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Mozna nastal ¢as pouzit ponatinib

uz po prvnim selhani 2G TKI 2 IC LUSIG

Iclusig prinasi perspektivni moznosti 1é¢by CML
na zakladé dat i zkugenosti34 (ponatinib)tablets

BECAUSE
TOMORROW
MATTERS

1. Hochhaus A, et al. Leukemia. 2020;34:966-84; 2. Lipton JH, et al. Leuk Res. 2015;39:58-64; 3. Cortes JE, et al. Blood. 2018;132(4):393-404. 4. Cortes J, et al. Blood.
2021;138(21):2042—2050.

Iclusig 15 mg

S: Ponatinibum 15 mg v 1 potahované tableté. I: Iclusig je indikovan u dospélych pacientd s nésledujicimi stavy: chronicka, akcelerovand nebo blasticka féze chronické myeloidni
leukemie (CML) pri rezistenci k dasatinibu nebo nilotinibu; intoleranci dasatinibu nebo nilotinibu a u pacientd, u nichZ neni z Klinického hlediska vhodna ndslednd Ié¢ba imatinibem;
nebo pritomnosti mutace T315l; akutni lymfoblasticka leukemie s pozitivnim Philadelphia chromozomem (Ph+ ALL) pfi rezistenci k dasatinibu; intoleranci dasatinibu a u pacientd,
U nichz neni z Klinickeho hlediska vhodna nasledna Iécba imatinibem; nebo piitomnosti mutace T3151. KI: Hypersenzitivita na 1é¢ivou Iétku nebo na kteroukoli pomocnou I&tku.
ZU: Myelosuprese: Iclusig byva spojovan se zavaznou trombocytopenif, neutropenii a anémif. Po dobu prvnich 3 mésici je treba kazdé 2 tydny vySetfovat krevni obraz; poté se
vysetiuje jednou mesicné nebo podie Klinické indikace. Myelosuprese byla obecné reverzibilni a obvykle ustoupila po docasném vysazeni nebo snizeni davky. U pacienti 1éenych
pripravkem Iclusig se wskytly arterialni okluze. Riziko vzniku arterialni okluze ma pravdépodobné vztah k davce. Pred zahajenim Iécby ponatinibem je tieba zhodnotit kardiovaskulami
stav pacienta. V pripade arterialni okluze nebo tromboembolie je tieba podévani pripravku okamzité prerusit. BEhem Iéchy je tieba sledovat a hodnotit krevni tlak pii kazdé Iékar'ské
kontrole a hypertenzi je treba Iecit az do normalizace. Pouzivani inhibitordl drahy VEGF u pacientli s hypertenzi nebo bez hypertenze miize prispét k tvorbé aneurysmat a/nebo
arterialnich diseket. U pacienti s rizikovymi faktory, jako jsou hypertenze nebo aneurysma v anamnéze, se ma pred zahajenim uZivéni piipravku Iclusig toto riziko peclivé zvazit.
U pacientli je treba soustavné sledovat znamky Ci priznaky srdecniho selhani a ty je tfeba Iécit podie Klinicke indikace, véetné preruseni 16Cby pipravkem Iclusig. U pacientd
S rozvojem zavazneho srdecniho selhant je tfeba zvazit ukoncent I6cby ponatinibem. Iclusig byvé rovnéz spojovan s pankreatitidou. MiZe byt potfebné preruseni uzivani piipravku
nebo snizeni davek. Jestlize je zvySen hladiny lipézy provazeno brisnimi priznaky, podavant Iclusigu je treba prerusit a pacienty vySetfit, zda nemaji zndmky pankreatitidy. U pacientd
s pankreatitidou nebo zvsSenou konzumaci alkoholu v anamnéze se doporucuje zachovavat opatrnost. Pacienty se zévaznou nebo velmi zdvaznou hypertriglyceridemif je nutno
spravng Iecit, aby se riziko pankreatitidy snizilo. Nelze vyloucit Klinicky vyznamny viiv na interval QT. Iclusig m0Ze vést ke zvySeni hladin ALT, AST, bilirubinu a alkalické fosfatazy. Testy
jaternich funkei'maji byt provadeny pred zahdjenim Iécby a sledovany v pravidelnych intervalech podie Klinickeé indikace. Pii zavazné nebo tézké hemoragii je treba Iécbu pripravkem
Iclusig prerusit a vyhodnotit stav pacienta. U pacientd, ktefi jsou chronickymi nosici viru hepatitidy B, dochazi k reaktivaci po zahdjeni 1cby inhibitory tyrosinkindzy BCR-ABL. Pred
zahajenim |écby pripravkem Iclusig maji byt pacienti vySetfeni na infekci HBV. U pacientli s poruchou funkce jater a ledvin (s odhadovanou clearance kreatininu <50 mi/min nebo
pacienttl v terminalnim stadiu onemocnéni ledvin), je treba opatrnosti, U starich pacientli je vyssi pravdépodobnost vyskytu nezdoucich Géink(. Iclusig obsahuje monohydrat
laktozy. Pri fizeni nebo obsluhovani strojti se doporucuje opatrnost. NU: Casté zavazné NU (>1/100): pneumonie, pankreatitida, bolesti bicha, fibrilace sini, pyrexie, infarkt myokardu,
ischemicka choroba dolnich koncetin, anémie, angina pectoris, febrilni neutropenie, snizenf poctu trombocytd, hypertenze, ischemicka choroba srdeéni, méstnavé srdecni selhéni,
cévni- mozkova prihoda, sepse, akutni poskozeni ledvin, infekce mocovych cest, zvySeni hladiny lipdzy. Velmi Casté NU (=1/10): infekce hornich cest dychacich, anémie,
trombocytopenie, neutropenie, snizeni chuti k jidlu, insomnie, bolest hlavy, zavraté, hypertenze, dyspnoe, kasel, bolest bficha, prijem, zvraceni, zdcpa, nauzea, zvySeni hladiny lipazy,
2wseni hladiny ALT a AST, vyrézka, sucha kiize, pruritus, bolest kost, artralgie, myalgie, bolesti v koncetindch, bolesti zad, svalové spazmy, (inava, astenie, periferni edémy, pyrexie,
bolest. Casté NU (= 1/100 az < 1/10): pneumonie, sepse, folikulitida, celulitida, pancytopenie, febrilni neutropenie, leukopenie, lymfocytopenie, hypotyredza, dehydratace, retence
tekutin, hypokalcemie, hyperglykemie, hyperurikemie, hypofosfatemie, hypertriglyceridemie, hypokalemie, snizeni télesné hmotnosti, hyponatremie, cévni mozkova pfihoda, mozkovy
infarkt, periferni neuropatie, letargie, migréna, hyperestezie, hypestezie, parestezie, tranzitorni ischemicka ataka, rozmazané vidéni, suché oko, periorbitaini edém, otok ocnich vicek,
konjunktivitida, zhorSeni zraku, srdecni selhani, infarkt myokardu, méstnavé srdecni selhani, ischemicka choroba srdecni, angina pectoris, perikardidini vypotek, fibrilace sini, snizeni
ejekeni frakee, akutni korondrni syndrom, flutter sini, ischemicka choroba dolnich koncetin, periferni ischemie, stendza periferni tepny, intermitentni klaudikace, hlubokd Zilni
tromboza, navaly horka, zéervendni, plicni embolie, pleuraini vypotek, epistaxe, dysfonie, plicni hypertenze, pankreatitida, zvySeni hladiny amylazy v krvi, gastroezofagedini refluxni
choroba, stomatitida, dyspepsie, abdominalni distenze, brisni diskomfort, sucho v Ustech, krvaceni do Zaludku, zvySeni hladiny krevniho bilirubinu, zvySenf hladiny alkalické fosfatézy
v krvi, 2wSeni hladiny gamaglutamyltransferazy, svediva vyrazka, exfoliativni vyrazka, erytém, alopecie, kozni exfoliace, nocni poceni, hyperhidréza, petechie, ekchymadza, bolest kiize,
exfoliativni dermatitida, hyperkeratoza, hyperpigmentace kiize, muskuloskeletaini bolest, bolest $ije, muskuloskeletaini bolest na hrudi, erektilni dysfunkce, zimnice, chiipkovité
onemocnent, bolest na hrudi jiného nez kardialniho pivodu, hmatna rezistence , otok obliceje. Pacienti musf byt upozornéni na to, aby podezfeni na kozni reakce ihned hisili,
zejmena pokud budou tyto reakce spojeny s tvorbou puchyii, olupovanim, postizenim sliznic nebo systémovymi priznaky. IT: Opatrnost je tfeba pfi poddvani spolu se silnymi
inhibitory CYP3A4, které mohou zvySovat koncentrace ponatinibu v séru a pfi IECbeé je treba se vyvarovat poddvant silnych induktorli CYP3A4, které mohou sniZovat koncentrace
ponatinibu v seru. Ponatinib je inhibitorem P-gp a BCRP in vitro, méize mit potencidl pro zvySovani plazmatickych koncentraci soub&zné poddvanych substrati P-gp nebo BCRP
a mtize 2vySovat jejich terapeuticky icinek a nezadouc Ucinky. Pfi soub&zném podavani ponatinibu s témito Iécivymi piipravky se doporucuje peclivy lékarsky dohled. TL: Zenam
ve fertilnim veku Iecenym pripravkem Iclusig je treba doporucit, aby neotéhotnély, muzlim je tfeba doporucit, aby béhem Iéchy nepocali dité. Je nutno pouzivat G¢innou metodu
antikoncepce. Studie na zviratech prokazaly reprodukeni toxicitu. Pokud je pripravek uzivan v téhotenstvi, pacientka musf byt informovana o potenciélnim riziku pro plod. Kojeni ma
byt behem Iécby preruseno. D: Doporucend zahajovaci ddvka ponatinibu je 45 mg jednou denné. Riziko vzniku arteridini okluze mé pravdépodobné vztah k ddvce. Zvazte sniZeni
davky pripravku Iclusig na 15 mg u pacient s chronickou fézi CML, ktefi dosahli velké cytogenetické odpovédi. Lécba ma pokracovat, dokud se u pacienta neobjevi zndmky progrese
onemocneni nebo neprijatelné toxicity. Pri ztraté odpovedi lze davku znovu zvwsit na drive tolerovanou dévku 30 mg nebo 45 mg 1 x denné. Tablety majf byt polykany celg,
nerozdrcene am rozpoustene Ize uzwat S J|d|em nebo bez J|d|a Upravu davkovam je treba zvazn il prOJevech hematologlcke i nehemato\ogmke toxm\ty V pnpade tezkych
zpét na denni dévku uzivanou pred vyskytem nezadoumho Ucinku, pokud je to z klinického hlediska vhodne DRR: Incyte Biosciences Distribution B.V., Paasheuvelweg 25, 1105 BP
Amsterdam, Nizozemsko. Reg.c.: EU/1/13/839/001. Uchovavani: Uchovavejte v plvodnim obalu, aby byl pfipravek chranén pred svétiem. Uzavienou nadobku s vysouSediem
ponechte v lahvicce. Datum posledni revize textu SPC: 24. 3. 2022. Pripravek je vazan na Iékarsky predpis a je hrazen zdravotnimi pojiStovnami. Seznamte se, prosim,
se Souhrnem Udajti o pfipravku (SPC).
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ViCE ZRALYCH ERYTROCYTU
PRO VASE PACIENTY S MDS

