AIHA se nachazi u pacientu
l[é€enych chininem, chinidinem, sulfonamidy, antihistaminiky a dalSimi léky.
(Pecka, 2006; Penka, 2001)

b) Haptenovy typ
Lék, nebo jeho metabolit se pevné vaze na membranu erytrocytu, plsobi
pak jako hapten a vede ktvorbé protilatek. Protilatky reaguji s lékem,
cozma za nasledek poskozeni erytrocytu a intravaskularni hemolyzu.
Haptenovy typ polékové AIHA se vyskytuje napfiklad u pacientd l1é€enych
vysokymi davkami penicilinu. (Pecka, 2006; Penka, 2001)
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c) Neoantigenovy typ
Vazbou léku na membranu erytrocytu dojde k vytvofeni nové antigenni
struktury, proti které se organismus brani tvorbou protilatek. Erytrocyty
s témito pro télo cizimi antigeny jsou hemolyzovany. (Pecka, 2006)

d) Alfa-metyldopovy typ
Mechanizmus vzniku AIHA po podavani alfa-metyldopy neni znam.
Pfedpoklada se, Ze tento lék ma vliv na T-lymocyty, které ztraci svoiji
supresorovou regulaéni funkci, coz muize druhotné zpusobovat tvorbu
autoprotilatek B-lymfocyty. Protilatka je charakteru IgG a je namifena proti
pfirozenému antigenu erytrocytld. Jedna se nejCastéjSi typ polékové AIHA.
(Pecka, 2006; Penka, 2001)

6.2.2 Anémie u chronickych jaternich onemocnéni

Anémie se vyskytuje az u 75 % pacientd s jaternimi chorobami. P¥i€ina
vzniku anémie je vétSinou kombinaci vice faktorl, napfiklad zkraceného
prezivani erytrocytl, krevnich ztrat v travicim traktu (GIT), hemodiluce
v dusledku zvySeného objemu cirkulujici plazmy, poruchy metabolismu kyseliny
listové, utlumu erytropoézy, nebo zvySené funkce sleziny. Pfi chronickém
alkoholismu se pfidava tlumivy uc€inek alkoholu na hematopoézu a poruSeni
metabolismu kyseliny listové. UrCeni pfesné pfiCiny anémie je velmi slozité,
pri€iny se velmi Casto pfekryvaji. (Andél, 2001; Indrak, 2006)

VétSinou se jedna o makrocytarni anémii, v pfipadé chronického krvaceni
nebo nedostatku Zeleza se muze jednat o anémii dimorfni. V krevnim natéru
se tedy nachazi makrocyty, u dimorfni anémie spolu s mikrocyty. Dale jsou
v natéru terCovité erytrocyty, akantocyty, vyrazna hypochromie a anizocytéza.
(Andél, 2001; Indrak, 2006)

6.2.3 Anémie pfi hypotyredze

Autoimunitni hypotyre6za se velmi Casto sdruzuje s perniciézni anémii.
U téchto pacientd vznika makrocytarni anémie a v kostni dfeni megaloblastova
pfestavba. PfiCinou anémie je vznik protilatky, ktera poSkozuje jak buriky
Zaludku (tvofi vnitini faktor) &i tenkého stfeva, takibunky Stitné zlazy.
Nedostatek hormona $titné Zlazy také vede ke snizeni produkce erytropoetinu
a tim ke snizZeni erytropoézy. VétSinou pfi hypotyredze také dochazi ke snizeni
objemu cirkulujici plazmy, coZz ma za nasledek maskovani skute¢né intenzity
anémie. (Friedman, 1994)
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6.2.4 Sekundarni sideroblasticka anémie pfi myelodysplastickém
syndromu
Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni, potencionalné maligni
onemocnéni hematopoézy, které vznikda na zakladé poruchy genomu
pluripotentni kmenové buriky. Kmenova burika si zachovava svoji proliferacni
aktivitu, ale diferenciace je defektni. Dochazi tak k inefektivni hematopoéze,
kdy v kostni dfeni vznika morfologicky i funkéné poskozena bunécna populace,
ktera je pfedCasné niCena apoptozou. Diky tomu nedochazi k uvolfiovani
dostateCného mnozstvi krevnich bunék do periferni krve. Vznika rozpor mezi
normocelularni az hypercelularni  kostni dfeni a periferni cytopenii.
(Andél, 2001; Hochova, 2006)

