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TERAPEUTICKE INDIKACE | KYMRIAH® {tisagenlecleucel) je indikovéan k 16Ebé&'

o pediatrickych a mladych dospéljich pacientd do 25 let véetné s B lymfocytdmi akutnf lymfoblastickou leukemif (ALL), 0 KYI v I R I ﬂ I-I

kterd je refrakternt, v relapsu po transplantaci nebo ve druhém nebo pozd&j3im relapsu, tisagenlecleucel) 2eresen.
* dospélyich pacientii s relabujicim nebo refrakternim difuznim velkobun&¢nym B-lymfomem (DLBCL) po dvou nebo vice linifch systémové terapie, ( g ) or V [nusion
« jeindikovdn k 1écbé dospélyich pacientd s relabujicim nebo refrakternim folikuldrnim lymfomem (FL) po dvou nebo vice linifch systémové terapie.

llustrativnf foto. Nejednd se o skute¢ného pacienta.

v Tento l6ivy pripravek podléhd dalsimu sledovani, To umoZnf rychid ziskdnf novich informacf o bezpetnosti. Z4ddme zdravotnické pracovniky, aby hidsili jakakoli podezfent na neZ4douc dginky.
Podrobnosti o hldSent neZ&doucich gink(i viz SPC bod 4.8.

Tircend Informace o piipravku © Kymriah 1,2 < 10° - 6 = 10" bundk Infuzni disperze » SloZenf; Zeifief /itka: Tisagenlekleucel - autologn! Tymocyly genetioky modifikovand k expresi ant-CD19 chimérického antigennho receptoru
(Zvotaschopné GAR pozitivni T-ymfocyty). Indikaee: Pripravek Kymriah je indikovéin k |6h# pediatrickych a mladyich dospélych pacienti do 25 let vietnd s Bymiocytdmi akutni lymfoblastickou leukemi (ALL), kterd je refraktemi, v relapsu po
transplantaci nebo ve druhém nebo pozdzjim relapsu, k I€Ehe duspélinh pacientd s relabujicim nebo refrakternim d'rfuzm’mvelknbunéﬁnﬁm Bymfomem (DLBCL) o tvou nebo vice linifch systémuvéterapieakléﬁbé dospélich pacientd s relabujicim
neho refrakiemim folikuldmim lymfomem (FL) po dvou nebo vice liniich systémové terapie. Dévkovani: Pripravek Kymriah must byt poddvan ve zdravotnickem zafizen s aprdnEnim k téta l6Sha, L6tha md bjt zahdjena pod vedenim a dohledem
zdravotnickeho pracovnika, ktery md ZkuSenast s 162hou hematologickych malignita e vySkolen pra podani pripravku Kymriah a peci o pacienty Iécené timto pipravkem. Pred poddnim infuze musf byt pro pacienta k dispozici tacilizumab pro pouzitt
v pripadé syndromu z uvolnénf cytokind a vybavenf pro emergentnf pédl. Zdravotnické zaFizenf musfmit v rozmezf 8 hudm pristup k dal$im dévkam toclizumabu., Pripravek Kymriah & ugen pouze pro autologni pout, Damn/upeo’/ama('ydr
am/adyo‘} dospélieh pacienti s Blymfocytmi ALL: Pacienti s t8lesnou hmotnost 50 kg a méng; 0,2 aZ 5 x 10° Zvotaschopnych CAR puznwmuh H Iymfucytu/kllugram télesné hmotnost, Pacienti s télesnou hmotnost nad 50 kg; 0,1 aZ
2,5 % 10" Zvotaschopnych CAR pozitvnich THymfocytt (neni zaloZena na télesné hmotnost). Dk ua’ospe/ydl pacients s DLBCL 2 HL-0,6 a7 6 = 10° zvotaschopnych CAR pozitivnich Tymfocyt (neni zalozeno na lesné hmotnost).
Prao minimalizaci potencialni akutniveakcg na infuzise doporuguje, aby byl pacienti premedikovini paracstamolem a ifenhydraminem nebo jingm H1 antihistaminikem piiblizng 30 a7 B0 minut pfed podénim infuze pripravku Kymriah. Kortkosteroidy
se nemajf nlkdy uZfvat s vyjimkou Zvot ohroZujicho stavu, Konfraindikacs: Hypersenzitivita na Iétivou I4tku nebo na kieroukoll pomocnou latku. Must byt zvéZeny kontralndikace Iymfodepletnf chemoteraple. ZviaSti upozomini/ opatfani: Aby se
ZlepSia sledovatelnost, md byt uchovévan ndzev pripravku, Bislo SarZe a jméno pacienta po dobu 30 let. Infuze pFipravku Kymriah ma byt pozdrZena, pokud mé pacient jakykoliv z ndsledujicich stavd: nevyteSend zévané neZdouc Gtinky (zejména
plicni reakce, srdetni reakog nebo hypotenzi) z predchazich chemoterapii, aktivni nekontrolovand infekee, akumi reakee Stépu proti hostiteli, viznamné klinické zhorSent ndorové zitéZe leukemie nebo rychid progrese lymfomu po lymfodepletni
chemoterapii, Zdravotnicti pracovnici, ktefi poddvaji pripravek Kymriah, musf po I68b u pacient sledovat znmky a pFiznaky infekcf a v pripadé potfeby je vhodnd I6cit. Pacienti légeni pFipravkem Kymriah nemajf darovat krev ani poskytovat svoje
orgédny, tkané nebo bufiky. Po podénf infuze pripravku Kymriah byl Sasto pozorovdn syndrom z uvolngnf cytoking, vEetng fatainich nebo Zivot ohroZujicich stavd. Ve vtSing pripad doSlo k rozvoji syndromu z uvolnnf cytokin mezi 1. a7 10. dnem
gmedién doby néstupu 3 dny) po podaniinfuze pFipravku Kymriah u pediatrickyieh a miadych dospélych pacientd s BAymfocytimi ALL, mezi 1. a2 9. dnem (medidn ndstupu 3 dny) po infuzi Kymriah u dospéych pacientt s DLBCL a mezi 1. aZ 14. dnem

medidn ndstupu 4 dny) po infuzi Kymriah u dospélych pacientti s L. Median doby do vyfeseni syndromu z uvolngni cytokind byl 8 dnil u pacientt s BHymfocytami ALL, 7 dniu pacientil s DLBCL a 4 dny u pacientil s FL. Pfi podavanf pripravku Kymrizh
s Sasto vyskytuji neurologické nezddoucr Ginky, zejména encefalopatie, stav zmatenosti nebo delirium. Vét§ina neurologickych nezédoucich tinki se objevila béhem 8 tydnd po podéniinfuze pipravku Kymriah a byly prechodné. Pacient s aktival
nekontrolovanou infeker nemajf zahajovat [68bu pripravkem Kymriah, dokud nenf infekce zcela vyTeSena. Po podani infuze pripravku Kymriah se u pacientt Gasto vyskytly zavazné infekce, vietng Zivot ohroZujicich nebo fatalnich infike Pacienti majibyt
sledovani pro zndmky a pfiznaky infekce. Po podani infuze pripraviu Kymriah byla u pacient Gasto pozorovana febrilni neutrapenie, kterd miiZe probihat soub&zné se syndromem z uvolngnf cytokind. Gytopenie se miiZe projevovat pa dobu nékolika
tydnd nésledujicich po ymfodepletini chemoterapii a paddni infuze pripravku Kymriah. U pacientt [é8enych pripravkem Kymriah se mohou vyvingut sekunddmi malignity nebo recidiva jejich rakoviny. *Po Ig&b hematologickych malignit T-ymfocyty
$ CAR zaciené na BCMA nebo CD19, véetné pripravku Kymriah, byly hlaSeny malignity T-ymfocytd, Malignity T-Hymfocytd, vieing CAR pozitivnich malignit, byly hiaSeny niékolik tydnd aZ let po Iégbe Tymfocyty s CAR zacflend na CD19 nebo BCMA.
Vyskytly se fatalnf reakce. ™ Kvili sekundamim malignitdm maji byt pacienti celoZivoing sledovani. Hypogamaglobulinemie a agamaglobulinemis se mohou vyskymout u pacientil po podani infuze pFipravku Kymriah. Po 166bé pfipravkem Kymriah je
tfeba monitorovat hladiny imunoglobulind. Prilezitosing byl pozorovan TLS, ktery miiZe byt zavazny, Pro minimalizaci rizika TLS maji pacienti se zvSenou hiadinou kyseliny motiové nebo s vysokou ndtorovou z4ti7 pred podanim pripravku Kymrish
dostat alopurinol nebo altemativni profytax!. Nedoporuguje se, aby byl pacienttim poddn pFipravek Kymriah béhem 4 mésicd od alogenni transplantace kmenovych bungk, Leukaferéznf materidl od pacientil pozitivné testovanych na HBY, HCY a HIV
nebude akceptovan pro wrobu pripravku Kymriah, Pripravek Kymriah se nedoporutuje, pokud mé pacient relabujicr CD13-negativn leukemii po predchozi anti-CD19 terapil. Tento [68ivy pripravek obsahuje pomocné létky dextran a dimethylsulfoid
(DMSD). Kazdd z téchto pomacnych latek miiZe po parenterdinim podéni zplsobit anafvlaktickou reakei po parenterdlnim podéni. Pacienti, kterym nikdy dfive nebyl podan dextran a DMSO, majf byt peglivé sledovani behem prvnich minut infuze.
Interakge; Vakcinace vakciami se nedoporutuje alespoii 6 tydni pred zatatkem lymfodepleGni chemoterapie, béhem IChy pFipravkem Kymriah a do zotavenf imunity po l66bé pifpravkem Kymriah. Téhotenstvi a keleni: Pred zahdjenim I6cby
Pripravkem Kymriah j& nuné Zendm ve fartiinim véku provést tehotensky test. Poddvani pripravku Kymriah se v t8hotenstvi a u Zen ve fertilnim véku, které nepouzivajf antikoncepci, nedoporuzuje. Téhotenstvi po ukondenilégby pripravikem Kymriah md
byt diskutovano s oSetfujicim lékarem, Vliv na fizani vozidel a obslubu stroji: P¥ipravek Kymriah mé vyramy viiv na schopnost Fidit a obsluhovat stroje. Vzhledem k moznému rozvaji neuralogickych nezadoucich Geinkd, véetns zmanéngho dusevnho
stavu nebo epileptickyoh zAchvat), jsou pacienti, ktef7 dostévajf pripravek Kymriah, vystaveni riziku zmén&ného nebo snizeného vidomi nebo zirdty koordinace a musi s zdrZet Fizeni nebio obsluhy t87kych nebo potencidlng nebezpegnych strojd po
tobu 8 tydnii po podénf infuze. NeZadouef Inky: Velmi Gast?: infekee neznamého pivodu, virové infekee, bakterialnf infekee, anemie, febrilnf neutropenie, neutropenie, trombocytopenie, syndrom z uvolnéni cytokind, hypogamaglobulinemie, snizend
chut k jfdlu, hypokalemie, hypofosfatemie, bolast hlavy, encefalopatie, tachykardie, krvaceni, hypertenze, arytmie, hypotenze, kasel, dyspnoe, hypoxie, prijem, nauzea, 2vraceni, zdcpa, bolest bricha, vyrdzka, artralgie, muskyloskeletdni bolst, akutni
selhanf lecvin, pyrexde, dnava, atok, bolest, sniZenj podet lymfocyt, snizeny podiet leukacytd, snizend hiadina hemaglobinu, snifany poget neutrofll, snizeny potet trombocyti, zvjSené hodnoty jatemich enzymd. Casté: mykoticke infekee,
hemofagocytujici lymfohistiocytdza, leukopenie, pancytopenie, koagulopatie, lymfopenie, reakce na infuzi, reakee $tEpu proti hostiteli, hypomagnezemie, hypoalbuminemie, hyperglykemie, hyponatremie, hyperurikemie, hyperkalcemie, syndrom
nédorového razpadu, hyperkalemie, hyperfosfatemie, hypematremie, hyperferitinemie, hypokalcemie, aneta, delirium, poruchy spanku, Zawrats, perifemi neuropatie, es, motarickd dysfunke, epileptické zachvaty, poruchy redi, neuralgie, rakove
postizeni, srdedni selhan, srdetin zAstava, flbrlace sinf, trombdza, syndrom apllémiho tniku, orofaryngedini bolest, plicni edém, nazalni kangesce, pleurdnfvypatek, tachypnoe, stomatfida, brSnf distenze, sucho v Ustech, ascites, hyperbilrubineme,
pruritus, erytém, hyperhidréza, noénf pocent, bolest zad, myalgle priznaky podobné chfipce, astenie, syndrom multiorgdnové dysfunkce zimnice, 2v§8ené hodnoty bilirubinu v krvi, sniZend télesnd hmotnost, snizend hladina fibrinogenu v krvi, zvSené
hodnaty mezindrodniho normalizovaného pomén, zviSend hiadina D-dimerd, prodlouZeny aktivovany parcidlni tromboplastinovy Gas, prodlouzen§ protrombinavy Gas. Jaisy neZddouci llanky vz tpind informace o /zi/p/avk/ Podminky
uchovévani: Pripravek uchovavejte a prepravujte pri teploti < -120 °C, napk. v nddobg pro kryogenni uchovévant v plynné féu kapalngho dugiku a musf z0stat zmrazen, dokud nenf pacient pripraven k 16508, aby bylo zajiténo, 76 pacientovi jsou
podany Zvotasehopné buiiky. Po rozmrazeni znovu nezmrazujte. Nostupnd Iékov formy, velikost baleni: 1,2 = 10° - 6 = 10° bunék infuznf disperze (1 nebo vice infuznich vaké (10 - 50 ml)) Aoznéimia: Diiie neZ lék piedepiSate, piactéte si
peclivé toinou informaci o pijpravku. Reg. Sislo: EU/1/18/1297/001. Datum registrace; 23.8.2018. Datum posledni revize textu SPC: 1.8.2024. DrZltel rozhodnuti o reglstrack Novartis Europharm Limited, Vista Building, Elm Park, Merrion
Road, Dublin 4, Irsko. Vylej pripravku je vézan na lékafsky predpis, Ghrada pripravku dosud nebyla stanovena. *V§imnéte si progim zmany (zmén) vinformacich o Iégivém pripravku.