Reblozyl® (luspatercept) - prvni a jediny Iék podporujici zrani erytrocytt
- Vam pomUZze u pacientd sniZit nebo dokonce odstranit transfuizni zatéz."

Reblozyl“i.

MDS = myelodysplasticky syndrom. (l USpatercept)

Reference: 1. Reblozyl - souhrn Gdajt o pripravku (SmPC) v platném znéni. 2. Suragani RN, Cadena SM, Cawley SM, et al. Transforming growth factor-B superfamily ligand trap ACE-536 corrects anemia by
promoting late-stage erythropoiesis. Nat Med. 2014;20(4):408-414. 3. Attie KM, Allison MJ, McClure T, et al. A phase 1 study of ACE-536, a regulator of erythroid differentiation, in healthy volunteers. Am |
Hematol. 2014;89(7):766-770. 4. Musallam KM, Rivella S, Vichinsky E, et al. Non-transfusion-dependent thalassemias. Hematologica. 2013;98(6):833-844.

ZKRACENE INFORMACE O LECIVEM PRIPRAVKU
v Tento lécivy pFipravek podiéha dal3imu sledovani. To umoZni rychlé ziskdni novych informaci o bezpecnosti. Zadame zdravotnické pracovniky, aby hlsili jakakoli podezieni na nezadouci Ginky.

Nézev lécivého pripravku: Reblozyl® 25 mg prasek pro injekéni roztok, Reblozyl® 75 mg prasek pro injekéni roztok. SloZeni: Jedna injekéni lahvicka obsahuje luspaterceptum 25 mg nebo 75 mg.
Indikace': Reblozyl je indikovan u dospélych k Ié¢bé anemie se zavislosti na transfuzich v dusledku myelodysplastického syndromu (MDS) velmi nizkého, nizkého a stfedniho rizika. Reblozyl je indikovan
u dospélych k 1écbé anemie souvisejici s beta-talasemif se zavislosti na transfuzich i bez zvislosti na transfuzich. Davkovani a zplsob podani*: Doporugena potatecni davka je 1 mgrkg 1x za 3 tydny.
MDS - Pokud po nejméné 2 po sobé nasleduijicich pocatecnich davkach neni pacient nezavisly na transfuzich cervenych krvinek (RBC) nebo nedosahne-li hladina hemoglobinu (Hb) > 10 g/dl a zvy3eni Hb je
<1 g/dl, davka se ma zvysit na 1,33 mg/kg. Pokud po nejméné 2 po sobé nasledujicich dévkach 1,33 mg/kg neni pacient nezvisly na transfuzich RBC nebo nedosahne-li hladina hemoglobinu (Hb) > 10 g/d!
azvySeni Hb je <1 g/dI, davka se ma zvysit na 1,75 mg/kg. Davka se nema zvySovat Castéji nez po 6 tydnech (2 podani) a nema prrekrocit maximalni davku 1,75 mg/kg kazdé 3 tydny. Davka se nema snizovat
bezprosttedné po odloZeni davky. U pacientti s hladinou hemoglobinu (Hb) > 9 g/dl pred podanim luspaterceptu, ktefi dosud nedosahli transfuzni nezavislosti, muZe byt zapotrebi vy3i davka. Beta-talasemie
se zavislosti na transfuzich - U pacientd bez odpovédi definované jako snizeni transfuzni zatéze RBC alespori o tfetinu po alespofi 2 po sobé nasledujicich davkach (6 tydn) pfi pocatecni davce 1 mg/kg se ma
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Predmluva ke tretimu vydani publikace
Zaklady hematologické diagnostiky