V periferni krvi se cytopenie mulze tykat pouze jedné fady (vétSinou
cervené), muze vznikat i bicytopenie, €i pancytopenie. Zavaznost onemocnéni
spociva predevsim v selhavani krvetvorby a v mozné transformaci do akutni
leukemie. (Andél, 2001; Hochova, 2006)

Sideroblastickd anémie je charakteristickd pfedevSim pro typ MDS
refrakterni anémie s prsténcitymi sideroblasty (RARS). Tento typ MDS je
v periferni krvi charakterizovan makrocytarni, ¢i normocytarni anémii. V natéru
se projevuje anizochromii, anizocytézou a poikilocytézou erytroblasta.
V periferni krvi je méné nez 1 % blastd. V kostni dfeni se vétSinou nachazi
hyperplazie erytroidni fady, s morfologickymi zménami erytroidnich prekurzord
(nepravidelny tvar jadra, vicejadernost, nehomogenni cytoplazma s vakuolami,
inkluze v cytoplazmé). Pocet blastu je v kostni dfeni nizSi nez 5 %, prsténcité
sideroblasty tvofi vice nez 15 % erytroidnich prekurzort. (Hochova, 2006)

Prsténcité sideroblasty jsou erytroidni prekurzory, které maji kolem svého
jadra kruhové v mitochondriich uloZena zrna Zeleza, které je mozné prokazat
cytochemickym barvenim (Perlsovou reakci). Pficina vzniku tohoto onemocnéni
neni zcela objasnéna. (Penka, 2011)

Dfi diagnostice RARS je nutné vylouCit sekundarni pficiny pfitomnosti
prsténCitych  sideroblasti. Prsténcité sideroblasty mohou vznikat pfi
alkoholismu, po expozici toxiny (olovo, benzen), po podavani nékterych léku
(antituberkulotik), po podavani zinku, pfi nedostatku médi. Je také nutné
vylouCit vrozenou sideroblastickou anémii C€i jiné onemocnéni, napriklad
nadorové onemocnéni (myelom, leukémie) nebo hypo &i hyperfunkci Stitné
Zlazy. (Andél, 2001; Penka, 2011)

Klinické projevy RARS souvisi pfedevSim s anémii, ta je vétSinou mirna.
U nékterych pacientd se muze vyskytnout neutropenie, nebo trombocytopenie.
Nemocni s RARS prezivaji 10 let i vice. K pfechodu do akutni leukemie
dochazi asi v 7 % pfipadu. (Andél, 2001; Penka, 2011)
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7.2

Lécba makrocytarnich anémii

a)

Megaloblastové anémie
Z nedostatku vitaminu B4

U vétSiny pripadu stadi pouze dodavani chybéjiciho vitaminu B,
v peroralni nebo Castéji v injekéni formé. Tato IéEba musi vétSinou probihat
po cely Zivot. Pokud by byla |éCba pferuSena, je zde velké riziko
opakovaného rozvoje anémie. U nové diagnostikovanych anémii je IéCba
zahgjena podanim induk¢ni (nasycovaci) davky, kdy po dobu zhruba
jednoho tydne dochazi k podavani velkych davek vitaminu B+2. Potvrzenim
ucinnosti 1éCby je pak retikulocytarni krize (vyrazné zmozeni retikulocytt
v KO), ktera vznika paty az sedmy den po zahgjeni 1éCby. (Indrak, 2006;
Penka, 2011)

Béhem léCby je také nutna kontrola metabolismu Zeleza, jehoz zasoby
se mohou po zahajeni I1éCby vyCerpat. MUze také dojit k odmaskovani skryté
sideropenické anémie a pak je nutné léCbu doplnit peroralnim podavanim
Zeleza. K podavani erytrocytarniho transfuzniho pfipravku dochazi pouze ve
vyjimecnych pfipadech, predevSim pfi vyrazné tkanové hypoxii nebo
nedostatecnosti krevniho obéhu. (Indrak, 2006)

Z nedostatku kyseliny listové

Obvyklou |éCbou je podavani kyseliny listové v tabletdch po dobu
nékolika tydnu. Dlouhodobé podavani vétSinou neni nutné. U téZkych stavd
s nemoznosti peroralniho pfijmu nebo u zavazné malabsorpce je nutné
injekéni podani. Vhodné je také upraveni stravovacich navykd. (Indrak,
2006; Penka, 2011)

