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Krev

sedimentace, osmoticka rezistence

Praktické cviCeni z fyziologie (podzimni semestr: 4. — 6. tyden)

Studijni materialy byly vytvoreny za podpory projektu MUNI/FR/1474/2018
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Sedimentace erytrocytu
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Sedimentace erytrocytu

— Fyzikalni proces usazovani erytrocytu (krevnich elementu)
v neproudici nesrazlive krvi

— vySetruje se sedimentacni rychlost

— nespecificka laboratorni metoda - fikajici nam pouze “néco se déje”
— merime rychlost poklesu ery ve sloupci nesrazlivé krve (v kapilare)

— Sedimentacni rychlost je nepfimo umérna suspenzni stabilité
krve
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Helmholtzova elektricka dvojvrstva

— na vnejsim povrchu membrany ery se nachazi
zaporny naboj, neseny zejména zbytky sialovych
kyselin membranovych proteinu

— v tésnem okoli membrany se elektrostatickymi silami ey
udrzuji kladne nabité ionty (pfedevsim Na+) — tvori 1. @
vrstvu iontu ‘ )

— ke kladné nabité vrstve jsou pritahovany zaporné nabité \O
lonty, které tvori prevaznou cast 2. iontove vrstvy ®

— ery se diky svemu ,elektrickému obalu” vzajemne
odpuzuji, coz zabezpecuje, ze neproudici nesrazliva
krev po jistou dobu setrvava jako suspenze krevnich
elementu v plazmé (suspenzni stabilita)
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Mechanismus sedimentace erytrocytu

— gravitace — pod vlivem této sily se erytrocyty v neproudici
nesrazlivé krvi postupne usazuji (sedimentuji)

— pri naruseni Helmholtzovy elektricke ;
dvojvrstvy dochazi ke skladani ery do valeCku g

— penizkovaténi (tvorba rouleaux, agregatu)
— které maji velky objem, ovsSem relativhé maly
povrch, a proto klesaji rychleji
— naruseni elektrické dvojvrstvy tak zpusobi
zvyseni sedimentacni rychlosti
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Faktory ovlivnujici rychlost sedimentace

— Sedimentace zavisi na vlastnostech erytrocytu a slozeni plazmy

zggiga;xngﬁ T hodnota l hodnota
Erytrocyty

Pocet ery zpomaluje zrychluje
Velikost ery zrychluje zpomaluje
Plazma

Albumin zpomaluje zrychluje
Imunoglobuliny | zrychluje zpomaluje
Fibrinogen zrychluje zpomaluje
Tuk zrychluje zpomaluje
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— Albumin ma zaporny naboj — udrzuje
suspenzni stabilitu

— Ig a fibrinogen narusuji naboj ery —
urychluji penizkovateni

— Pred odbérem krve na sedimentaci
by se neméla jist tucna jidla

— Sedimentace ovlivnéna taky tvarem
ery (sferocytoza, srpkovita anémie)

— S vekem se sedimentace zrychluje
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Metody vysetreni sedimentacni rychlosti

— dle Fahraeus-Westergrena (FW, prima metoda):

— kapilara postavena kolmo
— odedita se po 1 hodiné

—dle Wintroba (Sikma sedimentace):

— kapilara seSikmena pod uhlem 45°
— odecita se po 15 minutach
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— Krev, ve které zabranime koagulacnimu systému v jeho funkci

— Moznosti
— Vyvazanim Ca?* iontl esencialnich pro koagulaci (chelatadni

HO__ _O.
antikoagulancia) Of\b&foﬁ
— Citrat sodny Q on? o
— EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova od = o
— Oxalat sodny i
— Stimulaci antikoagulacniho systemu
— Aktivace antitrombinu lIl - heparin a jeho nizkomolekularni derivaty
(Antitrombin Il inaktivuje trombin a nékteré dalSi koagulacni faktory, heparin ucinek
antitrombinu Il zesiluje)
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Fyziologicke hodnoty

