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Predmluva

Pfedmluva

Publikace ,Hematologie a transfuzni lékarstvi® je knihou, ktera je specificky zamé-
fend na hematologickou a v hematologii pouzivanou laboratorni diagnostiku. Je tice-
lové zpracovana predevsim pro obec zdravotnich laborantti. Publikace vsak muze
mit pochopitelné $irsi vyuziti u vSech odbornikd, laikd, ktefi mohou z textt cerpat
nové nebo upresnujici poznatky pottebné pro svoji specializaci.

Ptavodné mélo dilo zahrnovat ¢isté hematologickou problematiku, velmi rychle
se ale rozrostlo o pribuzny (a vlastné spole¢ny atesta¢ni) obor transfuzniho lékarstvi
a nasledné i o problematikou, ktera s hematologii v laboratorni diagnostice souvisi
nebo ji vyznamné doplituje (molekularni biologie, imunocytologie apod.).

Autorsky kolektiv byl sestaven z odborniku vlastniho hematologického pracovi-
§t¢ ve FN Brno, ktefi se jednotlivymi segmenty hematologického zaméfeni zabyvaji,
boratornich obort, véetné zdravotnich laborantu.

Publikace je sestavena ze dvou dili - samostatné hematologické a samostatné
transfuziologické ¢asti, kazda z nich se svou obrazovou ptilohou, ale s jednotnym
usporadanim, aby mohly vytvorit dvoudilny kompaktni celek.

Uvodem jsou v hematologické &4sti zpracovany kapitoly se spiSe teoretickym
a obecnym zaméfenim, pak nasleduji kapitoly specialni problematiky zaméfené na
problémové okruhy jednotlivych systémd, jak byvaji v hematologii béZné ¢lenény,
véetné tabulek normdlnich hodnot. Samostatnou ptilohu tvoti obrazky vyznamnéj-
$ich nebo instruktivnich nalezq, jejich seznam, seznam zkratek a rejstfik.

I kdyz si jsme védomi, Ze ve véku elektronického zpracovani textt nema jiz knizni
podoba publikaci svoje dominantni misto, ziistava stdle pohotovym zdrojem infor-
maci. Je stale dost v oblibé u fady ¢tenafu, proto jsme se rozhodli ji napsat. Vérime,
ze své ¢tenare nezklameme a pfineseme jim to, co hledaji a o¢ekavaji. Jsme si zaroven
védomi nutnosti inovace ve vcelku ¢asném ¢asovém horizontu a pokusime se tento
pozadavek takového zpracovani rovnéz naplnit.

Ctenafim prejeme, aby jim nage prace — at jiz jakkoliv - prospéla, a svym spolu-
autorim dékuji za Gsili a snahu prispét ¢tenafim ke zminénému prospéchu.

Miroslav Penka
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Fyziologie krvetvorby