Autoimunitni hemolytické anémie

AIHA s tepelnymi protilatkami

Zakladem lécby je podavani kortikoidd s imunosupresivnim ucinkem.
Tato lécba je uCinna zhruba u 80 % pacientl. Vysazeni lIéCby je mozné po
zvySeni Hb nad 100 g/l a poklesu aktivity hemolyzy. Vysazovani ale musi
byt pozvolné a pravidelné monitorované. (Indrak, 2006; Penka, 2001)

V pfipadé selhani 1éCby kortikoidy nebo pfi vyraznych nezZadoucich
uCincich je nutné odebrani sleziny (splenektomie). Mezi dalSi IéCebné
postupy, které maji pouze Ilimitovany ucinek patfi velkoobjemova
plazmaferéza, ¢i podavani vysokych davek intravenézniho imunoglobulinu.
Podavani erytrocytarnich transfuznich pfipravkl se provadi pouze v Zivot
ohrozujicich pfipadech. Transfundované erytrocyty jsou ale také napadany
protilatkami pfijemce, a proto v krevnim obéhu pfezivaji pouze velmi
omezenou dobu. (Indrak, 2006; Penka, 2001)
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7.3

b) Nemoc chladovych aglutinind

Pfi 1écbé je velmi dulezité udrzeni normalni télesné teploty pacienta,
predevSim prevenci expozice chladu. LéCba kortikoidy a splenektomie jsou
pouze malo ucinné. Kratkodobého snizeni titru protilatek muize byt
dosazeno plazmaferézou. Néktefi pacienti reaguji dobfe na imunosupresivni
I[éCbu pomoci cytostatik. Podobné jako u AIHA s tepelnymi protilatkami jsou
transfuze erytrocytd podavany pouze pacientdm v ohrozeni Zivota.
(Indrék, 2006; Penka, 2001)

c) Paroxysmalni chladova hemoglobinurie

Dulezité je zabranit podchlazeni nemocného. Pokud se jedna
o sekundarni PCH je dulezita IéEba primarniho onemocnéni. V pfipadé
tézké anémie je mozno podavat transfuze, jejich podavani je ale
komplikovano nedostatkem erytrocytl specifity pp (bez antigenu P, proti
kterému je namifena protilatka). U tézkych stavi je také moznost
plazmaferézy. (Indrak, 2006; Penka, 2001)

d) Polékové imunitni hemolytické anémie

Po preruSeni podavani Iéku vétSinou dochazi k upraveni stavu
a hemolyticka anémie spontanné vymizi. Tézké, akutni stavy mohou
vyzadovat substituéni lécbu transfuzemi, pfipadné podavani kortikoidu.
(Indrak, 2006; Penka, 2001)

Anémie u chronickych jaternich chorob a hypothyreézy
Hlavni IéCbou téchto sekundarnich anémii je |éCba primarniho onemocnéni.

U hypotyredzy je zaloZzena na substituénim podavanim hormonl. Zavazna
anémie svyznamnymi projevy anemického syndromu vyzaduje transfuzi
erytrocytarnich pfipravku. (Indrak, 2006)

7.4

Sekundarni sideroblasticka anémie pri MDS
Zatim neni znama jednoznacné ucinna terapie. DoporuCuje se podavani

vitaminu B2 a kyseliny listové. U nékterych pacientd muize byt uspésné
podavani erytropoetinu. Jedinou moznosti uplného vyléCeni je alogenni
transplantace kostni dfené. Pokud neni nalezena ucinna terapie nebo neni
mozna transplantace kostni dfené, jsou pacientovi podavany pouze
erytrocytarni transfuze. Dlouhodobé podavani krevnich transfuzi ale muze
zplUsobovat pretizeni organismu Zelezem, tomu je nutné pfedchazet pouzitim
chelatanich latek. (Andél, 2001)
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8 Kazuistiky makrocytarnich anémii

8.1 Kazuistika 1

e Pacientka 76 let

e Asi 4 dny pred pfijetim se pacientka necitila dobfe, je unavend, slaba,
zadychava se pfi chizi, nechutna ji jist, zhubla, nema bolesti na hrudniku.

