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Vysetrovani anemii



Sledovani vysetreni

Hodnotit:

» hloubku anémie v KO
v pocetni zmény WBC i PLT

» morfologické zmény erytrocytu v periferni krvi (barevné, tvarové, inkluze)
v" morfologické zmény WBC i PLT v celém natéru

» morfologické a mnozstevni zmeény erytrocytarni populace v KD
v" morfologické zmény i leukocytarni populace a MGK

» komplexné vysledek celého KO a nalez v KD: muze se jednat o prvni
priznaky nadoroveho onemocnéni

» souvislost se specialnimi vysetfenimi



Vysetreni retikulocyti

» retikulocyty ‘59 ov"c
v" pfitomné RNA - schopnost tvorby HGB (analyza HGB v Retic) p 0o °0 q
v" odrazi schopnost KD produkovat RBC 0 ooe.“a
v" béhem 1 — 2 dn( dospiva Retic ve zraly erytrocyt ) (o1

v P pocCet Retic - aktivace KD (zvysovdni IRF)
v pocet Retic = Utlum KD (snizovéni IRF)
» mikroskopicky

v" supravitalni barveni RNA v bunéénych organelach
(ribozomy, endoplazmatické retikulum)

» analyzatorem

v" analyza proslého a odrazeného svétla:
probiha na precipitovanych sitovych strukturach RNA

v" analyza fluorescence:
vldkna RNA jsou obarvena fluorescenc¢nimi barvami



Cytochemicke vysetreni zasobniho Zeleza

» Zasobni zelezo Fe3*: feritin, hemosiderin

» Princip vysetreni:
(Fe3*) + ferrokyanid draselnym - K,[Fe(CN)] + HCI
— barevny komplex = berlinska (pruska) modf - Fe,[Fe(CN)];

» Hodnoceni:
v’ ve 100 NRBC

v' zelenomodra granula v:

o erytrocytech (siderocyty), NRBC (sideroblasty), NRBC okolo 2/3 jadra (prstenute sideroblasty),
makrofazich (siderofagy), extracelularné oy o T

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

» Klinicky vyznam:
v" snizeni hodnoty:
o sideropenické anémie
» zvySené hodnoty:
o sideroblastické (pritomné prstencité sideroblasty)

o hemolytické anémie, megaloblastové anémie S _
o MDS, leukémie SRR W




Zakladni vysetreni pro hemolytické anémie

» Obecné testy:
v volm'/ hemoglobin Vv pIazmé (zakladni metodika pro vysetfovadni intravaskularni hemolyzy)
v osmoticka rezistence
v’ test autohemolyzy
v" hemosiderin v modi

» Testy na prukaz abnormalnich hemoglobin(

v hemoglobin F
v hemoglobin A2
v" elektroforéza hemoglobinu

» Testy na prukaz nedostatku enzymi
v" Heinzova téliska
v' glukdzo-6-fosfatdehydrogenaza
v" pyruvatkinaza



Obecné testy

» stanoveni volného HGB v plazmé

V' Princip - spektrofotometricky:
oxidace HGB (Fe?*) - methemoglobin (Fe3*) + KCN = barevny komplex - hemiglobinkyanid.

> vydetfeni osmotické rezistence 'ﬁ 1 q i B

V" Princip - makroskopicky:
stanoveni odolnosti RBC v rlizné koncentrovanych '
hypotonickych roztocich NaCI (fyziologického r.).

Hypertonic Hypotonic r"_'j ‘ﬂ'!; |!
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» test autohemolyzy

V' Princip - spektrofotometricky:
sledovani hemolyzy RBC v prostredi:
o fyziologického roztoku
o fyziologického roztoku s glukézou
o fyziologického roztoku s ATP.