Drzite v rukou tfeti, upravené a doplnéné vydani publikace urcené $irokému spekt-
ru ¢tendfd - od studenti mediciny a laboratornich asistentl pres zdravotni sestry,
praktické lékare nebo internisty az po hematology. Prvni vydani (vyslo v roce 2012 ve
vydavatelstvi Univerzity Palackého v ramci projektu OPVK CZ.1.07/2.2.00/07.0294
vénovaného internetové mikroskopické morfologii) se setkalo s pfiznivou odezvou
¢tendi a obdrzelo cenu Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP za nejlepsi mo-
nografii v roce 2013. Druhé, pfepracované vydani vyslo v roce 2015 ve vydavatelstvi
Mlada fronta. Do soucasného vydani byly doplnény kapitoly o imunohematologic-
kém vysetteni, prutokové cytometrii, cytogenetice a molekularni genetice a diagnos-
tice potransfuznich reakci. Dalsi doplnky se tykaji naptiklad laboratornich pristrojt
uzivanych pfimo u pacienta (tzv. point-of-care testing), nové WHO Kklasifikace he-
matologickych malignit nebo hematologickych projevti infekce covid-19. Publikace
nadale zachovava ptivodni koncepci: poskytnout na co nejmensim prostoru dosta-
te¢né prehledné a jasné informace nezbytné ke stanoveni diagnézy hematologickych
onemocnéni a stavi. To, ¢im se na$e monografie odliSuje od obdobnych publikaci, je
zafazeni typickych vysledki krevnich obrazi, diferencialnich pocti bilych krvinek,
koagula¢nich a pripadné biochemickych vysetteni, ilustrujicich jednotlivé diagndzy.
Douféme, ze tim poskytneme ¢tenafi dillezity ¢lanek spojujici teorii a praxi. Hemato-
logie je prikladem relativné uzce specializovaného oboru vnitfniho 1ékatstvi s fadou
presaht do dal$ich oblasti mediciny, ktery kontinualné prodélava markantni rozvoj.
Naakumulované poznatky o patogenezi onemocnéni krve vyustily v 1é¢ebné postu-
py, které ¢asto zasadnim zpiisobem zménily progndzu nemocnych. Doufame, Ze nase
publikace Vas bude motivovat k dal§imu studiu tohoto nesmirné¢ zajimavého oboru.

V Olomouci, ¢ervenec 2024

prof. MUDr. Edgar Faber, CSc.
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1 Principy vysetreni krevniho obrazu

Jarmila Jurdriovd

VySetieni krevniho obrazu (KO) patfi mezi zakladni laboratorni (hematologickd) vy-
$etfeni. Vysledky KO ptinasi 1ékati jednu z prvnich informaci o zdravotnim stavu
pacienta a jsou nezbytné pro stanoveni diagndzy a monitorovani lé¢by (ze screenin-
gového vysetreni se Casto stava vySetfeni diagnostické).

VySetieni se provadi z nesrazlivé krve. Periferni krev pacienta se odebere do zku-
mavky s protisrazlivym ¢inidlem (soli kyseliny etylendiaminotetraoctové K;EDTA,
popt. K,EDTA).

KO se stanovuje na hematologickych analyzatorech krvinek. Nékteré z parametrt
KO se méfi na analyzitorech pfimo, jiné se zjistuji vypoctem z hodnot mérenych
parametri.

Dile jsou uvedeny zdkladni parametry krevniho obrazu méfené na hematologic-
kém analyzatoru.

1.1 Cervené krvinky (erytrocyty)

Pfimo méfené parametry:

RBC - pocet erytrocytii (red blood cells) v litru krve, je zavisly na pohlavi (vyssi
hodnoty u muzii nez u Zen), véku, rase a dal$ich faktorech (napt. zptisob vyzivy, nad-
morska vyska). Je udavan v jednotce 10'%/1.

HGB - hemoglobin udédvd mnozstvi krevniho barviva v krvi, informuje o tizi ane-
mie (lehka, stfedné tézka, tézka). Je stanovovan v jednotce g/l.

Pfimo méiené nebo vypocltené parametry:

HCT - hematokrit je pomér objemu erytrocytii k celkovému objemu krve, in-
formuje o hustoté krve/stupni hydratace. Méfi se bud primo (jako integral impulz),
nebo se vypocte dle vzorce:

HCT =RBC. MCV (ratio)

HCT je udavan jako bezrozmérné cislo (pomér, ratio).

MCYV - stfedni objem erytrocytu (mean corpuscular volume) je primérny objem
bunky v hodnocenych erytrocytech. P¥inasi zakladni informace o druhu / mozné pti-
¢iné anemie. Je to parametr dilezity pro diferencidlni diagnostiku anemii. Dle MCV
se déli anemie na normocytarni, mikrocytarni ¢i makrocytarni. Je udavan v jednotce
femtolitr (fl) a méfi se bud pfimo, nebo se vypocte dle vzorce:
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_HCT

MCV = (fl)
RBC

Vypocitané parametry:

MCH - stfedni mnoZstvi hemoglobinu v erytrocytu (mean corpuscular hemoglo-
bin) je primérna hmotnost hemoglobinu v jedné ¢ervené krvince. Dle MCH se déli
anemie na normochromni, hypochromni a hyperchromni. Jednotkou jsou pikogramy
(pg), vypocita se ze vzorce:

HGB
MCH = ——(pg)
RBC i

MCHC - stiedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu (mean corpuscular he-
moglobin concentration) je primérna koncentrace hemoglobinu v erytrocytu. Slouzi
ke zhodnoceni normochromie, hypochromie a hyperchromie podobné jako MCH.
Jednotkou je g/l (popt. g/dl) a vypocita se ze vzorce:

HGB
mcHc = 26P (g/l)
HCT

Mezi piimo méfené parametry patfi také:

RDW - distribu¢ni $ife erytrocyti (red cell distribution width), popisuje $ifi nej-
¢etnéjsi populace erytrocytt v KO, stanovuje se jako varia¢ni koeficient (CV) v pro-
centech (%) a/nebo jako smérodatna odchylka (SD) ve femtolitrech (fl). Informuje
o0 izocytdze (homogenni populace erytrocytl) nebo anizocytéze (nehomogenni po-
pulace erytrocytt) v KO. Zvysené hodnoty RDW (nad 15,2 %) ukazuji na vyznamnou
anizocytézu (nehomogenitu objemd métenych erytrocytt).

RET - retikulocyty jsou mladé cervené krvinky obsahujici zbytky RNA, odrazi
dynamiku zmén v poétu erytrocyti, stanovuji se relativné v podilu k celkovému poctu
erytrocytt (podil jednotky) a/nebo absolutné (10%/1). Snizené hodnoty RET ukazuji
na anemie z nedostate¢né produkce erytrocytt, zvySené hodnoty RET pak na ane-
mie ze zvySenych ztrat erytrocytd. RET lze méfit pfimo na analyzatorech (soucasné
s méfenim dalsich hodnot KO). Pfi anemiich je vhodné tento vysledek korigovat na
hodnotu normalniho hematokritu, coz poskytuje presnéjsi informaci o prolifera¢nich
moznostech kostni dfené, jez jsou oslabeny napt. pri Gtlumech krvetvorby (viz kapi-
tola 11). Korigovany pocet retikulocytu (retikulocytarni index RI) se vypocita vyna-
sobenim poctu retikulocyttt (RET) pomérem zjisténého a normalniho hematokritu
(HCT):

zjistény HCT

RI = RET (%) x ——
normalni HCT
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1.2 Bilé krvinky (leukocyty)

Pfimo méfené parametry:
WBC - pocet leukocyti (white blood cells) v litru krve, je udavan v jednotce 10%/1.
DIF - analyzatorovy pétipopulacni diferencialni pocet leukocytd (rozpocet
leukocytti, analyzatorovy diferencial), je podle subpopulaci leukocyta (neutrofily, eo-
zinofily, bazofily, monocyty, lymfocyty) vydavan absolutné v jednotkach 10%]1 a rela-
tivné v procentech (%).

