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Hematologie — obor zabyvajici se studiem Uvod
krve, krvetvornych organu a krevnich

onemocheéni (i.s. haima = krev, logos = slovo,
rozmluva)

ProC? — zmeéna ve slozeni = indikace poruchy v
krvetvornych organech nebo v degradaci = vcasna
diagnéza

- transport plyna — erytrocyty

- koagulace - desti€ky



Historickée aspekty

Staroveky Eqypt, Recko — pousténi Zilou ,,blood letting”

(nékdy prospésné, snizeni hypertenze)

Dnes: flebotomie — ,,proriznuti zily*
— hemochromatosa, polycytemie

- 460-377 pr.Kr. — Hippokrates a

humoralni teorie - vysvétieni nemoci, jako
nerovnovahy mezi 4 zakladnimi tekutinami lidského téla




Historicke aspekty Il.

1628 — William Harvey — koncept cirkulace -
krev proudi v celém tele

1642 — Antonie van =
| eeuwenhoek — konstrukce @7

Mikroskopu - rozligeni krevnich
bunek

i -1656 — Christopher Wren —
prvni intravenosni injekce
psovi, o 6 let pozdéji cloveku
(Johann Daniel Major)=>»




Historicke aspekty lil.

- 1770 — William Hewson - ,,otec hematologie® -
popis leukocytu a nékterych srazecich faktoru g

- 1818 — James Blundell - prvni
transfuze krve z cloveka cloveku

- 1842 — Alfred Donné - identifikace
krevnich desticek

1 - 1877 - Paul Ehrlich - barveni
’ krevnich bunék

[ M . 1901 - Karl Landsteiner —
% identifikace krevnich skupin

- 1914 — citrat sodny zabranuje
srazeni krve (skladovani krve)
-1936 — vznik prvni krevni banky (Chicago, USA)
-2.polovina 20 st. — pouziti antihemolitickych
faktoru, afarézy, klinické pouziti G-CSF,IL3, atd.




Krev .

Suspenze krevnich elementu v plazmé

Cervené krvinky = erythrocyty (erythros = &erveny, kytos = buiika)
Bilé krvinky = leukocyty (leukos = bily)

- polymorfonuklearni — vicejaderné

- mononuklearni
Krevni desticky =trombocyty (thrombos = sedlina, sraZzenina)

- Spojuje vsechny organy a tkane v téele

= udrzuje homeostazu

- Funkce: dychaci (co,, 0,), vyzivna (cukry,
proteiny, lipidy, vitaminy, mineraly), odvodna
(bilirubin, metabolity I&Civ, atd.)

- Proudi v zilach/vénach a tepnach/arteriich

!

- Tvori 7-10% celkové telesné hmotnosti,
tj. 4,5 - 6 litru




Krev Il.

-Regulator acidobazické rovnovahy (krev pH = 7.4 + 0,04; pH <7,36
= acidoza; >7,44 = alkal6oza)

Zajisteni pH = konst. =» pufrovaci systéemy

1) Hydrogenkarbonatovy (v plazme) — otevieny

karbonathydrolyasa

pPH dle Henderson-Hasselbachovy rovnice:
pH = pKa + log [HCO;]/[H,COg], [H,CO,] = a * pCO,

o — koeficient rozpustnosti plynu v plazmé (z Henryho zakona),
[H,CO;4] = 0,224 mmol/l.kPa * 5,33 kPa = 1,2 mmol/l; pKa =6,1 (37°C)

2) Hemoglobinovy (erythrocyty)
CO, +H,0 = HCO; + H*

(protonizace koncového His v B-fetézcich)

3) Proteinovy — disociace postrannich retézcu, maly vyznam
4) Fosfatovy — nizka koncentrace PO, 3 , maly vyznam, uplatnéni v modci



Krevni plazma .

* Nazloutly vodny roztok bilkovin, elektrolytl, malych
organickych molekul

e Sérum (lat.serum = syrovatka) — plazma bez
fibrinogenu ¢i faktoru krevni srazlivosti

e pH~7,4(c(H*)=40nM)

 Voda tvori ~90%
« ~ 5% telesné hmotnosti, tj. asi 2,8-3,5 |

o 280-300 mOsm/l = koncentrace

osmoticky aktivnich latek (soli, glukosa)




Krevni plazma Il.