1 Fyziologie krvetvorby

1.1 Vznik a vyvoj krvetvorby

Krvetvorba (hemopoéza nebo hematopoéza) je v obdobi embryonalniho vyvoje lo-
kalizovana nejprve do oblasti zloutkového vaku, posléze tento ukol prejimaji jatra
a slezina a kone¢né pak kostni dfen. Za patologickych stavii (hemolyzy, myelopro-
liferativni onemocnéni apod.) miize dojit k opétovné aktivaci hemopoézy v jatrech
a sleziné a dokonce i v miznich uzlinach byla popsdna nelymfoidni hemopoeticka
aktivita (zvlasté u myeloproliferaci). Hemopoéza vznikajici v oblasti zloutkového
vaku z embryonalnich kmenovych bunék diferencujicich se v kmenové bunky krve-
tvorby predstavuje mezoblastové obdobi, zac¢inajici asi 14.-20. den embryondlniho
vyvoje. Vytvareji se ostrivky primitivnich hemopoetickych bunék, lemovanych
endoteliemi (area vasculosa). Asi ve 4. tydnu Zivota se primitivni cévy Zloutkového
vaku propoji s cévnim systémem embrya. Mezoblastové obdobi trva asi do 10. tydne
nitrodélozniho Zivota, zaroven se po 6. tydnu vyvoje objevuje krvetvorba v mezen-
chymu mezi hepatocyty a posléze i ve sleziné (hepatolienalni obdobi). Od 20. tydne
nitrodélozniho vyvoje se krvetvorba presunuje do kostni dfené. Hlavnim hemo-
poetickym organem je kostni dfen, je zde pritomen ,,pool® (anglicky zasoba, ter-
min se v odborném tisku o kmenovych bunkach béiné pouziva) hemopoetickych
kmenovych bunék - pluripotentni kmenovéa bunka pro vSechny rady nelymfoid-
ni i lymfoidni, kmenova burnika pro lymfoidni fadu, multipotentni kmenova bunka
pro vSechny nelymfoidni fady CFU-GEMM (colony forming unit - granulocytes,
erythrocytes, monocytes/macrophages, megakaryocytes), zralej$i kmenové bunky
v podobé spole¢nych prekurzort pro erytroidni a megakaryocytarni linii a pro gra-
nulocytarni/monocytarni linii. Primitivni i vyzralejsi kmenové buiiky podléhaji tzv.
asymetrickému déleni, kdy jedna z dcefinych bunék je identickd s materskou kme-
novou burnikou (self renewal - samoobnovovani kmenovych bunék) a druha se dale
diferencuje.

1.2 Vyvoj krevnich bunék

Multipotentni (totipotentni) kmenova bunka jednak v kostni dfeni udrzuje relativné
staly pocet téchto prekurzort (self renewal) a na druhé strané dava vzniknout zralej-
$im kmenovym bunkdm, tzv. committed cells. Kazda krvetvorna rada pak vychazi
z kmenovych bunék pro jednotlivé linie. Eozinofilni a bazofilni fada a navic i vyvoj
tkanovych bazofilt vychazi ze specifickych CFU (CFU-Eo, CFU-Ba a CFU-mast).
Lymfoidni fada pak vychazi ze spole¢né kmenové bunky pro B a T fadu a NK cells
(natural killer). Vyvoj krvetvorby v ¢asnych fazich (nezralé kmenové bunky) zachy-
cuje obrazek 1.1. Hemopoéza je pod kontrolu fady interleukind (IL), CSF (colony-
-stimulating factors) a navic zde hraji roli interakce kmenovych bunék se stroma-
tem hemopoetickych organu - jde o tzv. hemopoetické induktivni mikroprostredi
(HIM). Bunééné elementy HIM tvori monocyty/makrofagy, endotelie, retikuldrni
bunky aj. umisténé v extracelularni matrix. Teprve souhrou vsech téchto faktorii
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je umoznéna normalni hemopoéza. Poruchy na trovni kmenovych bunék a/nebo
HIM mohou vyustit v nejriznéjsi patologické stavy (dfenové utlumy, myelofibrdzy,
myelodysplazie, akutni hemoblastézy apod.). Vyzkum v oblasti kmenovych bunek
(a nejen hemopoetickych) velmi pokrocil a dotyka se jak otazek maligniho bujeni,
tak moznosti nahrady tkani (v nasem pripadé hematopoézy) vhodné manipulovany-
mi kmenovymi prekurzory.

multipotentni
kmenova bunka

T

CFU-GEMM lymfoidni progenitor
E/Meg progenitor CFU-GM prekurzor pro-B prekurzor T/NK
BFU-Meg BFU-E monodendrit. CFU-G prekurzor pre-B
l l prekurzor /\
CFU-Meg CFU-E prekurzor prekurzor
neutrofilni fady Ba/Eo/Mast
dendrit. mono Pre Ba/Eo mastocyt. prekurzor
prekurzor prekurzor l CFU-Mast