1.3  Krevni desticky (trombocyty)

Pfimo méfené parametry:

PLT - pocet trombocyti (platelet) v litru krve, je udavan v jednotce 10°/1.

MPYV - stfedni objem trombocytd (mean platelet volume), je udavan v jednotce
femtolitr ().

Vypocitané parametry:

PDW - §ife distribuce trombocyti (platelet distribution width), jednotkou jsou
femtolitry (fl) nebo procenta (%).

PCT - destickovy hematokrit (platelet hematocrit), je uddvan jako bezrozmérné
¢islo nebo v ml/L

Nova generace hematologickych analyzatorti umoznuje stanovovat spolu s dal$imi
parametry KO i mladé retikulované trombocyty.

IPF - frakce nezralych trombocytii (immature platelet fraction) je vydavana ab-
solutné v jednotkach 10°/1 a/nebo relativné v procentech (%).

Vyjadfuje pocet mladych (1-2 dny starych) trombocytd, které jsou retikulované
(maji vyssi obsah RNA). IPF je markerem produkce trombocytii v kostni dfeni, po-
dobné jako je pocet retikulocytt (RET) markerem produkce erytrocyta. IPF je vy-
uzivana v diferencialni diagnostice trombocytopenii. Pomahd odlisit trombocytope-
nie zptsobené snizenou produkci trombocytl (nizkd nebo normalni hodnota IPF)
od trombocytopenie zptsobené zvysenou destrukei ¢i spotfebou trombocyti (vysoka
hodnota IPF).

1.4  Principy pocitani krevnich ¢astic na hematologickych
analyzatorech

Po nasati vzorku krve se bunky nejprve sefadi pomoci specialniho systému (hyd-
rodynamicka fokusace) za sebou do rady, aby byla pocitana vzdy jen jedna bunka
(eliminuje se tak mozna interference bunék). Soucasné dochdzi k nafedéni vzorku
krve specialnim fedicim roztokem. Tato suspenze bunék je pak rozdélena do dvou
detekénich komor. V jedné komote se pocitaji erytrocyty a trombocyty, ve druhé
pak leukocyty a jejich diferencialni pocet.

Vétsina analyzatort krevnich ¢astic (vydavajici pétipopula¢ni’ diferencidlni pocet
leukocytil) pracuje na zakladé dvou metod:

! Starsi generace analyzdtor(i krvinek vydava tfipopulacni diferencidlni pocet leukocytl, ktery je méné presny a spise jen orientacni.
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Obrazek 1.1 Princip impedancni metody

e impedan¢ni metoda (slouZi pro pocitani erytrocytii a trombocytit),

e optickd metoda (slouzi pro pocitani leukocytt, pétipopula¢niho diferencialniho
poctu leukocytd, normoblastl a retikulocyttl. Lze ji také pocitat trombocyty, napft.
u trombocytopenickych pacienti).

Existuji analyzatory, které pouzivaji k stanoveni poctu trombocyta tzv. imunologic-
kou metodu (vyuziva specifickou protilatku proti povrchovému antigenu CD61).

Velkou vyhodou analyzatort krevnich elementt je skute¢nost, Ze vSechny infor-
mace ziskame z jednoho odbéru na vysetfeni KO, pfipadné z jednoho nédbéru analy-
zatorem.

1.4.1 Impedancni princip

Jde o méfeni odporu (napéti mezi elektrodami) pti priichodu elektrického proudu
(obr. 1.1).

Po nasati vzorku krve a jeho nafedéni fedicim roztokem (v pfislusném pomeé-
ru) je suspenze bunék vstiikovana do detekéni komtirky. Uvnitt detekéni komirky je
maly otvor (apertura), po obou stranach apertury jsou dvé elektrody, na né je priva-
dén elektricky stejnosmérny proud. Bunky prochdzeji vodivym prosttedim za vyuziti
hydrodynamické fokusace (ktera sefadi bunky za sebou) skrze aperturu (obr. 1.2).
V okamziku, kdy bunka prochazi aperturou, dojde k preruseni proudu mezi elek-
trodami (zvysi se elektrickd impedance) a vznikne impedan¢ni (napétovy) impulz
(1 impulz = 1 bunika). Cetnost impulzii udavd pocet bunék, velikost impulz udéva
objem bunék. Tyto impulzy jsou dile zpracovavany a vyhodnoceny pocitatem. Vy-
sledkem jsou tzv. histogramy (dvojrozmérna distribuce po¢tu bunék v zavislosti na
jejich velikosti). Impedan¢ni metodou jsou nejcastéji detekovany RBC a PLT, u pro-
blematickych vzorku krve Ize tyto parametry detekovat optickou metodou.
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Obrazek 1.2 Hydrodynamické fokusace, impedancni metoda
PLT — trombocyty, RBC — erytrocyty
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Obrazek 1.3 Princip optické metody”

FSC— detektor dopfedného rozptylu, SFL — detektor bocniho fluorescencniho rozptylu, SSC — detektor bocniho rozptylu

1.4.2 Opticky princip

Je zaloZen na prichodu laserového paprsku skrze bunku (obr. 1.3). Laserovy paprsek
dopada na prutokovou kyvetu, kterou prochézeji bunky (za vyuziti hydrodynamické
fokusace). Priichozi element je ozafen a rozptyl odrazeného paprsku je méfen pod
tremi dhly.

Uvnitt analyzatort se nachazeji detektory, které snimaji a analyzuji rozptylené
svétlo. Tyto svételné signaly nesou informace o charakteru buriky, jako jsou jeji ve-
likost, slozeni (komplexita), granularita cytoplazmy a ¢lenitost (lobularita) jadra,
jez se vyuzivaji k urceni typu bunky. Pokud jsou pritomny atypické elementy, které
analyzator neni schopen zaradit, oznami to pomoci rtiznych hlaseni. Takto analyzator
upozornuje na pritomnost nezaraditelnych elementii (na mladsi a reaktivni formy
bunék, na atypické/patologické bunky nebo pouze na pritomnost holych jader). Ana-
lyzator sva data statisticky zpracovava a pomoci pouzitych algoritmt pro jednotlivé

2 Princip optické metody u analyzator( Sysmex fady XN, které vyuzivaji technologii fluorescencni priitokové cytometrie.
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Obrazek 1.4 Scattergramy (bodové grafy) ukazujici normainf distribuci leukocytt®
FSC — detektor dopfedného rozptylu, SFL — detektor bo¢niho fluorescencniho rozptylu, SSC— detektor bocniho rozptylu

parametry je i graficky znazoriuje do tzv. scattergramu (graft, kde jsou hodnoty
prezentovany jako jednotlivé barevné body; obr. 1.4).

Optickou metodou jsou detekovany WBC, pétipopulaéni diferencialni pocet leu-
kocytii, normoblasty, retikulocyty, nezralé granulocyty; je mozné detekovat i RBC
aPLT.

Nové moderni hematologické analyzatory jsou dodavany jako celé linky, jejichz
soucdsti je natérovy a barvici automat, ktery dokaze z vybranych vzorku krve ptipra-
vit obarvené krevni natéry. Ty lze déle digitalné zpracovavat a hodnotit v zatizeni pro
digitalni zpracovani obrazu pod dohledem laboratorniho pracovnika (tzv. digitalni
morfologie). Automaticky analyzator pro digitalni morfologii mtize byt rovnéz zapo-
jen do hematologické linky.

Referen¢ni meze krevniho obrazu pro dospélé jsou dostupné v aktudlni verzi na:
https://labsekce.hematology.cz/referencnimeze/.