» vySetfeni hemosiderinu v moci
V" Princip - mikrosopicky:
Fe3* v hemosiderinu + HCl + K,[Fe(CN)]
—>krystalky - berlinska (pruskd) modr - Fe,[Fe(CN)4],




Testy na prukaz abnormadlnich hemoglobinti

» hemoglobin F
V" Princip - mikroskopicky:
Inkubace nafixovanych prepardti v kyselém prostredi (pH 3,3).
HGB A je z erytrocytu vyplaven. o
HGB F je vici prostredi rezistentni, v erytrocytech zustdva.
v" Hodnoceni — [%] :
novorozenci (50-90%), vék<2 roky (0-4%), vék>2 roky (0-4%) o
» hemoglobin A2
v" Princip - chromatograficky:
Na pozitivné nabité cdstice pryskyrice se se navadzi negativné nabité cdsti HGB,
jednotlivé frakce HGB se vymyvaji pufrem, 1. frakce je s HGB A2, 2. frakce je s HGB S.

v Hodnoceni:
Podily jednotlivych frakci HGB se stanovuji spektrofotometricky.

lmobilni faze l l
(elucni ¢inidlo)

postupna eluce frakci

leiuét l_] U
» elektroforéza hemoglobinu
v Princip:

V elektrickém poli a zdsaditém prostredi se hemoglobiny pohybuji rtizné rychle, na zdakladé
velikosti negativniho ndboje globinového retézce, v zavislosti na pritomnych aminokyselinach.
Negativné nabité molekuly HGB se pohybuji k anodé (+).
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Testy na prukaz nedostatku enzymii

> Heinzova téliska

V" Princip - mikroskopicky:
Heinzova téliska zndzorrniuji vysrazeny degenerovany hemoglobin v pripadé, zZe glykolytické
enzymy erytrocytu nejsou schopny zabrdnit oxidaci hemoglobinové molekuly. Precipitdty se
jevi jako ovdlna téliska v erytrocytech. Objevuji se tésné u bunécné membrdny, ke které
pfiléhaji, barvi se supravitdlné brillantcresylovou modri primo nebo po inkubaci s
acetylfenylhydrazinem.

! . 7 Retic

.'7 Heinz. tél. v ery
L]

» glukdzo-6-fosfat dehydrogenaza (G-6-PDH)

V' Princip - spektrofotometricky:
Kinetické méreni aktivity enzymu v UV oblasti. G-6PDH se podili na redukci NADP* na NADPH
(nikotinamid adenin dinukleotid fosfat), narust NADPH je primo umérna aktivité G-6-PDH.

» pyruvatkinaza

V" Princip - spektrofotometricky:
Kinetické méreni aktivity enzymu v UV oblasti. V pritomnosti pyruvdtkindzy dochazi pri
katalytické reakci ke spotrebé NADPH, jejiz pokles je nepfimo umérné aktivité pyruvatkinazy.
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Cytomorfologicka vysetreni krevnich
bunek v souvislocti s onkologickou
hematologii



Sledovani vysetreni

Hodnotit:
» cely krevni obraz
v pocetni zmény WBC, RBC, PLT, pfistrojova hlaseni
» morfologické zmény v periferni krvi
v" WBC spolu s diferencialnim rozpo¢tem, RBC, PLT
» morfologické a mnozstevni zmény v kostni dreni
v"u leukocytarni, erytrocytarni a trombocytarni populace, véetné MGK
» cytochemicka vysetreni

pocCet blastl pro diagnostiku akutni leukémie:
= dle WHO klasifikace > 20%



Priklady morfologickych abnormalit u akutnich lymfoblastickych leukémii

Déleni dle FAB klasifikace

> ALL-1L1
v morfologické ndlezy:
o mensi blastické buriky
o vysoky N/C (nukleo-cytoplazmaticky) pomér
o jemnéjsi chromatin
O nejasnd jadérka

» ALL-1L2
v morfologické ndlezy:
o vétsi, casto polymorfni blastické bunky
o bohatsi cytoplazma
o jasnd jadérka

> ALL-L3
v morfologické ndlezy:
o velké bunky
o bazofilni cytoplazma
o vakuolizace (Burkittiv lymfom)




Priklady morfologickych abnormalit u akutnich myeloblastickych leukémii

Déleni dle FAB klasifikace

» AML - MO
v morfologické ndlezy:

o AML s minimdlnimi znaky myeloidni diferenciace
o agranuldrni blasty

» AML-M1
v morfologické ndlezy:
o AML bez vyzrdavani

o blasty > 90% z nonerytroidni rady
o Auerovy tyce

» AML-M2
v morfologické ndlezy:
o AML s vyzravanim
o blasty 20 — 90 % z nonerytroidni rady
o podil monoctdrnich burnék <20%
o Auerovy tyce