common Ba/Eo

—

CFU-Ba CFU-Eo
Obr. 1.1 Casny vyvoj krvetvorby
Na obrizku je zndzornéna casnd hematopoéza. Jednotlivé prekurzorové busiky nejsou
identifikovatelné svételnou mikroskopii. Ze zndzornénych prekurzorii se pak diferencu-
ji zralejsi elementy v podobé proerytroblastii, promegakaryoblastii, myeloblastii a ele-
menti T, B nebo nulovych lymfocytii. Rovneéz jsou zndzornéna casnd stadia diferenciace
mastocytdrni a dendritické linie. Kmenové buriky se déli asymetricky — v jednu identic-
kou kmenovou buriku (self renewal) a v committed cell (buriku s dalsi diferenciaci). Tak
je udrzovina zdsoba (pool) kmenovych bunék i diferenciace hematopoézy.
CFU - colony forming unit, BFU - burst forming unit, GEMM - granulocytdrni, ery-
troidni/megakaryocytdrni, monocytdrni, GM - granulocytdrni a monocytdrni, T/NK
- T a NK lymfocyty, Meg — megakaryocytdrni

Kmenové bunky hematopoézy Ize studovat fadou metod, nejptinosnéjsimi jsou
riizné kultiva¢ni metody in vitro, kdy se vyuziva jednak rizné komponovanych kul-
tivacnich médii, a pak i sledovdni odpovédi na nejriiznéjsi rustové faktory a/nebo
jejich kombinace. Kazdy rustovy faktor se vaze na specifické receptory, exprimované
na povrchu rtiznych hematopoetickych prekurzort, a tim je dana specificnost jeho
pusobeni. Mezi ristové faktory hemopoézy patii interleukiny (IL) - IL-2, 3, 4, 5, 6,
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7,9, 11, 12, 15, déle erytropoetin (EPO), trombopoetin (TPO), GM-CSF (granulo-
cytarni a makrofagové kolonie stimulujici faktor), G-CSF (granulocytarni kolonie
stimulujici faktor) c-kit ligand neboli stem cell factor (SCF) a fada dalsich. Nekteré
z rustovych faktoru se jiz vyrabéji rekombinantni technologii (vnesenim gent ko-
dujicich tyto faktory, do vhodnych bunék v tkanovych kulturach) a jsou uzivany
lé¢ebné (napt. EPO, TPO a jeho analoga, G-CSF).

Kmenové bunky, kultivované ve vhodnych médiich, se mohou dale zkoumat na
ultramikroskopické trovni, pritokovou cytometrii s eventualnim cell-sortingem
(ptistrojovym sbérem zvolenych elementt), transfekci do vhodnych linii pokusnych
zvirat, sledovanim aktivace riznych gent detekci specifickych mRNA (messenger
ribonukleovych kyselin), multi-array analyzou (sledovanim aktivace mnoha gent
najednou) apod. Jisté struktury na povrchu (v bunééné membrané) jednotlivych rad
nam mohou pomoci v detekci diferenciace téchto elementt. Jsou to nejcastéji tzv.
CD znaky (clusters of differentiation). Napriklad CD2 je znakem T lymfocytt, CD19
B lymfocytt, CD14 monocytt, CD15 granulocytti, CD16 NK bunék a glykoforin A
erytroidni fady (CD235a). Pro kmenové bunky je charakteristickym znakem CD34.
Vice jak 99 % drenovych elementt je CD34 negativnich, avsak jen urdita ¢ast CD34
pozitivnich bunék predstavuje nezralé kmenové bunky. O CD znacich blize viz ka-
pitola o flow cytometrii.

Mechanizmy vedouci jednak k nutnému samoobnovovani poolu multipotentnich
bunék a na druhé strané vedouci k diferenciaci v ,,committed cells“ jsou jen ¢astecné
znamy a jejich presnéj$im poznanim by mohlo dojit k pokroku v diagnostice i lécbé
napt. v oblasti hemoblastéz nebo dfenovych utlumi.