3 Scattergramy zobrazené analyzdtory Sysmex fady XN.
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Tabulka 1.1 Fyziologické hodnoty krevniho obrazu; referencni meze pro dospélé nad 15 let

Zéakladni hodnoty krevniho obrazu

Nazev Zkratka Muzi Zeny Jednotky
Leukocyty WBC 4-10 4-10 10°/
Erytrocyty RBC 4,00-5,80 3,80-5,20 10"/
Hemoglobin HGB 135-175 120-160 g/l
Hematokrit HCT 0,40-0,50 035-0,47 ratio (/1)
Stfedni objem erytrocyt My 82-98 82-98 fl
Hemoglobin erytrocytdi MCH 28-34 28-34 pg
Stfedni barevnd koncentrace erytrocytd MCHC 320-360 320-360 g/l
Sife distribuce erytrocytd ROW 10,0-15,2 10,0-15,2 %
Trombocyty PLT 150-400 150-400 10°/1
Strednf objem trombocyti MPV 7.8-128 7,8-128 fl
Retikulocyty RET 0,005-0,025 0,005-0,025 podil jednatky
Diferencidlni pocet leukocytii (analyzatorovy)

Lymfocyty (relativng) Ly % 20-45 20-45 %
Lymfocyty (absolutng) ly# 0,80-4,00 0,80-4,00 10°/1
Monocyty (relativné) Mo % 2-12 2-12 %
Monocyty (absolutné) Mo # 0,08-1,20 0,08-1,20 10°/1
Neutrofily (relativné) Ne % 45-70 45-70 %
Neutrofily (absolutné) Ne # 2,00-7,00 2,00-7,00 10°/1
Fozinofily (relativné) Fo % 0-5 0-5 %
Fozinofily (absolutné) Fo# 0,00-0,50 0,00-0,50 10°/1
Bazofily (relativné) Ba% 0-2 0-2 %
Bazofily (absolutné) Ba# 0,00-0,20 0,00-0,20 10°/1
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2 Priciny falesnych vysledki
krevniho obrazu

Jarmila Jurdriovd

Vysetteni krevniho obrazu (KO) provadéné na analyzatorech krvinek ma sva tskali
a urcita omezeni, na ktera se musi béhem analyzy krevniho vzorku pamatovat. Vzor-
ky mohou obsahovat slozky nebo latky branici pfesnému stanoveni parametra KO.
Hovorime o interferenci v KO. Nékteré interference pfimo zavisi na vy$etfovaci me-
todé daného analyzatoru (impedanéni, optickd, imunologicka), jiné jsou na zptisobu
stanoveni nezavislé. Poznat tyto rusivé jevy (interferenci) znamena vydavat validni
vysledky, naopak nepoznané interference mohou mit negativni dtsledky v klinické
praxi.

Interference (ovliviiujici absolutni pocty krevnich bunék i diferencialni pocet leu-
kocytt) mohou byt pivodu:
e plazmatického (napt. kryoproteiny, paraproteiny, lipidy),
* bunécného (napt. normoblasty, erytrocyty rezistentni na lyzu, velké trombocyty).
Dale se mohou vyskytnout jevy, které se projevi v pfitomnosti nékterych slozek:
pseudotrombocytopenie,
aglutinace erytrocytd,
aglutinace neutrofild,
zvy$ené hodnoty hemoglobinu pti hyperlipemii a hyperbilirubinemii.

2.1 Normoblasty

U nékterych pacientl (napt. pred¢asné narozeni novorozenci, pacienti s dg. talasemie,
osteomyelofibrézy, myelodysplastického syndromu aj.) jsou do periferni krve vyplavo-
vany nezralé jaderné bunky cervené rady — normoblasty (erytroblasty, NRBC). Tyto
jaderné bunky (jmenovité polychromni a ortochromni normoblasty) maji stejnou veli-
kost jako lymfocyty.

Pfi méfeni leukocytii na analyzatorech krvinek impedanéni metodou se do jejich
poctu zahrnuji vSechny jaderné elementy, tedy i normoblasty.

Analyzator tak chybné povazuje normoblasty za lymfocyty a vysledny pocet leu-
kocytt je falesné vyssi. Optickd metoda normoblasty separuje (od leukocytil) a je
schopna vydat jejich absolutni i relativni pocet (obr. 2.1).
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Obrazek 2.1 Normoblasty

Na obrdzcich A a B jsou dva normoblasty, pro srovndni jsou na obrdzcich Ca D dva lymfocyty. Na obrdzku vpravo je scattergram méfenf
normoblast(i optickou metodou — oddéleni populace NRBC od populace WBC (méfeno na analyzdtoru Sysmex fady XN).

FSC — detektor dopfedného rozptylu, SFL — detektor bocniho fluorescen¢niho rozptylu, NRBC — jaderné erytrocyty, WBC — leukocyty

2.2 Erytrocyty rezistentni na lyzu

Za nékterych, vétsinou patologickych stavll (dédi¢né i ziskané abnormity) mohou byt
v krvi pritomny RRBC, tzn. na lyzu rezistentni erytrocyty (napf. tercovité erytrocy-
ty). Vyskytuji se napt. u talasemie, hemoglobinopatie, onemocnéni jater, u novorozencti
(kvtli vysokému fetalnimu hemoglobinu).

Tento fenomén se vyraznéji projevuje u analyzatorti krvinek s krat$im ¢asem lyzy.
RRBC pak mohou ovliviiovat poéty krvinek (snizi pocet erytrocyti, zvysi pocet leu-
kocytit).

2.3 Pseudotrombocytopenie

Pfti stanoveni poc¢tu trombocytl na analyzatorech krvinek pritomnost agregati (shlu-
ki) trombocyta falesné snizuje pocet trombocyti. V nékterych pripadech mohou
agregaty trombocytl ovlivnit i poéty leukocyta a erytrocyta.

Hovorime o pseudotrombocytopenii (falesné trombocytopenii) v KO. Ve skute¢-
nosti je v krevnim vzorku trombocytti dostatek, jsou v$ak ,,poshlukované® a analyza-
tor neni schopen je spravné spoditat.

Shlukovani muZe byt zptisobeno napt.:

e nedostate¢né promichanym vzorkem krve s protisrazlivym ¢inidlem (krev je sra-
7ena),

e pritomnosti protilatek proti trombocytim,

o fenoménem EDTA (zmény na membrané trombocytd vyvolané pfitomnosti soli

EDTA).

Agregaty trombocyttl mohou byt v natéru periferni krve pfitomny i v ramci auto-
imunitnich onemocnéni nebo po nékterych infekcich.
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Obrazek 2.2 Destickovy satelitismus

SniZeni poctu trombocyti muze zptsobit i jev zvany destickovy satelitismus (soli
EDTA ovlivni membranu neutrofilti, ktera pak muze vazat trombocyty na svém povr-
chu po celém obvodu, a to do tvaru rizice) (obr. 2.2).

U analyzatort krvinek s impedanéni metodou pocitani trombocytit mohou po-
¢et trombocytll ovlivnit napt. makrotrombocyty ¢i fragmenty cytoplazmy leukocyta.
Vzdy je pak nutna mikroskopicka kontrola. Analyzatory krvinek s optickou metodou
pocitani trombocytd dokazi vétsinu téchto problému osetfit.