Anorganicke ionty:
Na* -136-148 mM - udrzeni stalého osmotického tlaku

Cl- - 95-110 mM - udrzeni osm.tlaku, tvorba HCI
HCO; - 22-26 mM - transport CO,, pufrovaci systém
K* -3.7-5 mM - excitabilita sval(i a nervt

Mg?* -0.66-0.94 mM - tlumivé Gginky na nervovou drazdivost,
nezbytny pro enzymy

Ca?* -2.15-261mM -srazeni krve, nervosvalovy prenos

PO, -06-1.4mM - pufrovaci systém
Fe - 10-27 uM - tvorba Hb, souéast enzymd
|- - 275-630 uM - tvorba hormond &titné Zlazy

Cu?t -1222uM - soudast enzymda, krvetvorba



Krevni plazma lIl.

« Bilkoviny - 65-85 g/
- albuminy (35-50 g/l), globuliny (30 g/l) (a1, a2,
p1, B2,7)
fibrinogen (4 g/l)
- zdroje: jatra, B-lymfocyty

Albumin

@ Barbituratovy pufr, pH 8,6

alfa-1 alfa-2 D¢ gamma

- diagnosticky vyznam (ALP, AST, ALT)



Krevni plazma IV.
Funkce bilkovin:
- udrzovani staleho objemu plasmy

- onkoticky tlak / ztrata proteinti = edém

- transport - albuminy (transport bilirubinu, mast.kyselin, 1éka; T3, T4,

vit.A), apolipoproteiny (TGA, cholesterol), transferin (Fe), ceruloplasmin

(Cu), transkortin (Cortisol), transkobalamin (B12), hemopexin (hem)

- udrzovani izohydrie - slabé kyseliny vazici H*

- nutricni vyznam

- proteolytické systémy - koagulaéni, fibrinolyticky, komplement
- plazmatickeé inhibitory proteaz (a1-antitrypsin; antitrombin 1)
- obrana organismu proti infekcl —y-globuliny

Ostatni organické molekuly — hormony, vitaminy, glukoza,
nebilkovinné Tatky, lipidy




Krevni nater (blood smear)

- Kapilarni / venézni krev do EDTA-zkumavky NE vice jak 3 h stara
- sklicka umyta v roztoku ethanol : ether = 1:1 (odmasténa)
- natér musi zaschnout, vhodna fixace methanolem
- barveni : Papenheimova metoda panoptického barveni

- Spravné nabarveny | .+
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Provedeni krevniho stéru



Krevni nater (blood smear) Il.

Pappenheimovo panoptické barveni:

- barvici roztok May-Grunwald (Eosin-Methylene Blue)

- fosfatovy pufr, pH 7.3
- ztedény Glemsa (Azur-eosin)
- fosfatovy pufr pH 6.8-7.4

Eosin — kysely, Cervené
az oranzove zbarveni
afinita k alkalickym
slozkam buriky
(proteinim, Hb, granuly
eosinofill se sperminem)
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Polycythemia
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MB — zasadity, modra az
_CH: fialova barva, afinita ke
kyselym komponentam
buriky (DNA/RNA, granuly
basofili s heparinem)

CH;

Anemia Gammopathy



Cervené krvinky/ Erythrocyty

- transport dychacich plynt - zily, cévy

- bez organel, povrchové antigeny - krevni
skupiny

- krevni barvivo hemoglobin (Hb)

- bikonkavni tvar — prevaha povrchu nad
objemem

- muzi 4,3-5,3 x 1012/ L (4,3-5,3 x 10° /ul)
- zeny 3,8-4,8 x 10?2/ L (3,8-4,8 x 10° /ul)
- normocyty, mikrocyty, makrocyty

- tvorba stimulovana — erythropoetinem (EPO)
(molekularni uroven)

- poklesem tlaku (Uroven faktort vnéjsiho
prostredi)

- zdroj energie - anaerobni glykolyza
- hemolyza = rozpad Erytrocytt a vyliti Hb do
plazmy