REFERENCE: 1. Kymriah 1,2 = 10° - 6 = 10" bunik infuznf disperze. Souhrn ddajd o Ig&ivém piforavku, datum revize texiu; 1. 8. 2024,

' Novartis s. r. 0., Na Pankraci 1724/129, 140 00 Praha 4
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Predmluva

Od vydani dosud jediné ¢eské monografie Détska
hematologie uplynulo v roce 2024 dlouhych 67 let.
Trio tehdejsich autord Otto Hrodek, Jifi Janele
a Miroslav Mitera zminuje v uvodu k monografii
z roku 1957 vznik nového oboru détska hematolo-
gie, ktery se c¢aste¢né oddélil jak od pediatrie, tak
od hematologie dospélych. Nékteré krevni choro-
by se vyskytuji pouze v détstvi, jiné naopak v této
vékové kategorii zcela chybi nebo maji odlisnou
biologii a prognézu ve srovnani se stejné se na-
zyvajicim onemocnénim dospélych. Padesatd léta
minulého stoleti, ve kterych byla zakladateli oboru
détskd hematologie v Ceské republice profesorem
Hrodkem a docentem Janelem napsana prvni mo-
nografie, pfinesla pokrok v morfologické a imu-
nohistochemické diagnostice krevnich onemoc-
néni i v rozdifujicim se portfoliu koagula¢nich
vySetfeni. LéCebné moznosti zavaznych krevnich
onemocnéni byly u déti omezené. Aplastickd ane-
mie se 1é¢ila transfuzemi krve, kortikoidy prodlu-
zovaly intervaly nezbytnych prevodu. Vyléceni
dosazenim spontanni regenerace krvetvorby bylo
vyjimecné. U déti s akutni lymfoblastickou leuke-
mii byla jiz pouzivana prvni objevena cytostatika,
metotrexat a merkaptopurin i kortikoidy, vedouci
k transientnim remisim, vylé¢eni prvnich pacien-
ti bylo jesté vice nez dekadu vzdalené. Progndza
nehodgkinskych lymfomt (nazyvanych lymfosar-
komy a retotelosarkomy) byla ,,naprosto infaust-
ni‘ V 1é¢bé hemofilie ,,mély v obdobi krvaceni
vedle tplného klidu na ltizku nejvétsi vyznam pre-
vody Cerstvé krve a Cerstvé nebo Cerstvé zmrazené
¢i lyofilizované plazmy® Recidivujici krvaceni do

kloubti zanechavalo tézké kloubni deformity ve-
douci k invalidite.

Co se za vice nez pul stoleti od napsani prvni
monografie v détské hematologii zménilo? K mi-
kroskopu a zékladnim koagula¢nim vySetfenim
pribyly pocitace krvinek, generujici fadu detail-
nich informaci o jednotlivych krevnich elemen-
tech, automatizace zrychlila a rozsitila diagnostiku
koagula¢nich poruch, metody imunofenotypizace,
nadorové cytogenetiky a molekularni biologie de-
tailné klasifikuji nddorovd onemocnéni, detekuji
minimalni rezidudlni nemoc, podle jejiz vyse se
fidi individualni lé¢ebny postup, diagnostikuji zna-
ma vrozena onemocnéni a nachazeji nové varianty
genu spojenych s rozvojem krevnich onemocnéni
¢i predisponujicich ke vzniku krevnich malignit.
Portfolio novych 1éku se stale rozsifuje. Cytostati-
ka jsou v 1é¢bé nadord dopliiovana i nahrazovana
monoklondlnimi protilatkami a léky cilené zasa-
hujicimi zménéné bunécéné drahy. Transplantace
krvetvornych bunék se stala rutinni, i kdyz nadale
velmi naro¢nou metodou 1é¢by selhani kostni dre-
né aleukemii, u kterych se uplatnuje i genova lécba.
Déti s aplastickou anemii a akutni lymfoblastickou
leukemii maji vice nez 90% $anci na uplné vyléceni.
Sance na vylé&eni déti s nehodgkinskymi lymfomy
presahuje 80 %, u pacienti s Hodgkinovymi lymfo-
my se pii pfiznivé reakci na inicidlni chemoterapii
opousti radioterapie s cilem snizit pozdni nasledky.
Hemofilici prozivaji stejné détstvi jako zdravé déti,
sportuji, nemocnici navstévuji pouze k ambulant-
nim kontroldm. Casné zahajend profylaktick4 lé¢ba
modernimi rekombinantnimi faktory a monoklo-
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nélnimi protildtkami je prevenci krvaceni a zméni-
la jejich Zivoty.

Profesor Hrodek zalozil v roce 1985 pracovni
skupinu détské hematologie Ceské republiky, ktera
zavedla jednotné diagnostické a lé¢ebné pristupy
k vybranym onemocnénim a setkava se na pravidel-

nych semindfich a vyro¢nich konferencich. Pred-
klddana monografie je spolecnym dilem kolektivu
autori z pracovist v Praze, Olomouci, Brné a Plzni.
Stejné jako autofi prvni monografie doufame, Ze
dame studentiim a pediatram v praxi voditko pro
jejich praci a pro dal$i rozvoj détské hematologie.

Prof. MUDr. Jan Stary, DrSc.

Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK
a FN Motol, Praha

Praha, kvéten 2024
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1  Fyziologie a patofyziologie krvetvorby

Emanuel Necas

Hematopoeza (krvetvorba) je vysledkem cinnosti
krvetvorné tkané, ktera stale obnovuje své bunéc-
né slozeni. Stala je jen populace kmenovych bunék
a podpuirné stroma.

7 7

Krev predstavuje ,tekuty“ organ, ktery plni
fadu funkci. Propojuje vzdjemné vSechny casti téla
a zaroven prostrednictvim plic, travictho ustroji,
ledvin a ktze je spojuje i se zevnim prostfedim.
Mezi zékladni funkce bunécné casti krve patii
transport krevnich plynt, Gcast na funkcich imu-
nitniho systému, udrzovani tekutosti krve a integri-
ty cévniho systému. Tyto funkce krve jsou zavislé
na ¢innosti cirkula¢niho apardtu. Pfi udrzovani te-
kutosti krve a integrity cévniho systému ma dalezi-
tou tlohu krevni plazma a jatra, ktera jsou zdrojem
vétsiny jejich proteint.

Poruchy funkce krve spocivaji v nedostatku
nebo nadbytku krevnich bunék a proteint plazmy
nebo v jejich nedostate¢né funkci. Pfi¢inou jsou
bud vrozené patologie, vétsinou geneticky podmi-
néné, nebo ziskanid onemocnéni, ta bud v dusled-
ku somatickych mutaci, nebo z jinych pticin, ¢asto
pak jako sekundarni diisledky jinych onemocnéni.
ProtozZe je hematopoeza zdrojem bunék imunitni-
ho systému, jsou hematologickd onemocnéni tzce
propojena s poruchami imunitnich funkei.

1.1 Buriky v krvi a Fizeni jejich tvorby

Pocet krevnich bunék a trombocyti v krvi je
vysledkem rovnovdhy mezi jejich zanikem
a tvorbou (obr. 1.1A). U granulocytd a lymfo-
cyttt mohou zmény poctu bunék v krvi zptisobit
také presuny bunék mezi krvi a jinymi organy.
Regulace poctu krevnich bunék se uskutecnuje
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zpétnovazebnymi mechanizmy, které upravuji
jejich tvorbu. Nepomér mezi zanikem a ztratami
krevnich bunék a jejich tvorbou piisobi bud sni-
zZeni jejich poctu, anemii, trombocytopenii a jiné
cytopenie (obr. 1.1B), nebo zvySeni jejich poctu,
polycytemii, trombocytemii ¢i leukocytézu (obr.
1.1C). Zvyseny zanik a ztraty krevnich bunék
mohou byt kompenzovany jejich zvy$enou tvor-
bou. Pfi chronickych poruchach se tim vétsinou
nastavuje novy rovnovazny stav, ktery je vsak na-
chylnéjsi k naruseni.

Tvorba krevnich bunék je fizena jednak na drov-
ni mikroprosttedi krvetvornych tkani, prostfednic-
tvim cytokint a chemokind, a jednak systémové
pusobicimi faktory s vlastnostmi endokrinni regu-
lace. Dobfe je zndma regulace erytropoezy hormo-
nem erytropoetinem v zavislosti na zdsobeni tkani
kyslikem a castecné regulace tvorby trombocytd
hormonem trombopoetinem v zavislosti na jejich
poctu. Tvorba granulocytd a monocytl je fizena
rastovymi faktory — G-CSF (faktor stimulujici ko-
lonie granulocytt, granulocyte colony stimulating
factor) a GM-CSF (faktor stimulujici kolonie gra-
nulocytll a makrofagl, granulocyte-macrophage
colony stimulating factor) a M-CSF (faktor sti-
mulujici kolonie makrofagt, macrophage colony
stimulating factor) a cytokiny v souvislosti se za-
nétem. Udrzovani poc¢tu lymfocyti, jejich raznych
druh, je nejméné zndmé a uskutecnuje se v ramci
imunitnich reakci.

Krevni a krvetvorné bunky maji morfologické
charakteristiky, pomoci kterych je lze rozlisit v mi-
kroskopickych natérech a preparatech. Jejich rozli-
$eni a charakterizaci vyznamné roz$ifuje pritokova
cytometrie.
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cytokiny (imunitni regulace)

Krevni buiiky a trombocyty v krvi
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Obr. 1.1 Buriky a trombocyty v krvi

(na ndvrh autora graficky zpracovala Mgr. Katefina Faltusova, Ph.D.)
EPO — erytropoetin; G-CSF — granulocytarni kolonie stimulujici faktor, granulocyte colony stimulating

factor; IL — interleukin; TPO — trombopoetin

1.2 Transkripcni faktory a genova exprese
v diferenciaci a funk¢ni specializaci krevnich
bunék
Tvorba krevnich bunék spociva v proliferaci, dife-
renciaci a funkéni maturaci bunék. Tyto déje jsou
vysledkem fizeni exprese gentl transkripénimi fak-

tory, specifickymi proteiny, které spolu s dal$imi
proteiny a stavem chromatinu aktivuji nebo tlumi
specifické geny, jejichz produkty ovliviiuji prolife-
raci, diferenciaci a maturaci progenitort a prekur-
zortl krevnich bunék. Transkrip¢ni faktory udrzuji
i stav plné diferencovanych jadernych krevnich



bunék a idi jejich funkci v imunitnich déjich a pfi
hojeni tkanovych poskozeni. Specifické transkrip¢-
ni faktory ptisobi v rtiznych fazich vzniku krev-
nich bunék, pri¢emz zalezi jak na jejich mnozstvi,
vzéjemném poméru i na trvani jejich ptisobeni.
Zasadni vyznam pusobeni transkripénich faktort
na stav jaderné bunky je demonstrovan moznosti
zmény zralého lymfocytu v makrofdg manipulaci
jeho transkripénich faktorti. Mutace gend, které
kéduji transkripéni faktory vyznamné pro prolife-
raci, diferenciaci a maturaci krevnich bunék, jsou
etiologickym a patogenetickym mechanizmem
fady hematologickych nemoci, predev§im nemoci
onkohematologickych.