Alternativné se dnes k odbéru s vyhodou vyuziva zkumavky s ionty magnesia
(ThromboExact). Toto médium by mélo pseudotrombocytopenii eliminovat (zaru-
Cit, ze se trombocyty ,neposhlukuji®), zaroven zde nedochazi k ovlivnéni hodnot
ostatnich parametrt KO. V nékterych pripadech v$ak nelze ani pfi odbéru do média

Krevni obraz | EDTA ThromboExact

Mikroskopicka kontrola
trombocytil v natéru

periferni krve

Obrazek 2.3 Vysledky méfenf krevniho obrazu z odbéru do zkumavky EDTA a z odbéru do zkumavky ThromboExact
vcetné mikroskopického hodnocenf ndtéru periferni krve (pfftomnost a nepiftomnost shlukd trombocyt@). Dva zéroved
odebrané vzorky jednoho pacienta.

1
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ThromboExact tento jev zcela eliminovat, proto je u prvozachytu vzorku s trombocy-
topenii nutna mikroskopicka kontrola (obr. 2.3).

Pozndmka:

Literatura popisuje také jev zvany pseudotrombocytoza. Na rozdil od pseudotrombocy-
topenie se tento jev vyskytuje vzdcné napt. u pacientii s tézkymi popdleninami. Viivem
tepla dochdzi k naruseni membrdn erytrocytii a vznikaji malé erytrocyty (mikrocyty),
mikrosférocyty, fragmenty erytrocytii podobné schistocytiim (majici velmi riiznorodé
tvary). Zdroven je v krevnim ndtéru patrnd vyraznd anizopoikilocytoza erytrocytil.
VSechny tyto buriky mohou byt analyzdtory krvinek nespravné pocitdny jako trombocy-
ty. Dochdzi tak k falesné zvysenému poctu trombocytii. Pseudotrombocytoza odezni po
odstranéni abnormadlnich erytrocytii z obéhu.

2.4  Aglutinace erytrocytii

Aglutinaci erytrocyti rozumime jejich shlukovani, které muze byt zapri¢inéno pri-
tomnosti protilatek. Zralé erytrocyty aglutinuji, pokud jsou potazeny protilatkami.

Miize se jednat o protilatky:
o chladové (nejcastéji),
o tepelné.

Pfi analyze takového vzorku krve na analyzatoru krvinek dochazi k sniZeni poctu
erytrocytd, a naopak k zvyseni parametru MCHC a MCH, hodnota hematokritu je
niz$i a neodpovida hodnoté hemoglobinu.

Tento jev je mozné eliminovat zahfatim vzorku na teplotu 37 °C (obr. 2.4). Sou-
¢asné moderni analyzatory krvinek k tomu vyuzivaji specialni softwarovou aplikaci.
Krevni natér pro mikroskopické hodnoceni se provadi na nahfatém podloznim skle.

Musime od sebe odlisit dva jevy:

[Krevniobraz | Laboratorniteplota | zahi vaorku na teplotu37°C____
WBC (-10°/1) 15.80 16,39
RBC (.1012/1) 0,39 3,21
HGB g/ 117 117
HCT (ratio) 0,040 0,328
mcv (f1) 102,6 102,2
MCH (p2) 300,0 36,4
MCHC (/M) 2925 357
PLT (-109/1) 872 772

° .

Obrazek 2.4 Aglutinace erytrocytd
Hodnoty krevniho obrazu u pacienta s aglutinacf erytrocytl, kdy vzorek jeho krve byl nejprve méfen pfi laboratorni teploté, a poté po
zahféti na teplotu 37 °C, véetné mikroskopického hodnoceni ndtéru (pfitomnost a nepfitomnost aglutinace erytrocytd).
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Obrazek 2.5 Aglutinace neutrofill

o aglutinaci erytrocyti (zptisobenou pritomnosti protilatek), pfitomnou napt. u dg.
autoimunitni hemolytické anemie (AIHA), paroxyzmalni chladové hemoglobin-
urie, potransfuzni inkompatibility,

* penizkovaténi erytrocytii - rouleaux (zptisobené pritomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu - paraproteinu). Jde o slepovani erytrocytd s tvorbou fetizki.

Rouleaux se vyskytuje v krevnim ndtéru napt. u pacientd s rozvinutou formou mno-
hocetného myelomu a Waldenstromovy makroglobulinemie.

2.5 Aglutinace neutrofilii

Velmi vzacné se miiZe objevit i aglutinace (shlukovani) neutrofilt (obr. 2.5). Je mozné
ji eliminovat zahratim vzorku na 37 °C.

2.6 Jiné mozné priciny falesnych vysledki krevniho obrazu

Pri¢inou falesnych vysledkd KO mohou byt i problémy spojené s exspirovanymi zku-
mavkami, problémy souvisejici s technicky nespravné provedenym odbérem (napr.
nespravné odebrané mnozstvi krve, srazend krev, krev naredénd infuzi nebo ovlivné-
na transfuznimi pripravky) ¢i prekroceni doby stability vzorku krve. Jde o chyby v tzv.
preanalytické fazi analytického procesu, které predstavuji az 70 % vsech laboratornich
chyb.

2.6.1 Exspirované zkumavky

VySetieni KO se provadi z nesrazlivé krve. Periferni krev pacienta se odebere do zku-
mavky s protisrazlivym c¢inidlem, kterym jsou soli kyseliny etylendiaminotetraoctové
(K;EDTA, popt. K,EDTA). EDTA vyvazuje vapnik, tim se krev stava nesrazlivou. Soli
EDTA jsou rozmistény po sténdch zkumavky v lyofilizované podobe.

Pomér EDTA/krev se udava jako:

1,5+ 0,3 mg EDTA / 1 ml krve
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Z&klady hematologické diagnostiky

Je-li zkumavka exspirovand, dochdzi ke zméné poméru EDTA/krev a v krvi pa-
cienta se mohou vyskytnout srazeniny. Ve vysledku KO dochazi k poklesu hodnot
(nejcastéji hemoglobinu a poctu trombocytti).

2.6.2 Nespravné odebrané mnozstvi krve pacienta

Spravné odebrané mnozstvi krve je po rysku vyznacenou na zkumavce (standardné
jsou to 2-3 ml, toleruje se odchylka +10 %).

Pfi odebraném mnozstvi krve pod rysku dochazi ke zméné poméru EDTA/krev ve
zkumavce. Je zde vice protisrazlivého ¢inidla, coz ovlivni vysledek KO (sniZeni hema-
tokritu, zvyseni stfedni koncentrace hemoglobinu, fragmentace trombocytt, artefakty
morfologie bunék).

Pfi odebraném mnozstvi krve nad rysku také dochazi ke zméné poméru EDTA/
krev ve zkumavce. Je zde méné protisrazlivého ¢inidla v krvi pacienta se mohou vy-
skytnout sraZeniny, které ovlivni vysledek KO (nejcastéji snizeni hodnot hemoglobi-
nu a poétu trombocyti).

2.6.3 Srazena krev

Ke vzniku srazeniny muze dojit:

e jiz pti odbéru krve pacienta (nespravna technika odbéru - traumaticky odbér),
pricemz je aktivovana koagula¢ni kaskada,

e pri odebraném mnozstvi krve nad rysku vyznacenou na zkumavce,

o kvili zkumavce s proglou exspira¢ni lhttou.

Srazena krev vzdy ovlivni vysledek KO (nejcastéji snizeni hodnot hemoglobinu a po-
¢tu trombocytt). Takovy vysledek neni validni a vzdy je nutné provést novy odbér
krve pacienta.

2.6.4 Krev naredénad infuzi (nebo ovlivnéna transfuzi)

Krev je odebrana z mista, do kterého je zavedena infuze (¢asto jde o centralni Zilni ka-
nylu, port s pripojenou prodluzovaci hadi¢kou). Dochazi k nafedéni vzorku krve, coz
ovlivni vysledek KO (snizeni hodnot). Takovy vysledek neni validni a vzdy je nutné
provést novy odbér krve.

