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Vysetrovani anémii



Sledovani vysetreni

Hodnotit:

» hloubku anémie v KO
v" zmény v hodnotach méfenych i pocitanych parametri RBC
v" pocetni zmény WBC i PLT
» morfologické zmény erytrocytu v periferni krvi (barevné, tvarove, 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
pfiznaky nadorového onemocnéni

» souvislost se specialnimi vySetrenimi



Vysetreni retikulocytu

» retikulocyty

v' pritomné RNA = schopnost tvorby HGB (analyza HGB v Retic) D GQ 00 {

v' odrazi schopnost KD produkovat RBC
v" béhem 1 — 2 dn( dospiva Retic ve zraly erytrocyt
v' I pocet Retic = aktivace KD (zvysovdni IRF)
v pocet Retic = Gtlum 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 fluorescencnimi barvami
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Cytochemickeé vysetreni zasobniho zeleza

» Zdasobni zelezo Fe3*:
ferritin, hemosiderin (agregované molekuly feritinu)
» Princip vysetreni:
(Fe3*) + terrokyanid draselnym - K,[Fe(CN),] + HCI
— barevny komplex = berlinska (pruska) modr - Fe,[Fe(CN),],

> Hodnoceni:
v" ve 100 NRBC

v" zelenomodra granula v:

o erytrocytech (siderocyty), NRBC (sideroblasty), NRBC okolo 2/3 jadra (prstencité sideroblasty),
makrofazich (siderofagy), extracelularné :
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» Normdalni hodnoty: . et s
20 — 60 % pozitivnich NRBC o
2-4 siderofagy ze 6 nalezenych makrofagu
» Klinicky vyznam:

v" snizeni hodnoty: *ﬁ
o sideropenické anémie _S‘d?“’ a
v' zvy$ené hodnoty: @

o sideroblastické (pritomné prstencité sideroblasty)

o hemolytické anémie, megaloblastové anémie _
o MDS, leukémie 40
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Zakladni vysetreni pro hemolytické anémie

» Obecné testy:
v volm'/ hemoglobin \' plazmé (zdkladni metodika pro vysetfovani intravaskuldrni hemolyzy)
v osmoticka rezistence
v’ test autohemolyzy
v" hemosiderin v moci
v Heinzova téliska

» Testy na prukaz abnormalnich hemoglobint
v hemoglobin F
v hemoglobin A2
v elektroforéza hemoglobinu
» Testy na prikaz nedostatku enzymu
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.

» vySetfeni osmotické rezistence 0,9‘%; " ‘ﬁ ‘i @ "’ H,0
NaC
V' Princip — makroskopicky (fotometricky): \
stanoveni odolnosti RBC v rizné koncentrovanych ' normdl

hypotonickych roztocich NaCl (fyziologickéhor.).
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» test autohemolyzy

V" Princip — spektrofotometrické vysetfeni volného HGB:
sledovadni 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)4]
—krystalky - berlinskd (pruskd) modr - Fe,[Fe(CN)],




Testy na prukaz abnormalnich hemoglobint

» hemoglobin F
V" Princip - mikroskopicky:
Inkubace nafixovanych preparadti v kyselém prostredi (pH 3,3). :
HGB A je z erytrocytu vyplaven. 0
HGB F je vici prostredi rezistentni, v erytrocytech zustdva.
v Hodnoceni — [%] : ‘
novorozenci (50-90%), vek<2 roky (0-4%), vék>2 roky (0-4%) L&
» hemoglobin A2
v" Princip - chromatograficky:
Na pozitivné nabité castice pryskyrice se se navazi negativné nabité casti 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.
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» elektroforéza hemoglobinu
v Princip:

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

» Heinzova téliska
V" Princip - mikroskopicky:
Heinzova téliska zndzorriuji vysraZzeny degenerovany hemoglobin v pripadé, Ze glykolytické
enzymy erytrocytu nejsou schopny zabrdnit oxidaci hemoglobinové molekuly. Precipitdty se
jevi jako ovdlna téliska v erytrocytech. Objevuji se tésné u bunécné membrany, ke které
priléhaji, barvi se supravitalné brillantcresylovou modri prfimo nebo po inkubaci s
acetylfenylhydrazinem. Mohou byt také pritomna napr. u hemoglobinopatii.
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» 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 dochadzi pri
katalytické reakci ke spotrebé NADPH, jejiz pokles je nepfimo umérné aktivité pyruvadtkindzy.
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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 rozpoétem, RBC, PLT

» morfologické a mnozstevni zmény v kostni dreni
v u leukocytarni, erytrocytarni a trombocytarni populace, véetné MGK

= referencni meze myelogramu dospélych:
https://labsekce.hematology.cz/wp-
content/uploads/2021/08/Doporuceni LS CHS CLS JEP-
Referencni_meze-myelogram_dospelych_v02.pdf

» cytochemicka vysetreni

o0

» pocCet blastu pro diagnostiku akutni leukémie:
» dle WHO klasifikace > 20%



Priklady morfologickych abnormalit u akutnich lymfoblastickych leukémii

Déleni dle FAB klasifikace (nenisoucdsti WHO klasifikace)
> ALL-1L1

v morfologické ndlezy:

o mensi blastické buriky 4 ‘«-}Q.’.‘t’

o vysoky N/C (nukleo-cytoplazmaticky) pomér g “

o jemnéjsi chromatin “ .

O nejasnd jadérka *.