1.3 Tkané umoziujici krvetvorbu

Vznik krvetvorby, jeji organova distribuce béhem
embryonalniho, fetalniho a postnatalniho vyvoje,
jsou uréovany tkanovym mikroprostfedim (stro-
ma), které umoznuje kolonizaci kmenovymi bun-
kami, podporuje a fidi jejich populaci, a umoznuje
jejich diferenciaci a tvorbu krevnich bunék, jakoz
i jejich prestup do krve. Vztah vlastni krvetvorby
a stromatu krvetvornych tkani je specificky pro jed-
notlivy druh bunék a je oboustranny. Jeho sou¢asna
znalost je omezena na znalost nékterych kli¢ovych
rstovych faktort a bunéénych signalizaci. Nazor-
nym prikladem vztahu stromatu a hematopoezy je
embryonalni a fetalni krvetvorba a patologicka kr-
vetvorba extramedularni.

1.4 Prenatalni hematopoeza

V embryu se krvetvorba vyviji paralelné s vyvojem
cévniho a cirkula¢niho systému (obr. 1.2). Prvni
krevni bunky vznikaji extra-embryonalné ve zlout-
kovém vacku v tfetim tydnu vyvoje embrya z mezo-
dermu. Zdrojové bunky mohou mit hematogenni
i vaskulogenni potencial a predstavovat heman-
gioblasty. Prvnimi krevnimi bunkami jsou jader-
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cirkulace (srdce, cévy)

pfechodna kolonizace l
jater (do 3 mésici)

pocatecni
krvetvorba

jatra, slezina
kostni dfefi

krvetvorba
(od 4. tydne)

Zloutkovy vacek

embryo

0Obr. 1.2 Embryonélni a fetdIni hematopoeza
(na névrh autora graficky zpracovala Mgr. Katefina Faltusova, Ph.D.)
AGM — aorta-gonad-mesonephros

né erytrocyty, v podstaté erytroblasty, obsahujici
embryonalni hemoglobiny s vysokou afinitou ke
kysliku. Prvotni krvetvorba je také zdrojem makro-
fagu, pottebnych pro remodelaci vznikajicich tkani,
a také trombocytd, potiebnych k udrzeni integrity
cévniho systému. V tomto vyvojovém obdobi jsou
zdrojem erytrocytl, megakaryocyt(, monocytd/
makrofagii a granulocyt buiiky, které se diferen-
cuji z endotelu cév ve zloutkovém vacku. Krvetvor-
ba ve Zloutkovém vacku je pfechodna, prostrednic-
tvim cirkulace se rozsifi do embrya, zarodku jater,
kde je zdrojem krevnich bunék do tfetiho vyvojo-
vého mésice. Krvetvorba pochazejici ze Zloutkové-
ho vac¢ku se oznacuje jako krvetvorba embryonal-
ni, téz primitivni, oproti krvetvorbé definitivni,
kterd vznikd nezavisle ve ctvrtém vyvojovém
tydnu v casti embrya oznacované jako aorta-go-
nad-mesonephros (AGM). V oblasti AGM vznik-
nou prekurzory hematopoetickych kmenovych bu-
nék z nékterych bunék endotelu aorty v dusledku
aktivace gend, které jsou zdrojem specifickych
transkrip¢nich faktord, napt. RUNXI. Tyto prekur-
zory se diferencuji v buniky kmenové (hematopoie-
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Obr. 1.3 Vznik hematopoetickych kmenovych bunék definitivni hemato-
poezy diferenciaci bunék endotelu aorty v oblasti AGM embrya

(na ndvrh autora graficky zpracovala Mgr. Katefina Faltusovd, Ph.D.)
Runx1, Gata 2 - geny pro transkripcni faktory; 1-4 — klony kmenovych
bunék. AGM — aorta-gonad-mesonephros; HSCs — krvetvorné kmenové
burky, hematopoietic stem cells

tic stem cells, HSC), které budou zdrojem krevnich
bunék ve fetu a postnatalné béhem celého Zivota.
V kratkém vyvojovém obdobi vznikne paralelné
nékolik klontt kmenovych bunék (obr. 1.3), které
kolonizuji fetdlni jatra, slezinu a thymus. V téch-
to organech jsou HSC zdrojem rtiznych krevnich
bunék, pricemz udrzuji a zvétsuji i svoje vlastni
populace. Schopnost udrzovat vlastni populaci pri
souc¢asné produkci diferencovanych bunék umoz-
nuje dlouhodobou krvetvornou funkei téchto bu-
nécnych klont béhem fetalniho vyvoje a nasledné
i v celém postnatalnim zivoté.

Ve tfetim vyvojovém mésici se krvetvorba z fe-
dobé¢ kostni drené. Ve zralém novorozenci je zcela
prevazujicim zdrojem krevnich bunék kostni dfen
a thymus. Erytrocyty jesté obsahuji az 70 % fetdl-
niho hemoglobinu F s globinovymi podjednotkami
a, y. V krvi je vice nezralych forem granulocytu se
snizenou vybavou cytoplazmatickych granul oproti
pozdéjsim zivotnim obdobim a jsou pfitomny i ne-
zralé prekurzory granulocytii. Lymfocyty T i B jsou
prevazné naivni s individualné specifickym recep-
torem T-bunék (T cell receptor, TCR) a recepto-

rem B-bunék (B cell receptor, BCR). Vétsina téchto
lymfocytt neprodélala klonalni expanzi vyvolanou
rozpoznanim cizorodého antigenu.

1.5 Postnatalni hematopoeza

Tvorba krevnich bunék je vysledkem proliferace
a diferenciace bunék v nékolika stale se udrzujicich
bunéénych klonech v kostni dfeni. Tyto klony Ize
zjednodusené povazovat za rovnocenné: vSechny
produkuji jak krevni burnikky myeloidni (erytrocyty,
megakaryocyty), tak
i rzné druhy bunék lymfoidnich. Normalni krve-

granulocyty, makrofagy,

tvorba ma proto polyklonalni charakter. Rovno-
cennost krvetvornych kloni mize byt narusena
dominanci nékterého klonu, ktery se stane preva-
zujicim zdrojem krevnich bunék. Typickym pfi-
kladem je nadorova krvetvorba, pfi které vznikne
patologicky bunéény klon, odvozeny od nddorové
zménéné (mutované) bunky. Dominantni klon pro-
dukuje bunky paralelné s produkci bunék z klonti
normalnich, avSak ve vét$sim mnozstvi. Nadorova
krvetvorba je, na rozdil od normalni krvetvorby, ve
vét$iné pripadit monoklonalni. Nadorovy klon po-
tlacuje tvorbu krevnich bunék z klonti normalnich,
ale nenic¢i HSC. Po potlaceni patologického klonu
se proto muze obnovit polyklonalni krvetvorba.

1.6 Kmenova krvetvorna buika a progenitory
pro vyvojové vétve hematopoezy

Kmenové bunky jsou vyvojové multipotentni
schopné koneéné diferenciace do kteréhokoliv dru-
hu krevnich bunék a tkanovych makrofagu. Jejich
vyvojovy potencidl zahrnuje jak myelopoezu (tvor-
bu erytrocytt, granulocytii, monocytt, trombocy-
ti1), tak i lymfopoezu, tvorbu rtiznych typt lymfo-
cytil (obr. 1.4). Kmenové bunky soucasné udrzuji
svoji vlastni populaci sebereprodukénim délenim
bez diferenciace. Schopnost sebereprodukce HSC
(bez diferenciace) je podstatou velké regenerac-
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Obr. 1.4 Myelopoeza a lymfopoeza

(na névrh autora graficky zpracovala Mgr. Katefina Faltusova, Ph.D.)

CLP - spolecny progenitor lymfoidnich bunék, common lymphoid proge-
nitor; CMP — spole¢ny progenitor myeloidnich bunék, common myeloid
progenitor; GMP — granulocyto-makrofagovy progenitor; HSC — krvetvor-
nd kmenova burika, hematopoietic stem cells; MEP — megakaryocyto-
-erytroidni progenitor; MPP — multipotentni progenitor

ni schopnosti krvetvorné tkiné a moznosti jeji
transplantace. Kmenové bunky vSak nejsou zcela
stejné z hlediska produkovanych druht krevnich
bunék. Vedle HSC, které stejné vytvari myeloidni
a lymfoidni bunky, jsou i HSC, které jsou prevaz-
né zdrojem bunék myeloidnich nebo lymfoidnich.
Vyvojovy potencial HSC muze byt i uzsi - pro dva
druhy krevnich bunék nebo jen jeden.

Progenitory maji bud vyvojovy potencial multipo-
tentni, nebo specificky pro ur¢ity druh krevnich bu-
nék, ale nejsou schopny ¢asové neomezené seberepro-
dukce. Po transplantaci mohou byt zdrojem krevnich
bunék jen po omezenou dobu na rozdil od HSC, které
podporuji krvetvorbu dlouhodobé.

1.7 Myelopoeza a lymfopoeza
Myelopoeza alymfopoeza jsou dvé vétve hematopoe-
zy oddélené po diferenciaci jejich progenitori, kte-
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rému vsak predchdzi progenitory, které nejsou zcela
vyhranéné a az vzajemna koncentrace urcitych trans-
krip¢nich faktort a délka jejich psobeni nasméruji
bunku do lymfoidni nebo myeloidni vyvojové vétve.

1.7.1 Myelopoeza

Myelopoeza zahrnuje tvorbu erytrocytd, trombo-
cytt, granulocyttl, monocytt / makrofagti / dendri-
tickych bunék a Zirnych bunék.

Erytropoeza a funkce erytrocytii
Tvorba cervenych krvinek (erytropoeza) je domi-
nantni ¢ast hematopoezy. Erytropoeza produkuje
asi 2 miliony erytrocytd kazdou sekundu, 20 ml
erytromasy kazdy den. Erytrocyty jsou bezjaderné
bunky prakticky vyplnéné hemoglobinem. Béhem
120 dni pfitomnosti v krvi projdou asi 200 000krat
kapilarami, pri¢emz jsou mechanicky deformova-
ny. Membrana erytrocytt je zpevnénd spektrinem
ajeho vazbou na cytoskelet. Erytropoeza je spojena
se syntézou asi 6 gram@l hemoglobinu béhem jed-
noho dne, kterd potiebuje asi 20 mg Zeleza. Erytro-
poeza muize byt kratkodobé, ale i dlouhodobé né-
kolikanasobné zvysena.

Zdrojem erytrocytd jsou bunky s bipotentnim
vyvojovym potencialem oznacované jako MEP (me-

CFU-E

Obr. 1.5 Kolonie (klony) erytroidnich bunék z progenitoru BFU-E

a progenitoru CFU-E

(mikrofotografie zhotovil Ing. Tomé$ Heizer z kultivovanych bunék mysi
kostni dfené; usecka ukazuje 0,1 mm)

BFU-E — burst forming unit-erythroid; CFU-E — colony forming unit-erythroid
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gakaryocyto-erytroidni progenitory), které se dife-
rencuji v unipotentni erytroidni progenitory BFU-E
(burst forming unit-erythroid) a nasledné CFU-E
(colony forming unit-erythroid) (obr. 1.5). CFU-E
se jiz vyvojové prekryvaji s proerytroblasty. Ery-
troidni vyvojova fada zahrnuje:

HSC - MEP - BFU-E - CFU-E - proerytroblast
- bazofilni erytroblast - polychromatofilni ery-
troblast - ortochromni erytroblast - retikulocyt
- erytrocyt.

Bunky MEP jsou stimulovany rtistovym fak-
torem SCF (stem cell factor), ktery je ligandem
receptoru c-Kit. Zdrojem SCF je mikroprostiedi
krvetvorné tkan¢, endotel krevnich sinusoid, peri-
sinusoidalni bunky a osteoblasty. Mezi vyvojovym
stadiem BFU-E a CFU-E se na bunkach vyznamné
zvy$uje mnozstvi receptorli pro erytropoetin, a na-
sledné v proerytroblastech a bazofilnich erytroblas-
tech mnozZstvi receptort pro transferin. Hlavnimi
transkripénimi faktory, které fidi zmény genové
exprese podminujici erytroidni diferenciaci, jsou
GATAI, FOGI (friend of GATA) a KLF1. V kostni
dfeni je asi 25 % mikroskopicky rozpoznatelnych
jadernych prekurzort erytrocytdl, proerytroblastt
az ortochromnich erytroblasttL.

Rizeni erytropoezy erytropoetinem

Erytropoeza je zcela zavisld na erytropoetinu. Vy-
tvoreni neutraliza¢nich protilatek proti erytropoeti-
nu zptisobi tézkou aplastickou anemii. Erytropoetin
se vaZe na erytropoetinovy receptor a nitrobunécénd
signalizace vyuziva tyrozinkinazu JAK2 a trans-
kripéni faktory STAT 5 a STAT 3. Aktivovana je
i signalizace cestou PI3K/APT a RAS/MKK. Ery-
tropoetin tim zvysuje rezistenci bunék viici apoptd-
ze, zvysSuje bunécné déleni a podporuje erytroidni
diferenciaci.