Priklady morfologickych abnormalit u akutnich myeloblastickych leukémii

Déleni dle FAB klasifikace
> AML-M3

v morfologické ndlezy:
o AML - promyelocytdrni

o do nddorové populace bunék zahrnovdny
blasty i abnormdlni promyelocyty
= typ M3 — hypergranuldrni
Auerovy tyce, snopce Auerovych tyci
= typ M3 —variantni
dvoulalocnatd, mnoholalocnatd jadra
aZ agranulace cytoplazmy, ovdlné inkluze, Auerovy tyc”e_

» AML-M4

v morfologické ndlezy:

o AML - myelomonoctadrni

o vétsina blast( z nonerytroidni fady
o podil monoctdrnich bunék > 20%

o v KO byvd monocytéza

» AML-M5

v" morfologické ndlezy:
o AML - monocytdrni

= typ M5A
monoblasty, méné granulace, vakuolizace
= typ M5B

vice promonocyti, monocyti
o podil monocytdrni populace > 80%



https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjJx9arp4bMAhUB0hoKHZeyBs8QjRwIBw&url=https://allaboutblood.com/2012/05/30/faggot-cells-6/&psig=AFQjCNGDo5765yQZrgu8B0TL8wHVIpZOTQ&ust=1460454476768082

Priklady morfologickych abnormalit u akutnich myeloblastickych leukémii

Déleni dle FAB klasifikace

» AML - M6
v morfologické ndlezy:
o erytroleukémie

o erytroblasty (proerytroblasty + NRBC) > 50% ze vsech jadernych bunék
o myeloblasty > 20% (mohou byt Auerovy tyce)
0

dyspldzie v erytrocytdrni radé (Clenita jadra, karyorexe v1’cejaderné NRBC, vakuolizace, megaloblasty

“

'O s =
» AML - M7

v morfologické ndlezy:
o megakaryocytarni leukémie
o blasty vétsinou megakaryoblasty
o dysplatické zmény MGK




Perinuklearni projasnéni

Golgiho zdna (ndvaznost na endoplazmatické retikulum)

Blasts woslrb
Promyelocyte o myelocyte

Agranular  Granular

o
« Basophilic * Azurophilic o Azyrophilic Azurophilic

cytoplasm granulation granulation+ granulation
* Fine + Absence of  « Glearly et

chromatin Golgi zone visible Golgi
* Nucleoli zone




Priklady morfologickych abnormalit u lymfoproliferativnich onemocnéni

» zdkladni ndlezy
V' zmény v poétu WBC (sniZeni, normdlni poéet, zvyseni — dle typu onemocnéi aZ nad 100x10°/I i pfes 500x10°/I)
v lymfoctdza
v’ reaktivni LY, atypické LY (atypie jadra a cytoplazmy), mladsi lymfocyty, hold jddra (jaderné/Gumprechtovy stiny)
» morfologické abnormality
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D - Priklady morfologickych abnormalit u myeloproliferativnich onemocnéni

» zdkladni ndlezy
V' zvyseny poéet WBC ( éasto aZ 100x i vice), zvyseny pocet PLT (mozZny extrémni pocet aZ k 1000x10°/I)
v' mozZné morfologické ndlezy v ndvaznosti na typ onemocnéni:

o neutrofilie a mladsi vyvojova stddia (myelocyty, metamyelocyty), bazofilie, miZe byt eozinofilie,
moZnd pritomnost rtizného podilu blast(, v KD hyperplazii granulocytdrnich rad
o NRBC v periferni krvi, sledovat morfologické odchylky RBC (slzickovité RBC)
o patologickd morfologie PLT, i gigantické PLT, v KD zmnoZené dysplatické MGK, hold jadra MGK v periferii

» morfologické abnormality

.

holé jadro MGK
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Laboratorni nalezy u myelodysplastického syndromu