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=&url=http%3A%2F%2Fwww.cbsenext.com%2Fcbse-success%2Ferythrocytes-red-blood-cells&bvm=bv.103073922,d.d24&psig=AFQjCNH16EByJt9QS8NgWo9qi8iXP2eGyQ&ust=1442771768597828

'Krevni desticky (trombocyty)

s

- ochrana pred ztratou krve

- bezjaderné

- hladké nepravidelné disky

- 150-300 x 10° /L krve (150-300 x 103 /ul)

- tvorba stimulovana — trombopoetinem (TPO)
(glykoproteinovy hormon)

- hemostaza = zastava krvaceni

- zdroj energie - glukosa

Normalni
hustota
trombocytu
Megakaryocyt ve smiru mezi Ery
kostni dfené. Zakalena
granulace je znak
nastavajici tvorby destiCek .




Bilé krvinky / Leukocyty

- obrana organismu = imunita
-4-9x 10°/L krve (4-9 x 103/ pl)
- neutrofilni granulocyty — fagocyto6za
- eosinofilni granulocyty — fagocytace alergen+protilatka
- basofilni granulocyty — uvolnéni histaminu pfri alergickych reakcich
- monocyty — preména na makrofagy = fagocyté6za, APC
- lymfocyty — B- a T-, rozpoznani antigenu a aktivace
- lymfoidni organy — slezina, kostni dfen, mizni uzliny
- imunita - nespecificka = vrozena — profesionalni fagocyty
- specificka = ziskana — (APC) a maturace lymfocytu

3
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Kostni dren I.

« Gelovita tkan - dutina kosti — misto efektivhi hematopoesy

* Produkce asi 6 miliard bunék na kg hmotnosti denné

- Hematopoeticka (¢ervena) dien (Red marrow) a Zluta dren (Yellow marrow)

« Hematopoesa v dospélosti - lebka, obratle, rameno, panevni kosti, hrudni kost

« Hematopoesa — kontrola skrz stimulaéni/inhibi¢ni cytokiny, cell-cell kontakty

« Stroma = vSe co se pfimo neucastni hematopoesy
- fibroblasty
- makrofagy
- adipocyty
- osteoblasty
- osteoklasty

. Red marrow

- endotelialni bunky

4% Yellow marrow




Kostni dren Il.

Extracelularni matrix — kolagen, fibronektin, hyaluronat, proteoglykany

Prestup krvinek do krve — pres vrstu endotelialnich bunék do sinusoid
(malé krevni cévky s diskontinualnim endotelem)

- Erytrocyty — po vypuzeni jadra pres endotelie do cév
- Leukocyty — diapedézou '
- Trombocyty — megakaryocyty prorustaji
do endotelii
Punkce KD - pro¢?

Zaklad pro diagnosu hematologickych nemoci —

nutno mit predstavu jak to pomuize, napf. anemie z

nedostatku zeleza, thalasemie, ziskané ¢i zdédéné
anemie =»vysetreni KD neni nutné

— zavedena Arinkinem (1929)
- ziska se aspirat = drenova tekutina
+ ¢astecky KD

- z aspiratu se déla nater (odbér ze zadni strany kycelni kosti)



Hemopoetiny

Latky ridici tvorbu krvinek
EPO (erythropoetin) — stimulace dozravani a proliferace Erytrocytd,

7 N
glykosylovany protein tvoren prevazne ledvinami; .
° Y ° : ° . ’ Multi I31 hematopoleti
IL-2 — rastovy faktor T lymfocyt(; IL-3 — stimulace rGstu myeloidnich ™ “ena
bunék; GM-SCF(granulocyte-macrophage colony stimulating factor) ‘"e"‘°“|‘°°‘°“’
TPO (trombopoetin) — | |
stimulace produkce destic¢ek . .
- tvorba : jatra, ledviny oo Conmenchod
_| IL-2
SCF N L7
Bk Epo IL-12
o L3 R, SDF
o GM-CSF s FLT-3 ligand
GM-CSF | <ol
TGF-p1
SCF SCF
90 M-CSF G-CSF
. L6 L6
i L3 L3 L3 |
GM-CSF GM-CSF GM-CSF s?wmphoc\m«
8 tyn;p.hocytc T lym?ocytc

Thrombacytes



Parametry v hematologii |.