Regulace tvorby erytropoetinu tkdriovym obsahem kysliku

Zdrojem erytropoetinu jsou prenatdlné jatra,
v postnatalnim Zivoté pak ledviny (pti zna¢né hy-
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poxii i hepatocyty), predevs$im intersticialni bun-
ky podobné fibrocytim v oblasti stocené casti
proximalniho tubulu v kuafe ledviny. Zpétna re-
sorpce velké ¢asti profiltrovaného natria v této ¢asti
ledvinného tubulu je spojena s velkou spotiebou
kysliku. Vyzkum fizeni produkce erytropoetinu byl
vychodiskem pro objev univerzalniho mechaniz-
mu, kterym burniky vnimaji koncentraci (,,parcidlni
tlak®) kysliku v jejich cytoplazmé. Klicovou ulohu
maji specifické enzymy, prolylhydroxylazy, které
v zévislosti na koncentraci molekul kysliku (O,)
hydroxyluji protein HIF-1 nebo HIF-2 (hypoxia in-
ducible factor 1/2). HIF jsou transkrip¢ni faktory,
které po prestupu do bunééného jadra aktivuji nebo
utlumi nékolik desitek genti. Nedostatek kysliku
stabilizuje HIF tim, ze nedochdzi k jeho hydroxyla-
ci. Koncentrace HIF v cytoplazmé a bunééném ja-
dre se proto pfi tkanové hypoxii zvy$i. V bunkach,
ve kterych miize byt gen pro erytropoetin funkéni,
urcuje koncentrace kysliku v cytoplazmé jeho akti-
vitu pfedevsim transkripénim faktorem HIF-2.

Funkce erytrocytu pii transportu kysliku z plic do tkani
Erytrocyty zvysuji schopnost krve prenaset kys-
lik asi 50krat oproti plazmé. Uvolnovani kysli-

arteridlni konec
kapilary

p,0,= 13,0 kPa ("v—en()zm' kone\c\‘,
-\ kapilary .-

0, je spotrebovavan

Q/@g \E;?pro tvorbu ATP musi

p,0,= 5,3 kPa*

byt dostatecny p0,
Obr. 1.6 Erytrocyty udrZuji vysoky p0, na vendznim konci kapildry
(na ndvrh autora graficky zpracovala Mgr. Katefina Faltusova, Ph.D.)
*p,0,je riizny v zdvislosti na pritoku krve a intenzité energetického
metabolizmu tkané



ku z hemoglobinu erytrocyti pti poklesu pO,
v kapilate v disledku spotfeby kysliku okolni tkani
zabraniuje velkému poklesu pO,. To je vyznamné
predev$im v oblastech tkdné okolo vendznich casti
kapilary nejvice ohrozenych tkanovou hypoxii pu-
sobici nedostatek ATP (obr. 1.6).

Kyselina listovd, vitamin B12 a Zelezo v erytropoeze
Produkce erytrocytt je vysledkem velkého poctu
bunéc¢nych déleni potfebnych k vytvoreni asi 20 ml
nové tkané, erytromasy, kazdy den. Erytropoeza je
proto vice nez jiné tkané zavisla na syntéze DNA,
vyzadujici kyselinu listovou a vitamin B12. Pro
erytropoezu je také specificka velkd potteba zeleza
pro tvorbu hemoglobinu. Prevaha Zeleza dodava-
ného transferinem erytroblasttim v kostni dfeni je
z jeho recyklace po uvolnéni z hemu enzymem he-
moxygenazou, hemu pochézejiciho z hemoglobinu
erytrocytu zanikajicich ve sleziné a v jatrech. Velkd
potieba Zeleza pro erytropoezu propojuje piijem
zeleza z potravy s erytropoezou prostfednictvim
hepcidinu, peptidu vytvareného v jatrech. Pfi in-
tenzivni erytropoeze se sekrece hepcidinu snizi
a absorpce Fe z potravy se zvy$i. Hepcidin je nega-
tivni regulator absorpce Zeleza v duodenu.

Trombocytopoeza (téz trombopoeza)

a funkce trombocytii

Kostni dfen produkuje asi 2 miliony trombocytt
za sekundu. Trombocyty jsou 2-3 um velké bezja-
derné bunéc¢né utvary, které vznikaji odlupovanim
¢asti cytoplazmy a bunééné membrany megakaryo-
cytt. Megakaryocyty vznikaji z progenitort MEP
v kostni dfeni a nédslednou diferenciaci a matura-
ci, jejiz soucasti je nékolik endomitéz bez rozdé-
leni buriky. Zralé megakaryocyty jsou velké bun-
ky (40-100 pm) s obsahem DNA, ktery odpovida
8 nebo 16 burnikdm. V kostni dfeni je asi 0,05 % me-
gakaryocytd. Bunéénd membrana megakaryocytil
je ¢lenéna do mnoho vybézkd, které pronikaji endo-
telem sinusoid kostni dfené a z nichz se odlupuji
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trombocyty, které cirkuluji v krvi. Vyvojova rada je:

HSC - MEP - megakaryocytovy progenitor -
megakaryocyt - zraly megakaryocyt - pro-trom-
bocytarni megakaryocyt - trombocyty.

Pro megakaryocytarni diferenciaci jsou vy-
znamné transkripéni faktory GATA1l, FOG-I,
Fli-1, RUNX1, NF-E2. Zakladnim rastovym a dife-
rencia¢nim faktorem je trombopoetin.

Rizeni trombocytopoezy trombopoetinem

Na vsech bunkach, které se ticastni trombocytopoezy
a na trombocytech je pfitomen trombopoetinovy
receptor (TPOR; oznacovany téZ MPL). Trombopo-
etinovy receptor je pritomny i na HSC, kde ma vsak
funkci, ktera pfimo nesouvisi s trombocytopoe-
zou. Pro trombocytopoezu je vyznamna stimulace
¢asnych stadil megakaryocytll trombopoetinem.
Trombopoetin, podobné jako erytropoetin, ptisobi
na cilové bunky signalnimi drahami JAK2/STAT,
PI3K/AKT a RAS/MAPK.

Trombopoetin je glykoprotein produkovany
hlavné v jatrech a ledvinach, ale také stromatem
kostni dfené i jinymi tkanémi. Jatra jsou jeho hlav-
nim zdrojem. Koncentrace trombopoetinu v plazmé
je nepfimo umeérna poctu trombocytl. Tento vztah
je zakladem pro koncepci fizeni trombocytopoezy
stalou produkci trombopoetinu a jeho spotfebou
trombocyty. Produkce trombopoetinu v jatrech
vSak neni zcela konstantni. Je stimulovana zachy-
cenim ,,starych® trombocytii specifickym recepto-
rem na hepatocytech, ke kterému se vazou trombo-
cyty po ztraté kyseliny sialové z jejich membrany.
Produkci trombopoetinu v jatrech také zvySuje
interleukin 6, zvy$ené produkovany pfi zanétech.
Dlouhodobé zvyseni poltu trombocytt v krvi po
splenektomii ukazuje, Ze trombocytopoeza neni ur-
¢ovana jen zpétnou vazbou zavislou na poctu trom-
bocyti v cirkulaci.

Funkci trombocyti je udrzovani integrity cévni
casti cirkulaéniho aparatu, zastava krvaceni z po-
$kozenych cév, ucast na iniciaci zanétu v porané-
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nych tkanich a na pribéhu hojeni ran. V krvi je
150-400 x 10° trombocyti/litr krve a v cirkulaci
trombocyty setrvavaji 5-10 dni. Jsou zachycovany
a aktivovany v mistech poskozeni endotelu. Nedo-
statek trombocytt nebo jejich dysfunkce, vrozené
a ziskané trombocytopatie, zvysuji riziko krvaceni
a zhors$uji pribéh hojeni ran. Vysoky pocet trom-
bocytll miize zvySovat riziko vzniku trombti a cir-
kula¢nich uzaveéru.

Granulocytopoeza (tézZ granulopoeza)
a funkce granulocytii
Granulocytopoeza  zahrnuje tvorbu neutro-
filnich, eozinofilni a bazofilnich granulocytt.
Na jejim zacatku se od ni oddéluje monocytopoe-
za v dusledku jiné sestavy klicovych transkripénich
faktortl. Kostni dfen produkuje asi ¢tytikrat méné
granulocytd nez erytrocytd, ale v kostni dfeni pre-
vazuji prekurzory pro granulocyty nad erytroblasty
asi dvakrét. To je zptisobeno del$im ¢asem vzniku
granulocytd (asi 10 dni) nez erytrocytii. Pfispiva
k tomu i setrvani segmentovanych granulocytil
v kostni dreni, kde ,,vy¢kavaji“ na uvolnéni a vypla-
veni do krve v ptipadé jejich potieby.

Neutrofilni, eozinofilni a bazofilni granulocyty
se lisi hlavni funkci, ¢emuz odpovida jiny typ gra-
nul v jejich cytoplazmé a receptorti na membrané.
Jejich vyvoj probihd obdobnymi vyvojovymi stadii,
je vSak fizen jinou skladbou transkrip¢nich faktora.
Tvorba neutrofilnich granulocytt je kvantitativné
prevazujici. V krvi jsou neutrofilni granulocyty za-
stoupeny 50-70 % ze vSech bilych krvinek, eozino-
fily 3-7 % a bazofily 1 %.

Granulocytopoeza je odvozena od spole¢né
progenitorové bunky pro myeloidni vétve hemato-
poezy (common myeloid progenitor, CMP). Z ni
se diferencuje progenitorova burka pro granulocy-
ty a monocyty/makrofagy, oznac¢ovana jako GMP
(granulocytarni-makrocytarni progenitor). Vlivem
transkrip¢nich faktord C/EBP (CCAAT/enhancer

binding protein) o, C/EBP-¢ a Gfi-1 se tyto progeni-
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CFU-G

0Obr. 1.7 Kolonie (klony) granulocyt(i a monocyt{i/makrofdgti z progeni-
toru CFU-G a progenitoru CFU-M

(mikrofotografie zhotovil Ing. Tomd3 Heizer z kultivovanych bunék mysi
kostni diené; tsecka ukazuje 0,1 mm)

(CFU-G — colony forming unit-granulocyte; CFU-M — colony forming
unit-macrophage

tory diferencuji v granulocytarni prekurzory, vlivem
transkrip¢nich faktortt PU.1 a Irf8 v prekurzory mo-
nocytu. Specificka acetylace C/EBP-¢ a nizkd exprese
transkripéniho faktoru GATA1 urcuje jejich vyvoj
v neutrofilni granulocyty oproti vyvoji v eozinofil-
ni granulocyty. Jedna buntka GMP muze dat vznik
stovkam granulocytii ptisobenim rtistovych faktort
G-CSF a GM-CSF nebo prekurzorim monocytt/
makrofagt pusobenim rustového faktoru M-CSF
(obr. 1.7). Vyvojova fada granulopoezy je:

HSC - CMP - GMP - myeloblast - promyelo-
cyt - myelocyt - metamyelocyt - tycka - segmen-
tovany granulocyt.

Bunécné déleni probihd az do stadia metamyelo-
cytu, potom dochazi jen ke zrani bunék provazené
tvorbou dalsich cytoplazmatickych granul a kon-
denzaci a segmentaci buné¢ného jadra. V prekur-
zoru neutrofilniho granulocytu se postupné tvori
Ctyti typy granul: azurofilni (primarni), specifickd
(sekundérni), zelatindzni (terciarni) a sekre¢ni ve-
zikuly (obr. 1.8). V krvi fétu jsou zralé granulocyty
ptitomny od ¢tvrtého vyvojového mésice.

Vyplaveni granulocytii do krve a prestup do tkdni
Granulocyty jsou v kostni dfeni zadrzovany vazbou
jejich receptoru CXCR4 k jeho ligandu CXCL12
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Obr. 1.8 Granulocytopoeza a granulocyty v krvi a v tkénich

(na ndvrh autora graficky zpracovala Mgr. Katefina Faltusovd, Ph.D.)