V soucasnosti zaznamendvame vyrazny posun v poznatcich o hierarchii krve-
tvorby, napf. se zd4a, Ze kmenové bunky pro makrofagy a dendritické bunky lze dete-
kovat v ¢asnych fazich lymfoidniho (nemyeloidniho) vyvoje.

1.3 Tvorba a vyvoj cervenych krvinek (erytropoéza)

Erytropoéza vychazi ze spole¢né linie (kmenové bunky) s megakaryopoézou a dale
samostatné postupuje od BFU-E (burst forming unit-erythropoesis) pres CFU-E
k jiz morfologicky diferencovatelnym proerytroblastiim. Dal$i maturace pak probi-
ha pres bazofilni, polychromatofilni a oxyfilni erytroblasty k bezjadernym retikulo-
cytim, které jsou vyplavovany z kostni dfené do periferni krve. Jaderné erytroblasty
se v periferni krvi objevuji pouze za patologickych stavii (vystupniovana hemoly-
za, velké ztraty krve, akutni i chronické hemoblastozy, metastazy do kostni dfené
apod.). Celkové jsou erytropoéza a zralé erytrocyty oznaCovany pojmem erytron.
V erytronu je udrzovana dynamickd rovnovaha mezi zdnikem a tvorbou cervenych
krvinek. Hlavnim regula¢nim proteinem erytronu je v ledvinach produkovany ery-
tropoetin (EPO). Za patologickych okolnosti miZe nerovnoviaha v tomto systému
vést k anémii nebo erytrocytoze. Nejcasnéjsi identifikovanou bunkou erytronu je
tzv. BFU-E (burst forming unit-erythroid). Tyto erytroidni prekurzory pti kulti-
vaci in vitro vytvareji velké kolonie (proto burst = vybuch) dobfe hemoglobinizo-
vanych erytroblasttl. Zpocatku je tento rust nezavisly na erytropoetinu, ale je zcela
zavisly na IL-3, pozdéji smési cytokintt EPO, TPO, GM-CSF a stem cell faktoru. De-
taily regulace proliferace a diferenciace BFU-E nejsou presné znamy. Morfologicky
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se jednd o velmi nezralé blasty, mnohdy s pseudopodickymi vybézky, vysokym
nukleo/cytoplazmatickym pomérem a vyraznymi nukleoly. BFU-E se postupné di-
ferencuji v CFU-E (colony forming unit-erythroid). Jsou to ponékud zralejsi blasty,
jejichz proliferace je plné zavislda na EPO, a nesou na svém povrchu cetné receptory
pro EPO. Pti pokusech na zviratech vedla anemizace k expanzi po¢tu CFU-E a na-
opak polytransfuze k vyrazné redukci CFU-E paralelné s koncentraci EPO v krvi.
Proerytroblast je prvni identifikovatelnou bunkou pomoci svételné mikroskopie.
Proerytroblast md asi 14-20 um v priméru, jadro s relativné hrubsim chromatinem
(oproti myeloblastim a lymfoblastim), v cytoplazmné jsou ultramikroskopicky pro-
kazovany znamky pocinajici syntézy hemoglobinu, ¢etné ribozomy a pocinajici
struktury Golgiho komplexu. V bunkach je pritomen feritin jak difuzné, takiv po-
dobé organel, nazyvanych siderozomy. Cytoplazma proerytroblastu je syté bazo-
filni, nékdy vytvari pseudopodie, nékdy s projasnénim u jadra (Golgiho komplex)
a jadro tvori vice nez 80 % plochy bunky. Bazofilni erytroblast je ponékud mensi
nez proerytroblast (cca 12-17 um), vykazuje zmensujici se nukleo/cytoplazmaticky
pomér a hrubsi strukturu jadra vétSinou bez nukleoltl. Cytoplazma ztistava syté ba-
zofilni, i kdyz tato bazofilie muzZe jiz byt méné napadnd. S pokracujici diferenciaci
dochazi k progresivhimu zmens$ovani a pyknotizaci jader erytroblastti a postupné
zméné barvy cytoplazmy od bazofilni (syté modra) pres polychromatofilni (§pinavé
$ediva) az po ruzovou pii barveni podle Maye-Gruenwalda-Giemsy. Zména barvy
cytoplazmy souvisi s naristem hemoglobinu a redukci ribozomalnich komplext
ve zrajicich erytroblastech. Polychromatofilni erytroblasty jsou poslednim vyvo-
jovym stupném erytropoézy schopnym déleni. Jadro je jiz vyrazné kondenzovano
a cytoplazma Spinavé $eda. Velikost této bunky se pohybuje v rozmezi 12-15 pum.
Ortochromni (také oxyfilni) erytroblasty jiz nejsou schopny déleni, jadro je sil-
né pyknotické, malé a jiz v ném neprobihd syntéza deoxyribonukleovych kyselin
(DNA). Oxyfilni (ortochromni) erytroblasty jsou nejmensimi elementy erytropoézy
(8-12 pm), jejich velikost se téméf blizi zralym erytrocytlim. Ortochromni ery-
troblasty vSak nejsou plné hemoglobinizovany, a proto jejich oxyfilie nedosahuje
intenzity, jakou vidime u zralych erytrocytt. Extruzi jadra, coz je aktivni proces za
ucasti aktinovych filament, se oxyfilni erytroblast déle vyviji v retikulocyty. Retiku-
locyty jsou ponékud vétsi nez normalni erytrocyty (normocyty) a maji nepravidelny
tvar, coz je zvlasté dobre detekovatelné ultramikroskopicky. Retikulocyty maji za-
chovanou jistou moznost aktivniho pohybu, coz se povazuje za dtilezité pti prechodu
téchto bunék pres endotelidlni pory dienovych sinusoid do periferni krve. V retiku-
locytech jesté probiha syntéza hemoglobinu a nékteré dalsi metabolické pochody,
které nejsou prokazatelné ve zralych erytrocytech zvanych normocyty. Nékterymi
supravitalnimi barvenimi (napt. brilliant kresylovou modii - blize viz pfislusna ka-
pitola) lze ve svételné mikroskopii zobrazit v retikulocytu pritomnou ribozomalni
RNA jako tzv. ,substantia reticulofilamentosa®. V retikulocytu v$ak postupné do-
chazi k degradaci RNA ribonukledzami a jinymi enzymy, které jsou napriklad blo-
kovany pti otravé olovem. RNA bloky jsou pak viditelné pfi normalnim barveni jako
bazofilni teckovani (mtizeme je vSak vidét i u rady jinych zavaznych poruch krve-
tvorby). Normalni retikulocyty vykazuji asi 0 20 % vétsi objem nez normocyty. Nor-
mocyty jsou bikonkavni bezjaderné bunky, nemajici vlastni proteosyntézu. Méfi asi
7 um v priméru a vykazuji vysoky pomér povrch/objem, coZ je vyhodné pro jejich
hlavni funkci - prenaset do tkani kyslik. Pro normalni erytropoézu jsou nezbytnou
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nutnosti aminokyseliny, Zelezo, vitaminy B,,, B, a kyselina listova a nékteré dalsi
stopové prvky. Pri tézké podvyzivé (hladovéni, mentalni anorexie, kachexie) tak re-
zultuje anémie z kombinovaného deficitu uvedenych latek.