Hodnoty KO mohou obdobnym zptsobem ovlivnit aplikované transfuzni ptiprav-

ky.
2.6.5 Stabilita vzorku krve

Podstatnou roli hraje i ¢as, ktery uplyne od odbéru vzorku do jeho zpracovani. Stabilita
vzorku krve pro vysetfeni KO je 5 hodin od odbéru. Po prekroceni doby stability do-
chazi ke zménam metabolismu krevnich bunék, které se za¢nou rozpadat. Tyto zmény
se pak mohou negativné promitnout do vysledku vySetfeni.

Vzorky, které jsou obtiznéji hodnotitelné, vyzaduji od pracovniki laboratore dob-
rou znalost prace s analyzatory krvinek. Spravné vyhodnoceni informaci, které analy-
zatory poskytuji, vede k vydani validnich vysledki.
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3 Jakspravne mikroskopovat

Jarmila Jurdriovd

V hematologické diagnostice pouzivame k rutinnimu hodnoceni mikroskopickych
preparati svételny mikroskop se suchym objektivem (10nasobné az 100ndsobné
zvétdeni) a vétsinou také s imerznim objektivem (50nasobné az 100nasobné zvétse-
ni s pouzitim imerzniho oleje). Mikroskopickym preparatem je spravné pripraveny
a specialné (panopticky) obarveny natér. Jedna se bud o natér periferni krve, nebo
o natér aspiratu kostni dfené, ptip. otisk uzliny.

Natér periferni krve provadi zdravotni laborant z kapky nesrazlivé krve (periferni
krev je odebrana do protisrazlivého ¢inidla K;EDTA), ptipadné ze srazlivé (kapilarni)
krve, pomoci roztiraciho sklicka na podloznim skle. Natér by nemél byt prilis silny,
ale rovnomeérné rozetteny, na jeho konci ,doztracena®, nesmi sahat az k okrajim pod-
lozniho skli¢ka, ani k jeho konctim.

Natér aspiratu kostni dfené provadi 1ékar ihned po aspiraci kostni dfené pacienta
(specialni punk¢ni ¢i bioptickou jehlou). Biologicky material (nejlépe z prvni porce
aspiratu) je aplikovan na podlozni sklicko a rozetfen pomoci roztiraciho sklicka stej-
nym zpusobem jako v piipadé zhotoveni natéru periferni krve.

Natér se vidy necha radné zaschnout. Podrobnéjsi hodnoceni je mozné az po spe-
cialnim (panoptickém) obarveni krevniho natéru (viz kapitola 4).

3.1  Postup pti hodnoceni manualniho diferencialniho
rozpoctu

Hodnoceni za¢ina piehlednym zhodnocenim natéru periferni krve suchym objekti-

vem pri malém zvétseni (idedlné 200x%, nejvyse do 400x*), kdy hodnotime:

e bunécnost, kvalitu a obarveni natéru,

o rozlozeni bunék - tzn. jak pfitomnost bunék v koncich a okrajich natéru (zde mo-
hou byt vytlaceny velké a patologické buriky), tak v hustych mistech (zde se mohou
nachdzet mikrosrazeniny trombocytd, které v misté s nizkou buné¢nosti nemusime
najit).

Toto malé zvétseni ndm pomiize vytipovat optimalni misto k provedeni rozpoctu
leukocytii i hodnoceni morfologie vSech buné¢nych elementd.

Poté nasleduje hodnoceni bunéénych krevnich elementii véetné stanoveni jejich
pocetniho zastoupeni. To lze provést pri vétsim zvétseni 500-1000x*. Pro zhotoveni
diferencialniho poctu leukocytii a pro detailni hodnoceni morfologie jednotlivych
bunék je obvykle doporucovano velké zvétseni 1000x* (suchym nebo imerznim

* Prislusnd zvétseni vznikla vynésobenim zvétsenf objektivu zvétsenim okuldru (§. 10).
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Obrazek 3.1 Hodnocenf nétéru perifernf krve (ipka ukazuje
smér rozetfeni, ddle je naznacen meandrovity pohyb objektivu
po podloznim skle)

objektivem). K hodnoceni si vybirame ,,optimalni misto, kde jsou buiiky rovnomér-
né rozprostreny (erytrocyty se neprekryvaji). Nejcastéji se jedna o misto asi 1 cm od
konce nétéru (obr. 3.1). Natér v mikroskopu hodnotime meandrovitym rovnomér-
nym pohybem objektivu po podloznim skle - nejlépe na sitku skla od jednoho okraje
k druhému (obr. 3.1).

Rozpocet leukocytii se provadi s pomoci hematologického sumétoru obvykle na
100 nalezenych bunék.

Hodnoceni obarvenych natért periferni krve (tzn. provedeni diferencialniho po-
¢tu leukocytt) Ize také stanovit automaticky (jak uz bylo zminéno v kapitole 1.4.)
pomoci analyzatoru pro digitalni morfologii bunék. Pristroj provede diferencidlni
pocet leukocytii a morfologické hodnoceni zmén leukocytt, erytrocyti a trombocytt
vcetné jejich patologii. Kontrola a potvrzeni vysledku vsak nadale ztstava na labora-
tornim pracovnikovi. Vyuziti digitalni morfologie v hematologické laboratorti se stava
rutinni metodou zhodnoceni natéru periferni krve.

3.2 Hodnoceni natéru periferni krve
3.2.1 Hodnoceni kvantitativni — na 100 leukocytii

a) diferencialni pocet leukocytt,
b) pocet erytroblasti (normoblastt).

3.2.2 Hodnoceni relativniho poctu — na 1000 erytrocytii

a) pocet schistocytd,
b) pocet trombocyti,
c) pocet akantocyttL.

3.2.3 Hodnoceni morfologickych zmén (vcetné jejich semikvantitativniho,
pripadné i kvantitativniho hodnoceni)

a) erytrocytd,
b) leukocyti,
c) trombocytd.
Pfi morfologickém hodnoceni leukocytd, erytrocytii a trombocytti hodnotime
nélez slovné, silu pozitivity hodnotime na 1-3 kiizky.
Fyziologické hodnoty (relativni pocet) pro manualni diferencialni pocet leuko-

cytd u dospélych jsou uvedeny v tabulce 3.1.
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Jak spravné mikroskopovat

Tabulka 3.1 Fyziologické hodnoty manudiniho diferencidintho poctu leukocytti v periferni krvi dospélych (pro muze
azenynad 15 let)

Nazev Referencni meze Jednotka

Neutrofilnf segmenty 47-70 %
Neutrofilni tyce 0-4 %
Neutrofilni metamyelocyty 0-0 %
Neutrofilni myelocyty 0-0 %
Promyelocyty 0-0 %
Myeloblasty 0-0 %
Lymfocyty 20-45 %
Monocyty 2-10 %
Fozinofily 0-5 %
Bazofily 0-1 %
Erytroblasty 0-0 %

3.2.4 Patologické hodnoty

Kvantitativni - snizené nebo zvysené pocty (absolutni nebo relativni) jednotlivych
populaci leukocytd, posun doleva, pritomnost metamyelocytd, myelocytti a promye-
locytt (leukemoidni reakce, myeloproliferativni onemocnéni...), pritomnost blasti
(akutni leukemie, myelodysplasticky syndrom, myeloproliferativni onemocnéni...),
pritomnost erytroblastii (hemolytické anemie, myelofibréza, infiltrativai proces
v kostni dfeni, napt. nadorové metastazy...), tzv. leukoerytroblasticky obraz (myelofi-
broéza, infiltrativni proces v kostni dfeni, napt. nadorové metastazy...).