(/EBP-a, (/EBP-¢, Gfi-1, GATAT, PU.1, Irf8 — transkripcni faktory. CMP — spolecny progenitor
myeloidnich bunék, common myeloid progenitor; EBP — CCAAT/enhancer binding protein;
HSC— krvetvornd kmenovd burika, hematopoietic stem cell; MPP — multipotentni progenitor

(SDE-1). Tuto vazbu snizuje rastovy faktor G-CSE
Vyplaveni granulocytti do krve zvysuje interakce
jejich jiného receptoru, CXCR2, s jeho ligandem
pfitomnym na endotelu sinusoid kostni dfené.
Granulocyty cirkuluji v krvi nékolik hodin a roz-
poznévaji pfipadna mista zanétu zptisobend biolo-
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gickymi patogeny nebo poskozenim tkané. V téchto
mistech se granulocyty zachycuji k endotelu a v né-
kolika krocich pronikaji do okolni tkané. Pokud ne-
byly granulocyty takto vyuzity k obrané organizmu
a hojeni poskozenych tkani, vystupuji z krve zpét
do kostni drené, kde jsou odstranény makrofagy.
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Funkce granulocytii a jejich poruchy
Granulocyty maji receptory, kterymi reaguji na
zménu endotelu v misté infekce nebo tkanového po-
$kozeni. Zachycuji se k endotelu, migruji do okolni
tkané, rozpoznavaji patogeny svymi receptory PPR
(pattern recognition receptor; napt. receptory TLR)
na zakladé patogennich znaki oznac¢ovanych sou-
hrnné jako PAMPs (napt. lipopolysacharid G-ne-
gativnich bakterif; edotoxin), poskozenou tkan na
zékladé molekul oznacovanych jako DAMPs (napf.
extracelularni ATP), aktivované slozky komple-
mentu C3a a C5a a dalsi signdly. Granulocyty jsou
vyznamnou soucdsti pfirozené imunity.
Neutrofilni granulocyty mohou fagocytovat
mikroorganizmy a poskozené ¢asti tkané a ve fago-
lyzozomech, které obsahuji v membriané enzym
NADP oxidazu, je inaktivovat a degradovat. NADP
oxidaza je zdrojem kyslikovych radikala (reactive
oxygen species, ROS) konverzi molekularniho
kysliku (O,) na superoxid (O,"). Myeloperoxiddza,
enzym pritomny v granulich neutrofilnich granu-
locytt, katalyzuje vznik hydroxylovych radikald,
kyseliny chlorné a chloramint, latek se silnymi
antimikrobidlnimi ucinky. Sekreci obsahu rtz-
nych cytoplazmatickych granul (degranulaci) pu-
sobi granulocyty baktericidné a proteolyticky na
své okoli. Granulocyty mohou do okoli vyluc¢ovat
fetézce DNA, které tvori sité zachycujici patogeny -
tzv. NET a proces netdzy. K uvolnéni rtiznorodého
bakteriocidniho a proteolytického obsahu granuli
(defenzin a, elastazy, metaloproteinazy, lyzozym,
katepsin, laktoferin, myeloperoxidaza a dalsi) do-
chazi také pri nekroze granulocyti. Vedle degra-
dace mikrobialnich patogentl a poskozenych casti
tkané mohou granulocyty proteolytickymi enzymy
a ROS poskodit i tkan zdravou. V misté zanétu jsou
granulocyty zdrojem cytokint a chemokini, které
ovliviuji aktivitu bunék pfirozené i adaptivni ¢és-
ti imunity, zesiluji obranou reakci nebo ji nasledné
tlumi. Jsou zdrojem hnisu a abscesti a mohou se
podilet i na udrzovéni chronického zénétu. Vro-
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zené defekty mohou snizovat funkce granulocytt,
jejich schopnost koncentrace v misté vyskytu pato-
genu nebo tkanového poskozeni, pripadné snizovat
u¢innost mechanizm, kterymi granulocyty elimi-
nuji patogeny a poskozené ¢asti tkané. Nedostatek
granulocyti nebo jejich poruchy jsou provazeny
vy$$im vyskytem infekénich onemocnéni a zhor-
$enym hojenim ran. Eozinofilni a bazofilni granu-
locyty maji specifické funkce v dtisledku jinych re-
ceptortl a jiného obsahu cytoplazmatickych granul.
Eozinofilni granulocyty jsou t¢inné v potlaceni pa-
razitarnich infekei a spolu s bazofilnimi granulocy-
ty vyznamnymi ¢initeli alergickych reakci.

Regulace tvorby granulocytii, neutrofilie a neutropenie
Granulocyty setrvévaji v cirkulaci 10-20 hodin.
Pokud nejsou zachyceny v poskozené tkani, vraci
se granulocyty do kostni dfené, kde jsou fagocyto-
vany a degradovany makrofagy. Predpoklada se, ze
jejich degradace je hlavnim faktorem, ktery uréuje
produkei granulocyti, a to prostfednictvim cytoki-
ni a rustovych faktor produkovanych makrofagy
v zavislosti na mnozZstvi fagocytovanych granu-
locytt. Zanik granulocyti apoptézou a fagocyto-
zou makrofagy neptisobi zanétlivou reakci. Zanik
spojeny s jejich disrupci a vylitim jejich obsahu je
zdrojem zanétu a pripadné tkanového poskozeni.
Zaniklé granulocyty nahrazuje granulocytopoeza,
ktera reaguje na pritomnost zanétu a tkanového
poskozeni. Nerovnovaha mezi zdnikem a tvorbou
neutrofilnich granulocyti se v krvi projevi jako
neutropenie nebo neutrofilie.

Klidovd a nouzovd granulocytopoeza

Granulocytopoeza v nepritomnosti infekce nebo
zanétu se oznacuje jako klidova (steady state).
Infekce nebo zdnét zvysi potfebu granulocyti.
Jsou uvolnény zralé granulocyty z kostni dfené
a nékterych organu (sleziny) a zvysi se jejich tvor-
ba na drovni progenitort a délicich se prekurzorii
(myeloblast, promyelocyt, myelocyt). Toto se ozna-



¢uje jako nouzova granulocytopoeza (emergency
granulopoiesis). Nouzovéd granulocytopoeza je in-
dukovana cytokiny - interleukiny (IL) IL-1p, IL-6,
IL-17 a rastovymi faktory - G-CSF a GM-CSE Je
zavisla na transkrip¢nim faktoru C/EBP-, na roz-
dil od klidové granulocytopoezy, ktera je fizena
transkrip¢nimi faktory C/EBP-a a C/EBP-¢. Nou-
zova granulocytopoeza je provazena vyplavovanim
méné zralych forem granulocyt (tycky), véetné
metamyelocytii a myelocyti (,,posun doleva®).

Granulocyty u novorozencii

Granulocyty v krvi novorozencti, predevs§im pred-
¢asné narozenych a nezralych novorozenct, maji
niz$i vybavu baktericidnich latek. Na postnatalni
granulocytopoeze se pravdépodobné odrazi kolo-
nizace téla, zvlasté stfeva, mikroorganizmy. V prv-
nim postnatalnim mésici Zivota jsou imunitni re-
akce vysoce zavislé na prirozené imunité, jejiz jsou
granulocyty vyznamnou soucasti. Uvadi se, ze 1é¢-
ba antibiotiky v tomto obdobi a nékteré typy stravy
mohou zvysit pozdéjsi vyskyt alergii, autoimunit-
nich nemoci a metabolickych poruch. V prvnich
hodinéch po porodu se pocet granulocyttl v krvi
prechodné zvysi na hodnoty, které jsou nékolikana-
sobkem jejich poctu v pozdéjsim zivoté.

Monocytopoeza a funkce

monocytii; dendritické buriky

V krvi je mezi bilymi krvinkami asi 10 % mono-
cytl. Monocyty vznikaji z progenitorové bunky
GMP a nésledné z bipotentni bunky pro mono-
cyty a myeloidni dendritické builky. Myelopoeza
zavisi na ristovém faktoru M-CSF, ktery stimuluje
proliferaci a diferenciaci spole¢ného monocyto-
-dendritického progenitoru, a déle specifického
progenitoru monocytl, monocytoblastu a pre-mo-
nocytu vazbou na receptor M-CSF (CD115). Kolo-
nie (klon) prekurzorti monocytti je na obrazku 1.7.
Monocytopoezu indukuji a fidi transkripéni fakto-
ry PU.1, GATA2, IRF8 a KLF4.
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Monocyty spolu s makrofagy a dendriticky-
mi bunikami v tkanich tvofi mononuklearni sys-
tém fagocyti. Monocyty v krvi nejsou homo-
genni populaci, asi 95 % jsou klasické monocyty
CD14*CD16'CCR2*, které cirkuluji v krvi asi
jeden den a vystupuji do tkani, pfedevsim stfeva,
kde dopliuji tkanové makrofégy. Rada tkanovych
makrofagii, bunky Langerhansovy v epidermis,
bunky Kupfferovy v jatrech, mikroglie a jiné jsou
v§ak embryondlniho ptvodu a v tkdnich udrzuji
svoji populaci nezavisle na postnatalni krvetvorbeé.
Klasické monocyty se hromadi v poskozené tkani,
ve které probihd zanét a plni zde funkce spojené
s fagocytdzou a odstranénim patogent a poskoze-
nych ¢asti tkané. Podili se na fizeni priibéhu zanétu
produkeci cytokintl v zavislosti na svém stavu (M1
a M2 polarizace makrofagii). Vyznamna je i jejich
funkce antigen-prezentujicich bunék. Monocyty
CD14*CD16"*CCR2*"~ setrvavaji v cirkulaci del-
$i dobu, a to v kontaktu s endotelem. Mezi témito
dvéma typy monocytil jsou monocyty predstavujici
fenotypové jejich prechod.

Fetdlni hematopoeza a kostni drfen jsou také
zdrojem myeloidnich konven¢nich dendritickych
bunék.

1.7.2 Lymfopoeza
Lymfopoeza se odviji od spole¢ného lymfoidniho
progenitoru (common lymphoid progenitor, CLP),
ktery je zdrojem progenitorti pro T-lymfopoezu,
B-lymfopoezu a bunky NK (pfirozeni zabijeci, na-
tural killer cells).

T-lymfopoeza (thymocytopoeza) a T-buiiky

Zdrojem T-bunék je thymus, ktery k produkci
T-bunék pouziva lymfoidni progenitorové buiky
z kostni dfené. Vétsina T-bunék v téle v§ak pochdzi
z obdobi fetdlniho a ¢asného postnatilniho Zivo-
ta. T-bunky produkované thymem osidluji tkané
ruznych organt. Nejvice T-bunék je v ,bariéro-
vych® tkanich, které prichazeji do styku s okolnim
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prosttedim: v tonzilach, tenkém a tlustém streve,
v plicich, kuzi, dale ve sleziné a v asi 500 lymfatic-
kych uzlinach. T-lymfocyty v krvi, kterych je asi
0,5-1,2 x 10°/ml, predstavuji jen asi 2-3 % vsech
T-bunék pritomnych v téle.

V thymu dochazi k maturaci prekurzort
T-lymfocytti a T-bunék, jejiz soucdsti je prestav-
ba genti pro proteiny, které jsou hlavni soucasti
TCR. Vznikne tim mnoho miliont variant tohoto
receptoru, potfebnych k rozpoznani ohromného
mnozstvi antigent jednak télu vlastnich, a jednak
télu cizorodych. V tomto procesu tvorby budoucich
T-bunék jsou pozitivné selektovany bunky, které
toleruji antigeny télu vlastni a zniceny (jsou nega-
tivné selektovany) jsou bunky, které by mohly byt
aktivovany antigeny daného jedince. Pfi maturaci
prekurzort T-bunék se také diferencuji subtypy bu-
doucich T-bunék.

T-bunky produkované thymem maji asi 100
miliontt variant TCR specifickych pro velké
mnozstvi cizorodych antigen, se kterymi se lym-
focyty mohou setkat, a to nejcastéji v bariérovych
tkanich, v nadorech a poskozenych tkanich. Tyto
tzv. naivni T-bunky maji subtypy s riznou funkci
v reakcich imunitniho systému, napt. CD4+ po-
mocné T-bunky (Th bunky; ,helpery®), CD8+
cytotoxické T-bunky, NKT-bunky (natural kill-
er T-cells), regulacni T (T,,) buiiky, buiiky s af
nebo yé retézci TCR. Jednotlivé T-bunky riiznych
subtypti maji jedine¢ny TCR, pokud neprodélaly
klondlni expanzi vyvolanou pfislusnym antige-
nem nebo superantigenem. V tkanich se mohou
udrzovat samoreprodukci i poté, kdy jejich pro-
dukce v thymu ustane. Vyznamna ¢ast naivnich
T-bunék vznikne jiz pfed narozenim a v prvnich
dvou letech Zzivota. Produkce naivnich T-bunék
pokraduje v thymu do dospélosti, ale jeji inten-
zita se snizuje. Ustava v dtsledku involuce thy-
mu a jeho nahrazeni tukovou tkani okolo 50 let
véku. Naivni T-buriky, schopné reagovat na novy
cizorody antigen, jsou v perifernich lymfatickych
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tkanich ptitomny i desitky let po ukoncenti jejich
produkce v thymu.