e |hned po pfijeti bylo provedeno vysSetfeni krevniho obrazu (KO) a nasledné
sternalni punkce kostni diené (KD).

o Vysetieni KO
Tabulka 3: vychozi parametry KO u pacientky 1

Parametr KO hodnota jednotky
RBC 0,57 102/
Hb 23 g/l
HCT 0,072 I/1
MCV 126,2 fl
MCH 40,4 pg
MCHC 0,21 gl
RDW 18,9 %

PLT 2 109/
WBC 2,27 109/
RTC 5 109/1

e VysSetreni natéru periferni krve
PFfi mikroskopickém vySetfeni krevniho natéru byl rozpocet leukocytl
v normé, z morfologickych abnormalit byla nalezena hypersegmentace,
anizocytéza erytrocytll, hypochromie, poikilocytéza, ovalocyty, schistocyty,
polychromazie a bazofini teCkovani (viz obrazky 1 — 5).

el - * ¥ .
Qo % o.. C g)o o" a bJ
- ,, ‘.A P~
b ‘.0 ‘CQS " o © Vo o o
o Q - Oo ("‘ ‘ \.l .
PO O & ?% Y, “oo oy ;\P o
- v - gy -
.. o% p OFR WEE_ oo
o de O . . 0o’ 3‘;} - o 0
PO o o 70 _ o0e >, L4,
N AT Y %5 ¢
0o oS3 =™ )
LY TSR o =
. s O & 3 'S .
” - > o 'o o ,O% ° L
o ¢
5 ) . . v & =
R s W . 3
@ q ‘rQ.o o (), >

. ’ 2" \5 ] O
2> o v
° & s
r 2 ) o &2 a9 o o m’ﬂ
Obrazek 1: makrocytdza, anizo-poikilocytéza (zvé&tSeni 200x)
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Obrazek 2: hypersegmentace Obrazek 3: hypochromie, dakryocyty,
v neutrofilu (zvétSeni 1000x) ovalocyty (zvétSeni 1000x)
—

B o OD N
¥ |

Obrazek 4: polychromazie, bazofilni Obrazek 5: schistocyt (zvétSeni 1000x)
teckovani erytrocytl (zvétSeni 1000x)

(Zdroj: fotoarchiv laboratore IV. interni hematologické kliniky FN HK)

Vysetieni biochemické
Bilirubin 98 pmol/l; LDH 27,86 upkat/l; vitamin B2 <37ng/l; kyselina
listova 4,4 pg/l; pozitivni protilatky proti Zaludeéni sliznici.

Vysetieni KD

Natéry KD byly hypercelularni. Bylo zjisténo, Ze Cervena fada je pocetné
vnormé (33%), ale svyraznou megaloblastovou pfestavbou se znamkami
dyserytropoézy (nehomogenita cytoplazmy, nepravidelné az bizardni tvary
jader erytroblastl, dvoujaderné erytroblasty, bazofilni teCkovani, Howell-Jollyho
téliska).

Myeloidni Ffada je poCetné snizena (51%), je zastoupena vSemi vyvojovymi
stadii, pfitomny velké metamyelocyty a tyCe, bizardni tvary jader, toxické zrnéni,
hypersegmentace, vakuolizace, blasty nejsou zvySeny.

Cytochemickym barvenim na Zelezo byl prokazan €etny vyskyt siderofagu,
poCet sideroblastd byl 66/100, ztoho 7 prsténcitych, bylo pfitomno také
extracelularni zelezo.

Zavér vySetfeni KD: Byla prokazana megaloblasticka prestavba kostni
dfené s vyraznymi dysplastickymi zménami a naznak poruchy inkorporace
Zeleza. V diferencialni diagnostice je na prvnim misté deficit vitaminu B12
(viz obrazky 6 — 10).
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| iagnihentions 20
Obrazek 6: megaloblastova prestavba v KD (zvétSeni 500x)
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Obrazek 7: hypersegmentace, dvoujaderny Obrazek 8: megaloblast ortochromni
polychromni megaloblast s intranuklearnim a polychromni (zvétseni 1000x)
mustkem (zvétSeni 1000x)
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Obrazek 9: giganticka neutrofilni ty¢ Obrazek 10: barveni na zZelezo — naznak
(zvétdeni 1000x) poruchy inkorporace Fe, extracelularni Fe

(zv&t&eni 1000x)

(Zdroj: fotoarchiv laboratore IV. interni hematologické kliniky FN HK)
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o Zavér

Pacientce byl diagnostikovan deficit vitaminu Bi2 a kyseliny listove
(perniciézni anémie). Byla zahajena intramuskularni substituce vitaminu Bio,
diky které doSlo k pozvolné normalizaci stavu.