— Muzi: 2-8 mm/h
_Zeny: 7-12 mm/h

— Novorozenci: 2 mm/h
— Kojenci: 4-8 mm/h

— Zeny maji méné ery a vice fibrinogenu — rychlejsi sedimentace
— S vékem se sedimentace zrychluje
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Zmenene hodnoty FW

—Zvysené FW: — Snizené FW:
— Tehotenstvi, menstruace — Nepravidelny tvar ery — sférocytoza
— Makrocytemie — Polycytemia vera
— Infekce — Leukocytoza
— Nadory — Dysproteinémie — hypofibrinogenémie,
— Zanety hypogamaglobulinémie
— Nekrozy tkani (infarkt, trauma) — Dehydratace

— Relativni/ absolutni ztraty alouminu
(nefroticky syndrom)
— Hyperlipidemie

Zeny maji méné ery a vice fibrinogenu — rychlejéi sedimentace
S vékem se sedimentace zrychluje
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Krve v praktickem cviceni

— PIna lidska krev
— Ery v plazme (normalni hematokrit) — sedimentace by meéla byt fyziologicka
— Lidské erytrocyty + fyziologicky roztok
— Sedimentace bude pomala — nejsou pritomné plazmatické bilkoviny
— Anemicka krev
— Ery v plazmé (nizky hematokrit) — sedimentace by méla byt rychlejsSi
— Hovezi krev
— Vetsi pocet ery, mensi ery — velmi pomala sedimentace
— Konska krev
— Velke ery, vice plazmatickych bilkovin — rychla sedimentace
— Konské erytrocyty + fyziologicky roztok
— Konské ery ve fyziologickém roztoku sedimentuji pomaleji nez v piné koriskeé krvi
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Osmoticka rezistence erytrocytu
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Filtrace

— Fyzikalni separace rozpoustedla od ,rozpustenych” Castic pres
membranu pohanena tlakovym gradientem

PERMEATE
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Osmoza ,

i
i |
! 10,8
— Proudeni rozpoustedla pres semipermeabilni  |o ¢ «jso foo %
membranu po osmotickem gradientu IL jl
Semipermeable membrane

— Osmoticky tlak — tlak potrebny k zastaveni osmozy

— Osmolarita — udava koncentraci osmoticky aktivnich
castic na 1l roztoku

— Osmolalita — udava koncentraci osmoticky aktivnich
castic na 1 kg rozpoustedla

Osmolalita plazmy (orienta¢né) = 2*[Na+] + [glc] + [urea] = 275-295 mmol/kgH,O
MUNI
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Tonicita

— Udava osmolalitu roztoku ve vztahu k bunce

— Hypotonickeé prostredi — roztok ma nizsi osmolalitu — voda jde do bunky
— Isotonické prostredi — stejna osmolalita roztoku - fyziologicky roztok (0,9% roztok NacCl)
— Hypertonicke prostredi — roztok ma vyssi osmolalitu — voda jde z bunky

Hypertonic Isotonic Hypotonic

® B B
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Sedimentovana krev s

H emo Iyza rznymi stupni hemolyzy

— Zanik Cervene krvinky porusenim jeji
membrany — vede k vyliti obsahu

cytoplasmy erytrocytu

— Staré fragilni ery jsou zachytany a zpracovany v Cervené
pulpé sleziny

— Pri hemolyze v obeéhu je hemoglobin navazan na
haptoglobin, ktery zabrani filtraci hemoglobinu ledvinami

— Pri nadmeérné intravasalni hemolyze haptoglobin nestaci
a dochazi k filtraci hemoglobinu ledvinami a jeho ztrate
mocCi (hemoglobinurie), ztraté Zeleza, ucpavani tubullt a
poskozeni ledvin (hemoglobinuricka nefroza)

— Hemolyzovana krev —plazma je obarvena
hemoglobinem

Moc s rlznymi stupni
hemoglobinurie
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Typy hemolyz
_ Fyzikalni