T-lymfocyty v krvi a T-buriky v tkdnich

T-lymfocyty v krvi (2-3 %) a T-bunky v tkanich
(98-97 %) jsou heterogenni skupinou bunék
s rtiznymi funkcemi souvisejicimi s obranou proti
biologickym patogentiim a nadortim. Jsou zakladni
slozkou adaptivniho imunitniho systému. Naivni
T-burnka se po setkani s cizorodym antigenem pti-
slusnym k jeho varianté TCR zacne délit a vytvori
klon bunék se stejnym TCR. Tento klon T-bunék
vykonava svou funkci v imunitni reakci, kterd spo-
¢iva v aktivaci B-bunék a makrofagi v ptipadé po-
mocnych CD4+ T-bunék, cytotoxicité v pripadé
CD8+ bunék, tlumeni imunitni odpovédi v pripadé
T, bunék. Po odeznéni potfeby imunitni reakce se
vznikly klon bunék zmensi (kontrahuje) pod vlivem
bun¢k T - a jinych imunosupresorovych bunék.
Cést bunék z vytvoreného klonu viak dlouhodobg,
po mnoho let (i desitky let), v organizmu zustane,
stane se soucasti pamétovych bunék imunitniho
systému. Pfevaha T-lymfocytd v krvi dospélych
lidi jsou bunky pamétové. U malych déti a az do
puberty ptevazuji v krvi mezi T-lymfocyty bunky
naivni, které neprodélaly klonalni expanzi v reak-
ci na antigen. Zastoupeni regulacnich T _ bunck
je u déti vyznamné vyssi (10-30 % CD4+ bunék)
nez u dospélych (5 %). Pamétové T-bunky reaguji
rychle a silné klonalni expanzi na vyskyt stejného
antigenu, ktery vedl k jejich vzniku predchozi klo-
nalni expanzi.

T-lymfocyty cirkulujici v krvi lze rozlisit na za-
kladé jejich imunofenotypu, zakladné na CD4+
pomocné T-lymfocyty, CD8+ cytotoxické lymfo-
cyty a CD4*CD25" Treg-lymfocyty. Pomoci dalsich
znakt lze T-bunky dale charakterizovat, napf. na
Thl, Th2, Th17 bunky li$ici se zacilenim imunitni
odpovédi na viry a intracelularni bakterie (Thl)
nebo podporu protiparazitarni imunity a tvorby
protilatek (Th2).



T-lymfocyty a T-buniky u déti

Thymus obsahuje T-bunky od ¢tvrtého vyvojového
meésice a po Sestém mésici jsou T-bunky pritomny
i ve sleziné a v lymfatickych uzlinach. Jsou to pre-
vazné T-bunky naivni, které neprodélaly klonalni
expanzi v reakci na antigen. V ¢asném postnatalnim
obdobi a potom i v détstvi je organizmus vystaven
velkému mnozZstvi télu cizich antigend, na které pti-
slusné T-bunky reaguji klonalni expanzi a tvorbou
pamétovych T-bunék. Vyssi zastoupeni T bunck
u déti tlumi moznou nadmérnou aktivaci imunit-
niho systému v obdobi zvy$eného vyskytu novych
antigenti v ¢asném postnatalnim Zivoté. S vékem
pribyva zastoupeni pamétovych bunék v celkovém
repertoaru T-bunék jak mezi T-lymfocyty v krvi,
tak T-bunkami ve tkanich.

B-lymfopoeza a B-buiiky

B-lymfocyty (CD19*) v krvi predstavuji asi 10 % ze
véech lymfocyti. Zdrojem B-lymfocytl je kostni
dren a lymfatické tkané.

B-lymfopoeza v kostni dieni

V kostni dfeni je asi 10-20 % bunék klasifikovanych
jako lymfocyty. Jsou to rtzné prekurzory B-bunék.
Zahrnuji nékolik stadii vyvoje B-bunék odvozenych
od CLP. Transkrip¢ni faktor EBF1 spolu s trans-
kripénim faktorem E2A ptisobi zahdjeni prestav-
by gent kddujicich tézky fetézec imunoglobulint.
Bunky proliferuji a exprimuji znak CD19. Recep-
torem CXCR4 se véz{ k buikim stromatu. Casné
stadium vyvoje B-bunék v kostni dfeni se oznacuje
jako pro-B-bunky. V dal$im vyvoji exprimuji bun-
ky oznacované jako velké pre-B-buiiky nezralou
podobu receptoru B-bunék (pre-BCR). Prechodné
exprimovany pre-BCR ma dvé molekuly tézkého
fetézce imunoglobulini s individudlné prestave-
nou variabilni ¢asti. Bunky s variantou pre-BCR,
ktera reaguje s antigeny vlastniho téla, jsou elimi-
novany apoptézou. Vznikd tim tolerance budou-
cich B-bunék vii¢i antigentim vlastniho téla. Bunky,
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které projdou timto prvnim kontrolnim stupném
(.checkpoint®), prestanou exprimovat pre-BCR
a délit se. Vzniklé malé pre-B-bunky se déle vyvi-
jeji tim, Ze v nich probiha prestavba gent pro varia-
bilni ¢asti lehkych imunoglobulinovych fetézca x
a A. Ty se stanou soudasti jedine¢nych variant BCR
na kazdém budoucim B-lymfocytu v krvi a na B-buni-
kach v lymfatickych tkanich. Vyvoj B-bunék v kostni
dreni, ve kterém ma vyznamnou tlohu i transkripéni
faktor PAX5, je v kostni dfeni ukonceny vznikem ne-
zralého B-lymfocytu (obr. 1.9).

Uloha sleziny a perifernich lymfatickych tkdni na vyvoji
nezralych B-lymfocytii produkovanych kostni dreni
Snizeni exprese receptoru CXCR4 a jinych vazeb
ke stromatu kostni dfené vede k uvolnéni nezralé-
ho B-lymfocytu do krve. Jeho dalsi vyvoj probiha
v lymfatickych folikulech sleziny.

Zvy$uje se schopnost B-bunék rozpoznat ci-
zorody antigen, reagovat na néj tvorbou a sekre-
ci specifické protilatky razného typu, a rovnéz
schopnost nereagovat na antigeny télu vlastni.
Tyto zralé B-bunky (naivni B-lymfocyty) jsou
vyplavovany do krve a lymfatickym systémem do
lymfatickych uzlin. V pripadé, kdy jejich speci-
ficky BCR detekuje ptislu$ny cizorody antigen na
antigen-prezentujicich bunkach, v krvi, v tkanich,
a zvlasté v lymfatickych uzlinach, B-bunka se za¢ne
délit a vznikda klon bunék s jejim specifickym
BCR. Tyto bunky také zacnou secernovat speci-
fickou protilatku vic¢i danému antigenu. Sekre-
ce protilatek je vysledkem premény B-lymfocytu
v plazmatickou bunku (plazmocyt). Po odeznéni
imunitni reakce se klon B-bunék se specifickym
receptorem BCR zmen$i apoptozou, na cemZ se
podili jak regulace imunitni reakce bukami T
a dal$imi mechanizmy, v¢etné piisobeni regulac-
nich B-bunék (Breg). Cast bunék vzniklého bunéé-
ného klonu dlouhodobé v organizmu pretrvé ve
formé pamétovych B-bunék. Misto jedné B-buii-
ky s jedine¢nym BCR je po aktivaci cizorodym
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Obr. 1.9 B-lymfocyty a B-buriky v kostni dfeni, lymfatickych tkénich a v krvi

(na névrh autora graficky zpracovala Mgr. Katefina Faltusova, Ph.D.)

EBF1, E2A, PAX5 — transkripcni faktory. BCR — receptor B-bunék; (D19 — antigenni znak; CLP — spole¢ny
progenitor lymfoidnich bunék, common lymphoid progenitor; HSC — krvetvornd kmenovd burika, hema-
topoietic stem cell; Ig — imunoglobulin; MPP — multipotentni progenitor

antigenem v organizmu vice bunék s timto BCR,
coz umoznuje rychlejsi a silnéjsi tvorbu specifické
protilatky po opétovném vniknuti ptislusného
cizorodého antigenu do organizmu.

B-lymfocyty v krvi

Asi 10 % vSech lymfocytt v krvi jsou B-lymfocy-
ty. Jejich zdrojem je kostni dfen a lymfatické tkané
(viz obr. 1.9). VSechny maji znak CD19, ale zahr-
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nuji i bunky vyplavené z kostni dfené (prechodny
B-lymfocyt), zraly naivni lymfocyt, B-lymfocyt,
ktery je soudast antigenem aktivovaného klonu,
pamétovy B-lymfocyt a plazmatické bunky. V do-
spélosti je skoro polovina B-lymfocytii v krvi bus-
kami pamétovymi. Maji znak CD27. Pii opétovné
expozici antigenu jsou ¢asnym zdrojem plazmatic-
kych bunék, které secernuji prislusnou protilatku
s vysokou afinitou vici antigenu.
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2  Laboratorni vysetieni v hematologii

Lukds Kolafik, lIvana Hadacovad, Ester Mejstiikovd, Eva Frorikovd

Hematologicka laboratorni vysetteni poskytuji in-
formace o poctu a morfologii krevnich elementd,
mohou poskytnout zakladni informace o jejich
funkénosti (zejména trombocytl) a informace
o stavu krevniho srazeni. Vyuziti hematologickych
laboratornich metod je $iroké. Metody se uplatnuji
v ramci kontroly zdravotniho stavu pacienta, dife-
rencialni diagnostiky onemocnéni a patologickych
stavil a pii kontrole 1é¢by pacienta.

Hematologické laboratorni metody muzeme
délit na metody zakladni a specidlni. Mezi metody
zdkladni se fadi vySetfeni krevniho obrazu, v¢etné
stanoveni diferencidlniho rozpoctu leukocytu, sta-
noveni nezralych forem trombocytd, tzv. retikulo-
vanych trombocytd, stanoveni retikulocytd, mikro-
skopické hodnoceni nétéra periferni krve a zdkladni
koagula¢ni vySetfeni. Mezi metody specidlni se radi
mikroskopické hodnoceni natért kostni dfené a tél-
nich tekutin (ascity, dialyzaty, punktaty a likvory),
cytochemicka vysetfeni a specidlni koagula¢ni vy-
$etfeni, napt. stanoveni koagula¢ni aktivity faktor,
vySetfeni na lupus antikoagulans atd.

2.1 Morfologicka vysetieni

Morfologicka vySetfeni zahrnuji stanoveni krev-
niho obrazu a diferencialniho rozpo¢tu leukocyta
pomoci hematologického analyzatoru, stanoveni
poctu retikulocyti, nezralych forem trombocytd
a samotnd morfologickd hodnoceni natérti peri-
ferni krve pomoci mikroskopu, eventudlné pomoci
digitdlni morfologie. Vysetteni je provddéno z ne-
srazlivé Zilni a arterialni krve, v opodstatnénych
ptipadech (novorozenci, déti a pacienti se §patnym
zilnim vstupem) lze vySetfeni provést z kapilar-
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ni krve. Zcela vzacné je vySetfovana pupecnikova
krev. Jako antikoagula¢ni ¢inidlo je nejvice vyuziva-
na K.EDTA. Morfologickd vySetfeni nelze provést
ze srazeného ¢i Casteéné srazeného vzorku krve,
z natedéného vzorku infuznim prfipravkem nebo
ze vzorku, ktery prosel teplotnim poskozenim. Sta-
bilita f4dné odebraného materialu je pét hodin pfi
pokojové teploté, v zavislosti na spektru vySetfeni.
Vzorky nesméji byt uchovavany ani transportovany
do laboratote pri chladni¢kové teploté z divodu ak-
tivace koagulace a rozpadu krevnich elementt.

2.1.1 Stanoveni krevniho obrazu

Krevni obraz predstavuje zakladni screeningo-
vé hematologické vySetfeni. Poskytuje informace
o poctu krevnich elementti (leukocyty, erytrocyty
a trombocyty), hodnoté hemoglobinu a informace
o zakladni morfologii napt. velikosti (stfedni objem
erytrocytu, mean corpuscular volume /MCV/, ve-
likost trombocytu, mean platelet volume /MPV/).
Moderni hematologické analyzatory dopliuji krev-
ni obraz o pocet erytroidnich prekurzort, tzv. ery-
troblastii/normoblastii.

Indikace vysetieni: Podezfeni na pritomnost
pocetnich zmén krevnich elementd, napf. anemie,
leukocytéza a trombocytopenie, souldst scree-
ningového vysetfeni, vstupni vySetfeni pti prijeti
pacienta k hospitalizaci a soucdst predoperacniho
vySetfeni.