Tabulka 4: sledovani hodnot KO u pacientky 1

Parametr Hodnoty pfed Hodnoty 2. den po | Hodnoty 5. den po Jednotky
KO zahajenim lécby zah3jeni léCby zahajeni léCby
RBC 0,57 2,33 2,58 102/
Hb 23 78 85 gll
HCT 0,072 0,213 0,252 I/
MCV 126,2 91,4 97,7 fl
MCH 40,4 33,5 32,9 pPg
MCHC 0,21 0,37 0,34 gll
RDW 18,9 19,1 19,0 %
PLT 2 21 17 109/
WBC 2,27 2,21 3,37 109/

8.2 Kazuistika 2

e Pacientka 84 let

e V poslednich 2 tydnech slaba, pfi namaze dusna, chut k jidlu dobra, nema
bolesti na hrudi, palpitace ani synkopy

¢ lhned po pfijeti bylo provedeno vysetfeni KO a nasledné sternalni punkce KD.

e Vysetieni KO
Tabulka 5: vychozi parametry KO u pacientky 2

Parametr KO hodnota jednotky

RBC 1,16 102/I
Hb 46 g/l
HCT 0,137 I/l
MCV 118,1 fl
MCH 39,7 P9
MCHC 0,34 g/l
RDW 21,4 %

PLT 111 109/

WBC 4,21 109/
RTC 0,011 %o
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e Vysetieni natéru periferni krve
PFfi mikroskopickém vySetfeni krevniho natéru byl v rozpoctu leukocytu
posun doleva az Kk blastim, zanomalii byla pfitomna, hypogranulace,
anizocytéza erytrocytl, anizochromie, poikylocytéza, ovalocyty a slzovité
erytrocyty (viz obrazky 11 — 13).

Obrazek 11: hypogranulace v neutrofilech, bazofil, anizocytéza erytrocytli, polychromazie
(zvétSeni 500x)

Obrazek 12: anizocytdza, anizochromie, dakryocyty, ovalocyty (zvétSeni 200x)
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Obrazek 13: myeloblast, hypogranularni myelocyt, monocyt (zvétSeni 1000x)

(Zdroj: fotoarchiv laboratofe V. interni hematologické kliniky FN HK)

Biochemické vysetieni
Bilirubin 10 pmol/l; LDH 3,3 pkat/l; vitamin B12 540 ng/l; kys. listova 2,6 pg/l.

Vysetireni KD

Natéry KD byly hypercelularni. Bylo zjisténo, ze Cervena fada je pocCetné
snizena (7%), normoblasticka se znamkami dyserytropoézy v 18% elementl
(zneokrouhlena jadra, misty nehomogenita cytoplazmy, pyknotické jadro,
Howell-Jollyho télisko, zastiZzeny dvoujaderné erytroblasty).

Myeloidni fada je bohatd (88%) zastoupena vSemi vyvojovymi stadii
s vyraznymi dysplastickymi zménami v 90% elementd. Zfetelna agranularita
neutrofild, asynchronie zrani cytoplazmy a jadra, pelgeroidni charakter
jaderného chromatinu, misty drobna vakuolizace, zastiZzeny dvoujaderné
segmenty. Blasty jsou mirné nad normou (4,8%). Auerovy tyCe nezastizeny.

Cytochemickym barvenim na Zelezo byl prokazan bohaty vyskyt siderofagu,
pocet sideroblastl byl 86/100 s Cetnymi hrubymi zrny, z toho 22 prsténcitych,
ojedinéle pfitomno extracelularni zelezo.