— Mechanické poskozeni membrany, trepani, ultrazvuk,
extremni zmeény teplot, UV zareni

— Osmoticka
— Ery v hypotonickém roztoku nasava vodu a praska

— Chemicka

— Chemicka reakce lipidu v membrané s chemickou
latkou — silné kyseliny a zasady, tukova rozpoustédia,
povrchové aktivni latky (detergenty)

— Toxicka
— Bakterialni toxiny, jedy (rostlinné, hadi, hmyzi,
pavouci,...), paraziti (Plasmodium spp. - malarie)
— Imunologicka

— Transfuze nekompatibilni krve - imunitni systém
hemolyzuje erytrocyty (komplementem)

Malarie
(Plasmodium spp.)
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Koutnik jedovaty (Loxosceles reclusa )

H emo Iyti Cké jedy Americky pavouk, v Evropé se témér nevyskytuije...

...zatim

Brown Recluse Spider

Chrestysovec bélorety
(Cryptelytrops albolabris)

Hemolyticke jedy maji i zmije a
chrestySovci. Ceska zmije obecna
ma kombinaci hemolytického a
neurotoxickeho jedu. Nebezpecna
je pro oslabené jedince, hlavné v
dUsledku alergické reakce.

Margaret Parsons, Courtesy offiie
Kliiiid, skoro vsichni Cesti pavouci jsou
jedovati, ale jen nekteri dokazi
prokousnout lidskou kizi.
U nas: stepnik moravsky, snovacka
moravska, zaprednice jedovata, vzacné
snovacka jedovata (Cerna vdova). Kromé
Cerné vdovy jsou to ale vzacni, venkovni,
stydlivi pavouci. Kousnuti obvykle vyvola
lokalni alergickou reakci, ktera do dvou
dn{ odezni.
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Osmoticka rezistence

— Testovani rezistence ery vuci hypotonickému prostredi
— specificka metoda uzivajici se v diferencialni diagnostice hemolytickych anémii
— Minimalni osmoticka rezistence (0,4-0,44%)
— udava koncentraci hypotonického roztoku NaCl, pfi které dochazi k hemolyze prvnich ery —
nad sedimentem pozorujeme ruzové zakaleni, zanikaji nejméné odolné ery
— Maximalni osmoticka rezistence (0,3-0,33%)
— udava koncentraci hypotonického roztoku NaCl, pfi které jesté nedochazi k uplné
hemolyze ery — posledni zkumavka obsahujici sedimentované ery, ty nejvice odolné

— Osmoticka rezistenéni Sife (10-14%) — rozdil min. a max. osmotické rezistence-




Osmoticka rezistence - cviceni

— gradient roztoku od slabe hypotonickeho k silne hypotonickemu
— Kazda zkumavka: 10 ml roztok NaCl + 2 kapky krve

_ Kompletn
Hemoglobin z prvnich ~ Sediment hemolyza
hemolyzovanych ery poslednich roztok je

obarvil prouzek roztoku ~ Prezivsich ery  nrahjedny

Ciry
nazloutly ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
prouzek <
roztoku
Neprlhledny
sediment
erytrocytl

’

4

T~

o63 060 057 054 051 048 045 042 039 0,36 0,33 0,30
Minimalni Maximalni
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Patologicke hodnoty osmoticke rezistence

— VySsi hodnoty minimalni osmoticke rezistence
— Vrozené hemolytické anémie

— Nizsi hodnoty maximalni osmoticke rezistence
— Polycytemia vera
— Thalasemia
— Srpkova anemie
— Nedostatek Fe2+
— Stav po splenektomi
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lzotonicka hemolyza

—V In vitro podminkach

—izotonicky roztok glukozy: ery prijimaji a metabolizuji glc, roztok se
stava hypotonicky, dochazi k osmotické hemolyze

—izotonicky roztok mocCoviny: mocovina volne prostupuje pres
membranu do ery (difuzi po svém koncentraCcnim gradientu) a
okolni roztok se stava hypotonicky
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