> ALL-1L2
v morfologické ndlezy:
o vetsi, casto polymorfni blastické buriky
o bohatsi cytoplazma
o jasnd jadérka

» ALL-1L3
v morfologické ndlezy:
o velké buriky
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 minimadlnimi znaky myeloidni diferenciace

o agranuldrni blasty

> AML-M1
v morfologické ndlezy:
o AML bez vyzravani

o Auerovy tyce

» AML- M2
v morfologické ndlezy:
o AML s vyzravdanim
o podil monoctdrnich bunék <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 abnormdlini promyelocyty

= typ M3 — hypergranuldrni
Auerovy tyce, snopce Auerovych tyci

= typ M3 —variantni
dvoulalocnatd, mnoholaloénatd jddra

aZ agranulace cytoplazmy, ovdlné inkluze,
Auerovy tyce SN Coioo

» AML - M4
v morfologické ndlezy:
o AML - myelomonoctdrni

o podil monoctdrnich bunék > 20%
o v KO byvd monocytdza

» AML - M5
v morfologické ndlezy:

o AML - monocytdrni

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

vice promonocyti, monocyti > 80%
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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)
o dyspldzie v erytrocytdrni fadé (Clenitd jadra, karyorexe vicejaderné NRBC, vakuolizace, megaloblasty
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» AML - M7

v morfologické ndlezy:
o megakaryocytarni leukémie

C

o blasty vétsinou megakaryoblasty
o dysplatické zmény MGK



Priklady morfologickych abnormalit u lymfoproliferativnich onemocnéni

» zdkladni ndlezy
v zmény v pocétu WBC (sniZeni, normdini po&et, zvyseni — dle typu onemocnéi aZ nad 100x10°/1 i pfes 500x10°/1)
v lymfoctéza
V' reaktivni LY, atypické LY (atypie jddra a cytoplazmy), mladsi lymfocyty, hold jddra (jaderné/Gumprechtovy stiny)

» morfologické abnormality

b. aL ﬁ ' l'
@
ad




D - Priklady morfologickych abnormalit u myeloproliferativnich onemocnéni

» zdkladni ndlezy
v zvysSeny pocet WBC ( ¢asto aZ 100x i vice), zvyseny pocet PLT (mozZny extrémni pocet aZz k 1000x10°/l)
v' mozné morfologické ndlezy v ndvaznosti na typ onemocnéni:

o neutrofilie a mladsi vyvojova stadia (myelocyty, metamyelocyty), bazofilie, mizZe byt eozinofilie,
mozZnd pritomnost riizného podilu blastd, v KD hyperplazii granulocytarnich 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
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Laboratorni nalezy u myelodysplastického syndromu

» zdkladni ndlezy v periferni krvi
* cytopenie
v’ erytrocyty:
anémie, TN RDW, polychromazie, poikilocytoza, inkluze v RBC, dyspldzie NRBC, {,RETIC
v’ leukocyty:
obvykle |, WBC, {,NE, hypo/hyper(>5segmentti) - 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, TN\PDW, 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 jddro: mezijaderné mustky, karyorexe, vicejadernost, megaloidni rysy, zneokrouhleni jadra
o cytoplazma: vakuolizace, nerovnomérnda barvitelnost
v’ dysgranulopoéza:
podobné dysplatické zmény jako v PK, ddle:
o asynchronie vyzravadni jadra a cytoplazmy, Auerovy tyce, pseudo-Chediakova-Higashiho granula
v dysmegakaryopoéza:
o mikro/obrovské MGK, hypo/hyper - lobularizace MGK, vicejaderné MGK, vakuolozace, hypogranulace MGK

% 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 umérna
mnoZstvi enzymu (glykogenu,
lipidd)

el

Cytochemicka barveni:

o neutrofilni alkalicka fosfatdza

» Myeloeroxiddza

» Lipidy (sudanovou cerni B)

» Chloracetdt esterdza

» PAS (Periodic Acid — Schiff)

» Nespecifickd esterdza (s blokadou fluoridem sodnym)
» Kysla fosfataza (s rezistenci na kyselinu L-vinnou)
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Cytochemicka vysSetreni

o neutrifilni alkalicka fosfataza (zkratka ALP)
v'hodnoceni: v periferni krvi, neutrofilni ty¢e a segmenty
v’ klinicky vyznam iALP u chronické myeloidni leukémie, TALP u chronické neutrofilni leukémie
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> myeloperoxidaza

v hodnoceni: v primarni granulaci NE, EO, MO (mnoZstvi enzymu se zvySuje s vyzravanim bunék),
lymfocyty jsou vzZdy negativni, sledovani pritomnosti Auerovych tyci (1)

v k/m/cky vyznam rozliseni myeloblast/cke nebo monoblast/cke leukémie od lymfoblastické
i ;,‘y’%j LY-negativni POX
> PAS R

v hodnoceni: typ pozitivity (difizni, jemné nebo hrubé pozitivni granula)

o fyziologicka: myel.buriky (difazni), 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

NRBC




Cytochemicka vysSetreni

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

v hodnoceni:
o po inkubaci bez blokady: myeloidni buriky a lymfocyty pozitivni (0/+), monocyty (+/+++)
o po inkubaci s NaF: pozitivita u myeloidnich bunék a lymfocytu stejna nebo jen lehce zeslabena, u monocytt
zeslabeni (0/+)
V' Klinicky vyznam: k prikazu 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 pfitomen isoenzym -5, potom je reakce na kyselinu L-vinnou
rezistentni (souéasné barveni dvou natérc)
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

klasické formy HCL
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Podpofeno MZ R — RVO (FNBr, 65269705)