Proc provadet odbér krve?

4

- Produkuje dren dostate€né mnozstvi vyzralych bunék?

- Je vyvoj kazdé linie kvalitativnhé normalni?

Odbér provadén do EDTA

naplnéné zkumavky z

. ' ‘
venozni krve | T B
.
\l
- v minulosti - ruénév »
‘-

pocitacich komurkach | £

- soucasnost -

Fully Auto Hematology

automatizované pocitace
Analyzer

(AP) bunék



Parametry v hematologii Il.
AP urci:

- Hemoglobin — oxidace CN- na kyanmethemoglobin
=»spektrofotometricky 540 nm

- stredni bunécny objem (MCV — mean corpuscular volume) (fl),

- pocCet Erytrocytu
vypocet hematokrit (HCT) = MCV x pocet Ery (10%/pl)

Kvalita Erytrocytu je urc¢ena:
MCV, MCH (mean cell Hb content),
MCHC (mean cellular Hb concentration)

f
d

Plasma (55%)
White blood cells

MCH (pg) = Hb (g/l) / po&et Erytrocytt (10%/ul) and platelets (<1%) T
MCHC (g/dl) = Hb (g/dl) / HCT Red blood cells (45%) —oj

1



Parametry v hematologii lll.

KYPOCHNRONILC

ANEN|A b AKEM ]

- Distribuce objemu Erytrocytu
(RDW, Red cell distribution width)

- Pocet retikulocytu

Pocet Leukocytl - Tiirkav roztok (krystalova violet’ + ledova kyselina
octova
- v AP jsou lyzovany Ery a buriky s objemem > 30fl = leukocyty

Pocet Thrombocytu - 29 Novocain-Cl ke krvi nebo
- v AP bunky v rozmezi 2-20fl = trombocyty

# Ery Thrombo | Leuko | Hb HCT | MCH | MCV | MCHC | Erytrocyty
108 /ul |/ 103/l | /) pl (g/dl) (p9) () (g/dl) — pramér
/um
Muzi | 54 180 7000 | 15 0,45 | 29 87 33 7,5
Zeny | 4,8 180 7000 | 13 0,42 | 29 87 33 7,5

#Color Atlas of Hematology — Practical and Clinical Diagnosis



Algoritmus procedur v hematologii

1) Kvantitativni uréeni poctu leukocytu, erytrocytu a
desticek (CBC)

2) Diferencialni poéet (DBC) — zmény v pocétu Erytrocytu,
Leukocytll, Thrombocytl (zvétsené mizni uzliny, splenomegalie)
— zmeény v zastoupeni leukocytl

3) Morfologie erytrocytu

4) Po zvazeni stavu pacienta a dosud ziskanych vysledku
— analyza slozeni kostni drené (potvrzeni diagnosy za pomoci

elektroforezy, ALP, esterasa, test na zelezo) = v pripadech kdy analyza
krve zanechava pochyby v urceni diagnosy (leukocytopenia,
thrombocytopenia, monoklonalni hypergamaglobulinemie)



Chemické/Enzymatické Markery krvinek

Heilme}/erovo -t - Heinzova téliska (Nile blue
barveni : & sulfate) — shluky Hb v Ery
retikulocytl ¢ &x g 1 . ;
- Rl % ® :
brilliant cresyl blue . N ~
( y ) % A Z
b A R
‘”’ . v K

Peroxidasova reakce

(benzidine/ |

diaminobenzidine

+H,0; )

- neutrofily,
eosinofily

Barveni Fe3* Berlinskou
modri — zelezo v
cytoplasmé makrofaga »




Chemické/Enzymatické Markery

krvinek Il.

@ - Leukocytova ALP (naphtyl fosfat+ veronal
‘ @ sodny + variamine blue salt B) — neutrofily
@ Q ’ (znak vyzralych bunék)

o % - Neutralni esterasa v makrofazich
‘ (naftyl acetat)

- Naftol AS-D chloracetat esterasa
(CE) — neutrofily (+), eosinofily (-)




A slovo zaverem...

Zdravi

Porozumét Hematologii = spravne
diagnostikovat