» zdkladni ndlezy v periferni krvi

v’ erytrocyty:
anémie, I"RDW, polychromadzie, poikilocytoza, inkluze v RBC, dyspldzie NRBC, {, RETIC
v’ leukocyty:
obvykle {, NE, hypo/hyper(>5segmentii) - segmentace NE, pseudo-Pelgerova-Huétova anomdlie,
hypo/hyper/nerovnomérnd-granulace NE, vakuolizace NE, evt. pretrvdvajici bazofilie cytoplazmy NE,
abnormdlni mono/promonocyty
v trombocyty:
vetsinou {, PLT, INPDW, makro PLT, hypogranuldrni PLT, fragmenty cytoplazmy MGK, mikro MGK, jadra MGK
» zdkladni ndlezy v kostni dreni
v’ dyserytropoéza:
podobné dysplatické zmény jako v PK, ddle:
o jadro: mezijaderné mustky, karyorexe, vicejadernost, megaloidni rysy, zneokrouhleni jadra
o cytoplazma: vakuolizace, nerovnomérnd barvitelnost
v dysgranulopoéza:
podobné dysplatické zmény jako v PK, ddle:
o asynchronie vyzrdvdni jadra a cytoplazmy, Auerovy tyce, pseudo-Chediakova-Higashiho granula
v dysmegakaryopoéza:
o mikro/obrovské MGK, hypo/hyper - lobularizace MGK, vicejaderné MGK, vakuolozace, hypogranulace MGK

/

s Sledovat:

= charakter dysplazie pro rozliSeni typu MDS
= pocet blasti v PK a KD
= cytopenie v KO (bez dysplastickych zmén by neméla byt ndvaznost na diagnostiku MDS)



Priklady morfologickych abnormalit u myelodysplastického syndromu
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Cytochemicka vysetreni

hodnoceni -mikroskopicky:
negativni (0) az pocet (+)
intenzita zbarveni je umerna
mnoZstvi enzymu (glykogenu,
lipidtr)

e

Cytocemicka barveni:

» neutrofilni alkalickd fosfatdza

» myeloeroxiddza

chloracetatesterdza
sudanovou cerni

» PAS (Periodic Acid — Schiff)
» nespecifickd esterdza (s blokddou fluoridem sodnym)
» kysld fosfatdza (s rezistenci na kyselinu L-vinnou)
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Cytochemicka vysetreni

» neutrifilni alkalicka fosfataza
v hodnoceni: v periferni krvi, neutrofilni tyée a segmenty
V" klinicky vyznam: |ALP u chronické myeIOIdn/ Ieukem/e 1ALP u chronické neutrofilni leukémie

) 00 @
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> myeloperoxidaza

v hodnoceni: v primarni granulaci NE, EO, MO (mnozstvi enzymu se zvysuje s vyzravanim bunék),
lymfocyty jsou vzdy negativni, sledovani pfitomnosti Auerovych tyci

v kl/n/cky vyznam rozliseni my%),tg{aastlcke nebo monob/astlcke Ieukemle od |/ mfi)blastlcke

> PAS

v hodnoceni: typ pozitivity (difizni, jemné nebo hrubé pozitivni granula)
o fyziologicka: myel.buriky (difizni), monocytarniburiky (jemna granula),
lymfocyty (mohou byt vyraznéjsi granula), NRBC (negativni)
o patologicka: LY u CLL (vétSinou vyrazna granularni pozitivita), lymfoblasty u ALL (vétSinou pozitivni),
NRBC hrubozrna pozitivita

v Klinicky vyznam: leukémie, MDS, anémie N 1 A




Cytochemicka vysetreni

» nespecificka esteraza s blokadou fluoridem sodnym
v’ princip: enzym reaguje se substratem nebo je reakce blokovana NaF (soucasné barveni dvou néatért)

v hodnoceni:
o po inkubaci bez blokady: myeloidni buriky a lymfocyty pozitivni (0/+), monocyty (+/+++)

o po inkubaci s NaF: pozitivita u myeloidnich bunék a lymfocyt( stejna nebo jen lehce zeslabena, u monocytu
zeslabeni (0/+)

V' Kklinicky vyznam: k prL?kazq AML M4 a AML M5
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> kysela fosfataza s rezistenci na kyselinu L{vinnou
v’ princip: enzym reaguje se substratem nebo je reakce blokovana kyselinou L-vinnou,
pokud je v burice pritomen isoenzym -5, potom je reakce na kyselinu L-vinnou
rezistentni (soucasné barveni dvou natéru)
v hodnoceni:
o po inkubaci bez blokady: granulocyty, monocyty, lymfpcyty pozitivni na (0/+)
o po inkubaci s kyselinou L-vinnou: pozitivita zustava pouze v lymfocytech s izoenzymem-5
V' klinicky vyznam: pozitivita v lymfocytech po inkubaci s kyselinou L-vinnou slouZi k diagnostice
leglasické formy HCL

e pred blokadou
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