V piipadé patologického vysledku krevniho ob-
razu lze vySetteni rozsitit o dal$i metody, napt. pri
leukocytéze - stanoveni diferencidlniho rozpoctu
leukocytd, pfi zjisténi anemie — stanoventi retikulo-
cytt, popt. morfologického hodnoceni erytrocytt,
pfi trombocytopenii — stanoveni retikulovanych
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Tab. 2.1 Rozdil mezi stanovenim diferencidlniho rozpoctu leukocytii pomoci analyzatoru a mikroskopu

Analyzéatorové stanoveni

rychlost — ¢as analyzy cca 5 minut

Vyhody automatizace procesu analyzy

vyssi pocet hodnocenych elementd

nizky pocet rozliSovanych subpopulaci leukocytd
Nevyhody v pfipadé patologie leukocytd vzristajici chybovost

vyskyt interferenci

Mikroskopické stanoveni

vyssi pocet rozliSovanych subpopulaci leukocytii

popis morfologickych zmén leukocytd, erytrocytdi a trombocyti
identifikace atypickych bunék

rychlost cca 1-2 hodiny

nizsi pocet hodnocenych elementi

validita vysledku zdvisla na hodnotiteli

(archiv autord)

trombocytd vzdy v kombinaci s mikroskopickym
vySetfenim trombocytil, pfi pritomnosti pancyto-
penie — nutno vzdy doplnit o mikroskopické stano-
veni diferencidlniho rozpoétu leukocytt.

1.1.2 Stanoveni diferencidlniho rozpoctu leukocytii

Stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocyttl po-
skytuje informace o poctu jednotlivych subpo-
pulaci leukocyttl. Vysetfeni mize byt provedeno
pomoci hematologického analyzatoru nebo mikro-
skopického hodnoceni. Rozdily mezi analyzatoro-
vym a mikroskopickym hodnocenim diferencialni-
ho rozpoctu leukocyti jsou uvedeny v tabulce 2.1.

Stanoveni diferencidlniho rozpoctu leukocytii — pomoci
analyzdtoru
Stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocytt
pomoci hematologického analyzdtoru umoznuje
rozli$it pét subpopulaci leukocytii (neutrofily, eozi-
nofily, bazofily, lymfocyty a monocyty). Moderni
hematologické analyzatory dokazi vyclenit i nezralé
formy granulocytd, tzv. immature granulocytes.
Indikace vySetfeni: V pripadé leukocytozy
v krevnim obraze, pri pfijeti k hospitalizaci ze-
jména pediatrickych pacienttl, v piipadé podezre-
ni na infekéni stav: virova infekce - lymfocytoza,
bakteridlni infekce - neutrofilie + nezralé formy
granulocytd, parazitarni infekce traviciho traktu

abronchialni astma - eozinofilie, alergie — bazofilie.
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Stanoveni diferencidlniho rozpoctu leukocytii —
pomoci mikroskopu

Stanoveni diferencidlniho rozpoctu leukocytti po-
moci mikroskopického hodnoceni poskytuje roz-
liseni vétsiho poctu subpopulaci leukocytti oproti
stanoveni pomoci analyzdtoru, zdrovenl umoznuje
morfologicky popis jednotlivych leukocytii. Pfi mi-
kroskopickém popisu leukocytti méze byt vznese-
na suspekce na rtizna infek¢ni onemocnéni, napft.
pritomnost cytotoxickych lymfocytt (téz znamé
jako virocyty ¢i elementy charakteru LyMo) - nej-
Castéji pri infekci virem Epsteina-Barrové (EBV)
¢i dalsich virovych onemocnénich (obr. 2.1-2.3),
pritomnost lymfocyti s hlubokym zatezem v cyto-
plazmé - suspektni pro infekci zpisobenou bakterii
Bordetella pertusis (obr. 2.4-2.6).

Mimo suspekce na infekéni onemocnéni mtize
mikroskopické hodnoceni leukocyt upozornit na
moznou pritomnost hematoonkologického one-
mocnéni, které je nejcastéji provazeno pritomnos-
ti blastickych elementti nebo leukemickych pro-
myelocytiit (obr. 2.7-2.9), pfitomnosti Aeurovych
ty¢i (obr. 2.10-2.12), ptitomnosti nezralych forem
granulocytii za soucasného vyskytu zmén v ery-
trocytech (kapkovité erytrocyty, ovalocyty) ¢i pri-
tomnosti morfologicky klonalnich lymfocytd, popt.
klonélnich plazmatickych bunék.

Soucasti mikroskopického hodnoceni je zaroven
hodnoceni morfologie erytrocytii a trombocyti.



Obr. 2.1-2.3 Periferni krev — cytotoxické lymfocyty u pacienta s infekci virem Epsteina—Barrové
(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; digitaIni morfologie CellaVision DM96)

Obr.2.4-2.6 Periferni krev — lymfocyty s vyraznymi zéfezy v jadre u pacienta s infekci vyvolanou bakterii Bordetella pertusis
(z archivu Oddélent klinické hematologie FN Motol, Praha; digitalni morfologie CellaVision DM96)
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Obr. 2.7-2.9 Periferni krev — charakteristické leukemické promyelocyty s bilobarnimi jadry,,vzhledu andélskych kfidel” u pacienta s akutni
promyelocytarni leukemii
(z archivu Oddélent klinické hematologie FN Motol, Praha; digitaIni morfologie CellaVision DM96)
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0Obr. 2.10-2.12 Periferni krev — charakteristické leukemické promyelocyty s cetnymi Auerovymi tycemi (tycovité Gtvary v cytoplazmé), ,buriky typu

faggot cell” u pacienta s akutni promyelocytarni leukemii

(z archivu Oddélent klinické hematologie FN Motol, Praha; digitalni morfologie CellaVision DM96)

o

Obr. 2.13 Tenky nétér periferni krve — Plasmodium vivax
(zarchivu Oddélent klinické hematologie FN Motol; nétér k nafo-
ceni poskytla RNDr. Lenka Richterovd, Ph.D., Praha; foto: Olympus
BX53)

Pfi mikroskopickém hodnoceni miize byt odhale-
na i pritomnost non-WBC (white blood cells) ele-
mentt, napf. pfitomnost paraziti (nejcastéji plas-
modia), bakterii, kvasinek, jader megakaryocytu ¢i
mikromegakaryocytt (obr. 2.13 a 2.14).

Indikace: Pancytopenie, popt. bicytopenie, vy-
razna leukocytdza, abnormélni zastoupeni subpo-
pulaci leukocyti pfi analyzatorovém hodnoceni
diferencialniho rozpocétu leukocytl, suspekce na
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Obr. 2.14 Tenky natér periferni krve — Plasmodium falciparum
(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)

hematoonkologické onemocnéni - nutno vidy
upozornit laboratot provadéjici vysetteni.

2.1.3 Stanoveni retikulocytii

Retikulocyty predstavuji vyvojovy predstupen zra-
lych erytrocytii. Retikulocyty mohou byt stano-
veny pomoci hematologického analyzatoru nebo
pomoci mikroskopického hodnoceni po obarveni
supravitdlnim barvenim (obr. 2.15). Moderni he-
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Obr.2.15 Supravitalni barveni na retikulocyty pomoci brilliant-kresylové modre,
pacient s anemii z deficitu puryvétkindzy s vysokym poctem retikulocytd
(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)

matologické analyzatory umoznuji stanoveni nejen
relativniho a absolutniho poétu retikulocytd, ale
zaroven i stanoveni jednotlivych vyvojovych frak-
ci retikulocytd (IRF, LFR, MFR a HFR) a stanoveni
hemoglobinu v retikulocytech. Stanoveni vyvojo-
vych frakei retikulocyti a hemoglobinu v retiku-
locytech poskytuje detailnéji informace o stavu
erytropoezy v kostni dieni. Hemoglobin v retikulo-
cytech umoznuje lékarti rychlejsi zhodnoceni t¢in-
nosti 1é¢by pripravky s Zelezem a erytropoetinem.

SniZeny pocet retikulocytt v periferni krvi mize
poukdzat na neefektivni hematopoezu, pfitomnou
napt. u aplastické anemie. Zvy$ena hodnota retiku-
locytti odrazi odpovéd kostni dfené na vyvoj ane-
mie se zvySenym rozpadem ¢i ztratou erytrocytt,
provazejici napt. hemolytické anemie, talasemie ¢i
reakci na akutni ztratu krve. V pripadé anemie s re-
tikulocytézou je vhodné provést vysetfeni markera
hemolyzy (bilirubin, laktatdehydrogendaza, hapto-
globin, volny hemoglobin aj.).

Indikace: V ramci diferencidlni diagnostiky
anemil a polycytemii, monitorace 1é¢by pripravky
s Zelezem a erytropoetinem, monitorace funkéniho
stavu kostni dfené napf. po chemoterapii.

2.1.4 Stanoveni retikulovanych trombocyti

Retikulované trombocyty predstavuji frakci mla-
dych trombocytil. Stanoveni probihd pomoci he-
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matologického analyzatoru na principu pratokové
cytometrie. Stanoveni retikulovanych trombocytt
umoznuje odliSeni trombocytopenii vyvolanych
poruchou tvorby trombocyti od trombocytope-
nii zptisobenych zvysenou destrukci a konzumpci.
V pripadé poruchy tvorby trombocytd je hodno-
ta retikulovanych trombocyti nizka, oproti napft.
idiopatické trombocytopenické purpure ¢i trombo-
tické trombocytopenické purpure, kdy je hodnota
retikulovanych trombocyti vyssi.

Indikace: Trombocytopenie, sledovani ti¢innosti
1é¢by trombocytopenie, posouzeni regenerace kost-
ni dfené¢ po chemoterapii.

2.1.5 Mikroskopické hodnoceni trombocytii
Mikroskopické hodnoceni trombocytd je prova-
déno v pripadé, Ze je v krevnim obraze pacienta
pfitomna trombocytopenie, nebo v ramci diferen-
cidlni diagnostiky trombocytopenii a trombocyto-
patii, kdy je vyzadovan popis morfologie trombo-
cytil. V pripadé trombocytopenie v krevnim obraze
je ukolem laboratore vyloucit pfi mikroskopickém
hodnoceni trombocytti fenomén ,,pseudotrombo-
cytopenie®.

Indikace: V pripadé krvacivych stavi, pfi trom-
bocytopenii v krevnim obraze, diferencidlni dia-
gnostika trombocytopenii a trombocytopatii, vy-
louc¢eni pseudotrombocytopenie.

Pseudotrombocytopenie je laboratorni fenomén,
kdy je in vitro zjistén snizeny pocet trombocytt, za-
timco in vivo se hodnota trombocytii pohybuje v re-
ferenénim rozmezi. Ptiblizné 15-20 % izolovanych
trombocytopenii predstavuji pseudotrombocytope-
nie. Mezi nejéastéjsi pri¢iny pseudotrombocytope-
nie patti pritomnost shlukii trombocytt (obr. 2.16),
méné Casto se vyskytuje satelitizmus trombocyttl
(obr. 2.17 a 2.18). Nejcastéjsi pri¢inu vzniku shlu-
ki trombocyt predstavuje naro¢ny odbér, zejmé-
na u pediatrickych pacientll a u pacientt se $pat-
nym zilnim pristupem, ¢i nedostate¢né promichdni
zkumavky po odbéru. Méné casto dochazi k reakei
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Obr.2.16 Periferni krev — shluk trombocyti
(z archivu Oddélent klinické hematologie FN
Motol, Praha; digitalni morfologie CellaVision
DM96)

Obr. 2.19 Periferni krev — morfologicky charakteristicky obraz Mayovy—
Hegglinovy anomadlie: trombocytopenie, makrotrombocyty a pfitomnost
Déhleho inkluzi (Sedomodrd srpkovitd inkluze v segmentovaném
neutrofilnim granulocytu)

(z archivu Oddélent klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)

trombocytt s antikoagula¢nim ¢inidlem K,EDTA za
vzniku shlukd trombocyti. Nejéastéji uvadéna prici-
na desti¢kového satelitizmu spocivd v interakei dra-
selnych iontti K,EDTA s neutrofily a trombocyty, pti
které dojde k obnazeni membranovych glykoprotei-
nu (neutrofily — Fcy, trombocyty - glykoproteinovy
komplex ITb/IIIa) a naslednému vytvoreni protilatek,
které umozni adherenci trombocytl na neutrofily.
Pro eliminaci fenoménu pseudotrombocytopenie je
mozno provést odbér do jiného odbérového média
- ThromboExact, které misto draselnych iontti obsa-
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Obr. 2.17-2.18 Periferni krev — satelitizmus trombocyt{i na povrchu segmentovanych
neutrofilnich granulocyti
(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; digitdIni morfologie CellaVision DM96)
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Obr. 2.20 Natér periferni krve od pacienta se srpkovitou anemii
(hemoglobinopatie )

(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; digitaIni
morfologie CellaVision DM96)

huje horec¢naté ionty. V ThromboExactu lze stanovit
pouze pocet trombocyti, proto je nezbytné provést
soucasny odbér do K,EDTA pro stanoveni ostatnich
parametri krevniho obrazu, pfipadné diferencidlni-
ho rozpoctu leukocyta aj.