Zavér vySetieni KD: Byly zjiStény dysplastické zmény ve vSech vyvojovych
fadach. Z cytologického hlediska stav odpovidd MDS podtyp refrakterni
cytopenie s multilinearni dysplazii a prsténcitymi sideroblasty (RCMD-RS), pro
presné urCeni diagndzy je nutno vyckat vysledkl dalSich vySetfeni predevSim
histologie a cytogenetiky (viz obrazky 14 — 18).
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Obrazek 15: agranularni formy neutrofild, Obrazek 16: mikromegakaryocyt,
pelgeroidni formy zralych granulocytd, myeloblast, promyelocyt, hypogranularni tyc,
nehomogenita cytoplazmy u ortochromniho lymfocyt (zvétSeni 1000x)

makroblastu (zvétSeni 1000x)

Obrazek 18: barveni na zelezo - prsténcity
bohaty na Fe (zvétSeni 1000x) sideroblast (zvétSeni 1000x)

(Zdroj: fotoarchiv laboratore IV. interni hematologické kliniky FN HK)
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o Zavér
Pacientce byl cytologicky potvrzen obraz MDS typu RCMD-RS (pfitomnost
4,8% blastl v KD), Auerovy tyCe nebyly zastizeny. Dale byla zjiSténa sniZzena
hladina kyseliny listové. Pacientce byla, vzhledem k véku, nasazena substitu¢ni
a symptomaticka lé€ba. Bylo doporuceno dalsi sledovani stavu v hematologické
poradné.

Tabulka 6: sledovani hodnot KO u pacientky 2

Parametr Hodnoty pfed Hodnoty 2. den po | Hodnoty 22. den Jednotky
KO zahajenim lécby zahajeni lécby po zahajeni |éCby

RBC 1,16 2,25 2,41 102/l
Hb 46 74 78 g/l
HCT 0,137 0,222 0,240 I/
MCV 118,1 98,7 99,6 fl
MCH 39,7 32,9 32,4 pg
MCHC 0,34 0,33 0,33 gll
RDW 214 26,5 22,6 %

PLT 111 103 142 109/1

WBC 4,21 4,47 4,00 109/1
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9 Diskuze a zaveéer

V této praci jsme se nejprve vénovali zakladnim informacim o anémiich, jejich
klinickych pfiznacich a jejich etiopatogenezi. Poté jsme se zaméfili na laboratorni
diagnostiku makrocytarnich anémii, shrnuli jsme vétSinu metod vyuzivanych
k diagnostice tohoto typu anémii. V dalSi ¢asti prace jsme blize pfibliZily pFiCiny
a moznosti 1écby makrocytarnich anémii. Na konci prace jsme na dvou
kazuistikach prezentovali diferencialni diagnostiku a odliSny pfistup k [éCbé
pacientd s makrocytarni anémii.

V prvni kazuistice je pod obrazem pancytopenie a makrocytarni anémie popsan
pribéh anémie z nedostatku vitaminu B12 a kyseliny listové, kdy se po substituCni
vitaminové terapii hodnoty KO u pacientky velmi rychle normalizovaly. Ve druhém
pfipadé se jedna o klonalni onemocnéni hematopoetické kmenové buriky,
tzv. myelodysplasticky syndrom. V tomto pfipadé jde o zavaznou hematologickou
malignitu, ktera vzhledem k véku pacientky nemohla byt adekvatné Ié€ena. Jedna
se o dva prognosticky diametralné odliSné stavy, které maji prakticky stejny vstupni
nalez v KO.

Diagnostika anémii byva Casto podcenovana, pfitom v nékterych pfipadech se
GIT & MDS. Etiopatogeneze anémii je pestra. Mize se jednat o stavy vrozené,
ziskané, primarni &i vzniklé na sekundarnim podkladé. Casto jiz z odbéru periferni
krve a vySetfenim zakladnich hematologickych a biochemickych parametri Ize
specifikovat plvod anémie a pacienta zacit adekvatné I&cit.

Nikdy v8ak neni mozné stanovit diagnézu pouze z hematologického vySetfeni,
diagnostika anémie musi byt komplexni. V diferencialni diagnostice anémie je vzdy
dilezité zhodnoceni celkového stavu pacienta. Do ur€eni spravné diagnozy je
nutné zahrnout také rodinnou anamnézu, zhodnoceni klinickych pfiznakd, jak
subjektivnich, tak i objektivnich, pfipadné vyuzit zobrazovaci metody i dalSi
lekarfska vySetfeni. Proto je vhodné, aby na urCeni diagndzy spolupracovalo vice
odbornikd se znalostmi z riznych lékarskych i laboratornich obor(. Pouze pfesné
uréeni plivodu anémie umozni zvolit vhodnou a cilenou IéCbu.