Zelezo je biogenni prvek, ktery se vyskytuje prakticky ve viech zivych organiz-
mech. Najdeme je v jednobuné¢nych organizmech (kvasinky, bakterie), v bunikach
rostlin a v télech bezobratlych i obratlovct az po savce. Je tomu tak proto, ze atom
zeleza je schopen velmi snadno vazat i uvolnovat elektron, a tak ménit své mocenstvi
z dvojmocné feroformy na trojmocnou feriformu a naopak. Zelezo se ze vsech bio-
gennich kovi vyskytuje v organizmu v nejvy$sim mnozstvi, coz obndsi asi 35 mg/kg
u zen a 45 mg/kg u muzt. Nejvétsi podil celkového mnozstvi Zeleza v organizmu je
obsazen v hemoglobinu (60-70 %), asi 10 % je souc¢asti myoglobinu, cytochromt a ji-
nych enzymt, asi 20-30 % tvori zdsobni pool v podobé vazby na feritiny, méné nez
1 % je obsazeno v cirkulujicim poolu v krvi. Vedle své nejznaméjsi funkce transportu
kysliku plni zelezo i fadu dalsich vitalnich funkeci - je nutné pro syntézu nukleovych
kyselin (DNA i RNA), syntézu rady proteint, Gcastni se fizeni bunééné proliferace
a diferenciace a apoptdzy, je nutné pro syntézu myelinu a formovani dendritt neuro-
nu, coz se odrazi v ovliviiovani pochodt uéeni a paméti. Pozornost rady védeckych
tymi je upfena na tlohu Zeleza v procesech starnuti tkani, neurodegenerace, malig-
niho bujent, aterosklerézy a role Zeleza v imunitnim systému. Zelezo je v krevnim
proudu vazano na bilkoviny. Z nejvétsi ¢asti jde o transportni protein transferin.
Molekula transferinu vdze dva atomy trojmocného Zeleza Fe***. Denné dochazi k ob-
ratu asi 25 mg Zeleza v krvi. Za normalnich okolnosti je transferin saturovan pouze
asi ze tretiny své vazebné kapacity. Pti nedostatku Zeleza saturace transferinu kle-
s4, naopak pri pretizeni organizmu Zelezem stoupa. Pfi rozvoji anémii chronickych
onemocnéni dochdzi nejéastéji k poklesu koncentrace sérového zeleza i transferinu
(transferin je negativni reaktant akutni faze), takze saturace transferinu muaze byt
normadlni nebo mirné snizena (zalezi na vzajemném poméru poklesu Zeleza i trans-
ferinu). Molekula transferinu obsahujici zelezo ma vysokou afinitu ke specializo-
vanym receptoriim, lokalizovanym na bunéénych membrandach s nejhustsi expresi
na bunkach hemopoézy. Byly jiz popsany 2 typy transferinovych receptori (TfR)
- TfR a TfR2.