Morfologicky charakteristicky obraz Mayovy-Hegg-
linovy anomalie ukazuje obrazek 2.19.

2.1.6 Mikroskopické hodnoceni erytrocytii
Mikroskopické hodnoceni erytrocytd umoznuje
popis odchylek v morfologii erytrocytii. Morfo-



logické odchylky erytrocyti se déli na odchylky
velikosti (mikrocyty, makrocyty, anizocytdza
erytrocyti), zmény v barvitelnosti (hypochrom-
ni erytrocyty, polychromazie, anizochromie),
zmény tvaru (poikilocyty, akantocyty, echinocy-
ty, tercovité erytrocyty, stomatocyty, knizocyty,
stérocyty, ovalocyty, dakryocyty, schistocyty aj.),
inkluze v erytrocytech (Howellova-Jollyho té-
liska, bazofilni teckovani, Pappenheimerova té-
liska a Cabotovy prstence) a zmény konfirmace
v natéru (penizkovaténi erytrocytd a aglutinace
erytrocyta).

Nétér periferni krve od pacienta se srpkovitou
anemii ukazuje obrazek 2.20.

Indikace: V ramci diferencialni diagnostiky ane-
mii a polycytemii

2.1.7 Stanoveni poctu schistocytii
Schistocyty predstavuji fragmenty erytrocytt
cirkulujici v krevnim obéhu pacienta. Mecha-
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Obr. 2.21 Nétér periferni krve pacienta s HUS, v nétéru pfitomny velmi
Cetné schistocyty (fragmentocyty)

(z archivu Oddélent klinické hematologie FN Motol, Praha; digitaini
morfologie CellaVision DM96)
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nizmus vzniku schistocytl je odvisly od vy-
volavajiciho stavu / onemocnéni. Schistocyty
mohou vznikat z fady pri¢in, a to na zakladé
mechanického poskozeni, z fyzikalnich pri¢in
¢i ptisobenim infekéniho agens. Mechanické po-
$kozeni erytrocytd mtize byt zplisobeno napf.
umélymi chlopnémi, extrakorporalnim obéhem
a zejména mechanickym poskozenim provazeji-
cim trombotické mikroangiopatie (TMA) a mi-
kroangiopatické hemolytické anemie (MAHA).
Mezi mikroangiopatické hemolytické anemie se
fadi: hemolyticko-uremicky syndrom (obr. 2.21),
tromboticka trombocytopenicka purpura, HELLP
syndrom, preeklampsie a eklampsie, zavazny anti-
fosfolipidovy syndrom a diseminované intravas-
kularni koagulace. Fyzikdlni vznik schistocytil
provazi popéleniny, zejména III. stupné, pri kte-
rych dochazi k fyzikalni a osmotické lyze ery-
trocyti ¢i pfi maligni hypertenzi. Mezi infekéni
agens schopnd vyvolat hemolytické poskozeni
erytrocyti a tim vznik schistocytt patfi napft.
Escherichia coli, Plasmodium, Clostridium perf-
ringens, Trypanosoma, Bartonella bacilliformis,
Babesia microti, Borrelia burgdorferi aj.

Indikace: V pripadé pritomnosti anemie s trom-
bocytopenii v krevnim obraze a klinického po-
dezfeni na trombotickou mikroangiopatii nebo
mikroangiopatickou hemolytickou anemii, dife-
rencialni diagnostika anemii, monitorace pacientti
s hemolyticko-uremickym syndromem a trombo-
tickou trombocytopenickou purpurou, monitorace
pacientt po transplantaci kostni dfené (riziko roz-
voje TMA).

Poznamka: ZvySené mnozstvi schistocytll
muze mit mnoho pri¢in, proto je dulezité, zda se
u pacienta vyskytovaly schistocyty jako dominantni
morfologickd odchylka v erytrocytech (suspektni
pro TMA) ¢&i zda byl nalez schistocytt provazen
i dal$imi morfologickymi nélezy, zejména vyraznou
anizocytozou a poikilocytézou (nemusi svéd¢it pro
TMA).
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Obr. 2.22 Nétér kostni dfené z pravé kycle, uniformné infiltrovana

kostni dien u pacienta s akutni lymfoblastickou leukemi, na fotografii
Cetné lymfoblasty s Gzkym lemem cytoplazmy, spodni pravy kvadrant
neutrofilni myelocyt

(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)

2.1.8 Morfologické vysetieni kostni diené
Kostni dfent (medulla ossium) predstavuje misto
tvorby a diferenciace hematopoetickych bunék, s vy-
jimkou lymfocytd, které v kostni dfeni vznikaji, ale
diferenciaci podstupuji v lymfatickych organech,
napr. v lymfatickych uzlinach, thymu a sleziné. Z po-
vahy této charakteristiky je kostni dfen vySetfovana
v ptipadé podezfeni na hematologickd onemocnéni
(nevysvétlitelna anemie, trombocytopenie, neutro-
penie ¢i pancytopenie), hematoonkologickd one-
mocnéni (obr. 2.22 a 2.23) a onkologicka onemocné-
ni. Odbér kostni dfené se provadi u déti do jednoho
roku z tibie, od jednoho roku je odbér provadén
nejcastéji ze sterna nebo prednich a zadnich htebent
kosti panevni. U dospélého pacienta je kostni dfen
nejcastéji odebirana biopsii ze sterndlni kosti pri tzv.
sternalni punkci nebo z kycelni kosti punkéni bio-
psii nebo trepanobiopsii. K cytologickému vySetfeni
je vyzadovano 0,1-0,2 ml drenové krve, ze které se
okamzité po odbéru provadi natéry na podlozni skla.
Vysetfeni kostni dfené zahrnuje zhodnoceni
a popis natéru kostni dfené, stanoveni myelogra-
mu, morfologicky popis bunék a zavér.
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Obr. 2.23 Nétér kostni dfené z pravé kycle, uniformné infiltrovana

kostni dfen u pacientky s akutni myeloidni leukemii — subtyp M4 (podle
FAB), na fotografii sedm blastickych elementd, dva lymfocyty a jeden
polychromni erytroblast

(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)

Indikace: Vysetfeni etiologie anemie, trombocy-
topenie, neutropenie ¢i pancytopenie, v pripadé za-
chytu atypickych bunék v periferni krvi, pfi suspek-
ci na hematoonkologické onemocnéni, v pripadé
podezieni na infiltraci kostni dfené nddorem, napt.
neuroblastomem ¢i Ewingovym sarkomem aj.

2.1.9 Morfologické vysetieni télnich tekutin
Spektrum morfologického vySetfeni télnich tekutin
v hematologické laboratofi je Siroké a odvislé od
typu laboratore. Vysetfeni zahrnuje zejména vyset-
feni tekutin z punkce ascitu, punkce fluidotoraxu
¢i vySetfeni dialyzatu (obr. 2.24). Rovnéz je vyset-
fovan mozkomi$ni mok u hematoonkologickych
pacientt a bronchoalveolarni lavaze (obr. 2.25).

Vysetfeni punktatd a dialyzatu je zaméfeno na
stanoveni diferencidlntho rozpoctu leukocytt pro
prikaz bakteridlniho nebo virového ptvodu za-
nétu, eventualné prokdzani infiltrace nadorovymi
bunkami.

Vysetfeni mozkomisniho moku je zaméfeno ze-
jména na prikaz pritomnosti atypickych bunék pri
akutni leukemii.



Obr. 2.24 Masivni infiltrace fluidotoraxu L3 blasty (podle FAB)
(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)

Indikace punktaty a dialyzaty: Priikaz charak-
teru zanétlivého procesu, eventudlné vylouceni in-
filtrace nadorovymi bunkami.

Indikace mozkomi$ni mok: Prikaz pfitomnosti
atypickych bunék pfi akutni leukemii v ramci sta-
noveni diagndzy a v pribéhu lé¢by.

2.1.10 Cytochemické metody v hematologii
Cytochemické metody jsou vyuzivany ke znazor-
néni bunéénych struktur, které nejsou viditelné
pfi rutinnim panoptickém barveni. Pomoci téchto
metod muze byt proveden priikaz fady enzymi
(peroxidazy, kyselé fosfatazy aj.) a substanci zahr-
nujici zejména priikaz zeleza a polysacharida. Pri-
kaz enzymil a substanci umoznuje zaradit bunky do
jednotlivych vyvojovych fad nebo prokazat jejich
patologickou proliferaci. Mezi zakladni a nejcastéji
vyuzivané cytochemické metody patfi barveni na
zelezo, prukaz peroxidazy, kyselé fosfatdzy, barveni
nespecifickych esteraz (véetné blokady NaF) a bar-
veni PAS.

Barveni na Zelezo

Barveni slouzi k prikazu Zeleza v erytrocytech (si-
derocyty), erytroblastech (sideroblasty), retikulér-
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0Obr. 2.25 Infiltrace mozkomiSniho moku lymfoblasty u pacienta s akutni
lymfoblastickou leukemii
(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Leica DM2500)

nich bunkach (siderofagy) a k vysetfeni extracelu-
larniho Zeleza (obr. 2.26 a 2.27).

Indikace: Snizené hodnoty az vymizeni side-
rocytil a sideroblastii provazi napr. sideropenické
anemie, bakteridlni infekce, akutni revmatoidni
horecku aj. Zvysené hodnoty siderocyti a side-
roblastll provazi napt. hemolytické a megaloblasto-
vé anemie, dyserytropoetické anemie a neefektivni
erytropoezu, myelodysplasticky syndrom (véetné
pritomnosti prstencitych sideroblasti) aj.
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0Obr. 2.26 Barveni na pfitomnost Zeleza, nétér kostni dfené — uprostied
siderofdg, dale piiitomny sideroblasty a extraceluldrni Zelezo
(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)
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Obr. 2.27 Barveni na pfitomnost Zeleza, natér kostni dfené — uprostred
prstencity sideroblast
(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)

Priikaz myeloperoxiddzy

Metoda slouzi k priikazu enzymu myeloperoxidazy
lokalizované v primarnich azurofilnich granulich
neutrofili, eozinofili a monocytii. Myeloperoxi-
daza v eozinofilnich granuli je chemicky, cytoche-
micky a imunologicky odlisnd od myeloperoxi-
dazy neutrofild. Pozitivita myeloidnich bunék na
myeloperoxiddzu se zvy$uje s vyzravanim bu-
nék, tj. nejvétsi mnozstvi peroxidazy je pritomno
v neutrofilnich a eozinofilnich segmentovanych
granulocytech, monocyty vykazuji jemnou granu-

larni pozitivitu (obr. 2.28).

Obr. 2.28 Barveni POX, natér kostni dfené u akutni myeloidni leukemie,
pozitivni myeloidni blasty (zlatohnédé zabarveni cytoplazmy), nékteré s pfi-
tomnosti Auerovych tyci, dale v hornim levém kvadrantu piitomny monocyt
(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)
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Indikace: OdliSeni akutni myeloblastické a mo-
noblastické leukemie od lymfoblastické leukemie.

Priikaz polysacharidii — PAS barveni

Barveni slouzi k priikazu vysokomolekuldrnich
polysacharidd, zejména glykogenu. Glykogen pred-
stavuje zdroj energie pro metabolizmus leukocytt.
Vysokomolekularni polysacharidy mtizeme pro-
kazat ve v§ech bunkach kromé fyziologickych ery-
troblastl. V pripadé patologickych stavil dochazi ke
zméné pozitivity, a to zejména v lymfoidnich bun-
kach (obr. 2.29).

Indikace: Odliseni akutni lymfoblastické leu-
kemie od akutni myeloidni leukemie. V ptipadé
akutni erytroleukemie a talasemie pozitivitai v ery-
troblastech.

Barveni nespecifickych esterdz, véetné blokddy NaF

Esterazy predstavuji lyzozomalni enzymy pritomné
v endoplazmatickém retikulu. Esterazy jsou pii-
tomny téz v primdrni azurofilni granulaci granulo-
cytll, monocytt a dalsich bunék, avsak s odlisnou
vlastnosti k fluoridu sodnému (NaF). Nespecifické
esterazy pritomné v primarni azurofilni granulaci
monocytl, makrofagl, megakaryocytii a trombo-

0Obr. 2.29 Barveni PAS, natér kostni dfené u akutni lymfoblastické
leukemie, granularni aZ blokovd pozitivita lymfoblasti, déle fyziologickd
pozitivita zralého granulocytu

(z archivu Oddéleni klinické hematologie FN Motol, Praha; Olympus BX53)