VSechna vySetfeni uvedena v této praci jsou v soucasnosti laboratofemi bézné
nabizena a provadéna. K nékterym vySetfenim ale jiz existuji alternativni metody,
které jsou z laboratorniho hlediska vhodnéjsi a také klinicky pfinosnéjsi. V dnesni
dobé se jiz upousti od vyuzivani pfedevSim kvalitativnich funkénich metod, které
jsou nahrazovany presnéjSim vySetfenim na pristrojich. Pfikladem je Hamu(v nebo
Hartmanuv test, které nahradila metoda prutokové cytometrie. Dnes jsou také pro
vétSi objektivitu upfednostiiovany metody hodnocené pomoci pfistroji pied
metodami hodnocenymi subjektivné laboratornim pracovnikem. ZkuSenosti
a znalosti laboratornich pracovnikl jsou vSak stale nezbytné pro mikroskopické
zhodnoceni morfologickych abnormalit patologickych vzorka.
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V posledni dobé dochazi k vyraznému rozvoji metod molekularni genetiky, které
ale maji v diagnostice makrocytarnich anémii pouze omezené vyuZiti.

Tato prace by méla byt shrnutim souCasnych znalosti tykajicich se
makrocytarnich anémii a jejich laboratorni diagnostiky. Informace v praci uvedené
mohou byt uzite€né jak pro studenty a nelékaiské zdravotnické pracovniky, ktefi se
o problematiku makrocytarnich anémii zajimaji, tak do urcité miry i pro pacienty
trpicimi témito typy anémii.
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10 Pouzité zkratky

ACD
ADP
AIDS

AIHA
AS
ATP
CAD
CHS

DNA
EDTA
ELFO
Fe

FN HK
GIT
HA
Hb
HbF
HCT
HPLC

IF
KsEDTA
KD

KO

LDH
MCH

MCHC

MCV

MDS

MS

NAT

OKH IKEM

PAS
PAT
PCH
PNH

anémie chronickych onemocnéni (anemia of chronic diseases)
adenosindifosfat

syndrom ziskaného selhani imunity (acquired immune deficiency
syndrome)

autoimunitni hemolyticka anémie

anemicky syndrom

adenosintrifosfat

nemoc chladovych aglutinint (cold agglutinin disease)

Ceska hematologicka spole¢nost Ceské |ékafské spoleénosti Jana
Evangelisty Purkyné

deoxyribonukleova kyselina

ethylendiamintetraoctova kyselina

elektroforéza

Zelezo

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

gastro-intestinalni trakt

hemolytické anémie

hemoglobin

fetalni hemoglobin

hematokrit

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

vnitini faktor (intrinsic factor)

draselna sl kyseliny ethylendiamintetraoctove

kostni dren

krevni obraz

laktatdehydrogenaza

prumérné mnozstvi hemoglobinu v erytrocytech (mean corpuscular
hemoglobin)

primérna  koncentrace  hemoglobinu
corpuscular hemoglobin concentration)
stfedni objem erytrocytl (mean corpuscular volume)
myelodysplasticky syndrom

makrofagovy systém

nepfimy antiglobulinovy test

Oddéleni klinické hematologie Institutu klinické a experimentalni
mediciny

periodic acid shiff

pfimy antiglobulinovy test

paroxysmalni chladova hemoglobinurie

paroxysmailni no¢ni hemoglobinurie

v erytrocytech  (mean
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PLT
RARS

RBC
RCMD-RS

RDW
RI
RET
RNA
SAG
sTfR
WBC

pocet trombocytu (platelets)

refrakterni anémie s prsténcitymi sideroblasty (refractory anaemia

with ring sideroblasts)

pocet erytrocytu (red blood cells)

refrakterni cytopenie s multilinearni dysplazii a prsténcitymi

sideroblasty

distribu¢ni Sife erytrocytl (red cell distribution width)
retikulocytovy index

pocet retikulocytu

ribonukleova kyselina

sérum proti lidskému globulinu (serum anti-globulinum)

solubilni transferinovy receptor

pocet leukocytl (white blood cells)
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