Zasobni zelezo je v bunikdch ulozeno ve formé feritinu. U vétsiny obratlovct je
feritin tvoren dvéma typy podjednotek, ozna¢ovanych jako L (light, liver) a H (heavy,
heart) feritin. Tyto podjednotky se organizuji do schrének, z nichz kazda je slozena
ze Ctyfiadvaceti molekul L nebo H feritinu. Feritinové schranky jsou schopné ka-
zda pojmout nékolik tisic atomt Fe***. Jednotlivé feritiny se od sebe lisi zastoupe-
nim L a H podjednotek a jsou ozna¢ovany jako izoferitiny. H feritin je feroxidaza
a jeho aktivita usnadnuje rychlou inkorporaci atomu Fe do feritinovych komplext
a na druhé strané je toto Zelezo rychleji z feritinu uvolnovano. Izoferitiny, bohaté
na L podjednotky, prijimaji Fe pomaleji a déle jej skladuji. Jednotlivé tkané a or-
gany se li$i zastoupenim exprese a translace mRNA pro L a H podjednotky feriti-
nu. TfR a feritin predstavuji dva hlavni proteiny regulace buné¢né homeostazy
Zeleza. Pri negativni bilanci Zeleza (poruchy vstfebavani, chronické krevni ztraty,
gravidita apod.) se postupné rozviji karence tohoto prvku. Nejprve dochazi k deple-
ci zeleza v zdsobach monocyto-makrofagového systému (MMS), pak klesd saturace
transferinu pod 15 % jeho celkové vazebné kapacity a soucasné stoupa i koncen-
trace transferinu v krvi. Po vycerpani zasob Zeleza v MMS 1i sniZeni jeho obsahu
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