Kvalitativni — napf. toxicka granulace, nebo naopak hypogranularita, zvysena ¢i
sniZzena segmentace jader neutrofild, vyrazné morfologické zmény erytrocytd (ane-
mie...), nalez paraziti (napf. u malarie a leishmanidzy), zmény morfologie monocytti
a lymfocytd, nalez atypickych lymfoidnich elementt (reaktivni zmény napt. pti viro-
vych infekcich, lymfoproliferativni choroby...) atd.

3.3 Postup pii hodnoceni myelogramu
(aspiratu kostni dieneé)

Vlastni hodnoceni zacina prehlednym zhodnocenim natéru kostni dfené suchym
objektivem pri malém zvétseni (idealné 200x*), kdy hodnotime:
e bunécnost (celularitu), kvalitu a obarveni natéru,
e rozlozeni bunék (tzn. pfitomnost bunék v koncich a okrajich natéru, ale i v hustych
oblastech natéru, zejména u loziskovych procest),
zastoupeni megakaryocyta,
pritomnost a bunécnost stromatu.
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Toto malé zvétseni ndm pomuze najit optimalni misto k diferencovani i hodnoce-
ni morfologie vSech bunéénych element.

Poté nasleduje hodnoceni jadernych bunék véetné stanoveni jejich pocetniho za-
stoupeni. To lze provést pri vétsim zvétSeni 600-1 000x*. Detailni hodnoceni morfo-
logie jednotlivych bunék a diferencialni pocet elementl kostni dfené se obvykle do-
porucuje provést pri velkém zvétSeni 1 000x* (suchym nebo imerznim objektivem).
K hodnoceni si vybirame ,,optiméalni misto®, kde jsou bunky rovnomérné rozprostfte-
ny, pokud mozno ne az v koncové ¢asti natéru, kde jsou bunky arteficialné zvétseny.
Volba vhodné ¢asti natéru souvisi s bunécnosti aspiratu kostni dfené. Nalezené jader-
né bunky se pocitaji pomoci hematologického sumétoru obvykle na 500 bunék.

V posledni dobé je evidentni snaha vyuzit pfi hodnoceni aspiratu kostni dfené
umélou inteligenci. Prvni systémy, které jsou jiz komeréné dostupné, dokazi velmi
rychle naskenovat natéry a urcit nékteré typy bunék. Problémem stdle ztstava hod-
noceni atypickych a patologickych bunék. Laborant a posléze 1ékat musi v druhé
fazi hodnoceni tento nélez verifikovat, opravit. Lze pfedpokladat, Ze tyto pristroje se
v blizké budoucnosti rozsifi do rutinni praxe.

3.4 Hodnoceni natéru aspiratu kostni drené
3.4.1 Hodnoceni kvalitativni

a) orienta¢ni hodnoceni buné¢nosti natéru, kvality natéru a barveni,

b) orienta¢ni hodnoceni zastoupeni megakaryocytt,

c) prohlédnuti okrajovych ¢asti natéru,

d) vyhledani makroskopicky viditelnych fragmentd kostni dfené a posouzeni jejich
bunécného slozeni.

3.4.2 Hodnoceni kvantitativni
a) diferencidlni pocet jadernych bunék.
3.4.3 Hodnoceni a popis morfologickych zmén

a) erytropoezy,

b) granulopoezy a lymfopoezy,

c) trombocytopoezy,

d) hodnoceni dalsich nalezenych elementt.

3.4.4 Patologické hodnoty

Kvantitativni nebo kvalitativni zmény v kostni dfeni mohou byt typické pro ur¢ité
hematologické onemocnéni ¢i pro celou skupinu onemocnéni.

* Prislusnd zvétenf vznikla vynasobenim zvétseni objektivu zvétSenim okuldru (. 10).
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3.4.5 Zakladni charakteristiky nalezi u vybranych onemocnéni
Drenové utlumy: snizena bunécnost, relativni lymfocytoza, relativné zvysené zastou-

peni bunék stromatu (makrofagy, retikularni bunky)...
Akutni leukemie: populace blastickych elementii nad 20 % (dle WHO).

Tabulka 3.2 Fyziologické hodnoty (relativni pocet) pro myelogram (aspirdt kostnf dfené) u dospélych (pro muze a Zeny

nad 15 let)
Nazev Referencni meze Jednotka
Granulocytarni fada
granulocytdrni fada (soucet) 52-70 %
neutrofilnifada (soucet) 50-70 %
myeloblasty 0-3 %
promyelocyty 1-5 %
neutrofilni myelocyty 5-25 %
neutrofilni metamyelocyty 5-25 %
neutrofilni tyce 10-30 %
neutrofilni segmenty 7-25 %
eozinofilnf fada (soucet) 0-6 %
eozinofiln myelocyty 0-2 %
eozinofilni metamyelocyty 0-2 %
eozinofinf tyce 0-24 %
eozinofiinf segmenty 02-3 %
bazofilni fada (soucet) 0-2 %
bazofilni myelocyty 0-0,5 %
bazofilni segmenty 0-1 %
Cervena fada
Cervend fada (soucet) 15-27 %
proerytroblasty 0-2 %
erytroblasty bazofilni 1-3 %
erytroblasty polychromni 2-20 %
erytroblasty ortochromnf 2-15 %
Pomér granulocytarni a cervené rady
G/E pomér | 2-4/1 | ratio
Megakaryocytarni fada
megakaryocyty | 0-1 | %
Mononukledry
lymfocyty 4-20 %
monocyty 0-2 %
plazmocyty 0-4 %
retikuldrni buriky 0-2 %
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Myelodysplasticky syndrom (MDS): mtize byt zvySené zastoupeni blastii az do
20 %, vétsinou zvySend bunécnost, morfologické zmény v krevnich radach (dyspla-
zie)...

Mnohocetny myelom: vétsinou zvySené zastoupeni plazmatickych bunék, abnor-
malni plazmatické bunky, rouleaux erytrocytl v natéru periferni krve. ..

Megaloblastové anemie: megaloblasticka prestavba erytropoezy, dalsi zmény ve
vSech krevnich rfadach, nalez obtich ty¢i a metamyelocytd, hypersegmentace neutro-
fil&i, popt. abnormality megakaryocyta.

Hemolytické anemie: kompenzac¢ni hyperplazie erytropoezy (zvy$ené zastoupena,
se zvySenou mitotickou aktivitou), mohou byt pfitomny i urcité znamky dyserytropoe-
zy, nalez velkych ,,hnizd“ erytroblasti. ..

Chronicka myeloidni leukemie (CML): zvySena bunécnost, vyrazna prevaha
granulocytarni fady, posun k nezralym formam, eozinofilie, bazofilie. ..

Chronicka lymfaticka leukemie (CLL): vyrazné zvySené zastoupeni vét$inou
atypickych lymfocytt, jaderné stiny (tzv. Gumprechtovy stiny - vice patrné v natéru
periferni krve)...

Vlasatobunéc¢na leukemie (HCL - hairy cell leukemie): snizena bunéénost, na-
lez atypickych ,vlasatych® lymfoidnich elementt.

Maligni lymfomy: mozny nalez atypickych lymfoidnich elementt pfi postizeni
kostni dfené lymfomem.

Metastazy do kostni dfené: nalez nehematopoetickych bunék volné, ale zejména
v kohezivnich shlucich (mikrometastazy), natéry aspiratu kostni dfené mohou byt
spi$e hypocelularni, v natéru periferni krve mtize byt leukoerytroblasticky obraz (vy-
plavovani méné zralych elementii granulopoezy a erytroblastt), pfipadné dakryocyty.

Fibréza kostni diené: leukoerytroblasticky obraz v natéru krve, dakryocyty, poi-
kilocytéza...
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Vas specialista
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