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ABSTRAKT

Predmétem této bakalafské prace je stanoveni nového rozsifeného parametru krevniho
obrazu RET-He (ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech) a jeho mozny piinos pro

diagnostiku anémie z nedostatku zeleza.

Teoreticka Cast zaCind popisem anémii, a to pfedevSim jejich definici, diagnostikou
a klasifikaci. Uveden je také fyziologicky metabolismus Zeleza v lidském organismu,
a s tim spojeny jeho deficit, ktery narusuje erytropoézu a vysledkem muze byt az rozvoj
sideropenické anémie. Dale se teoretickd ¢ast vénuje parametru RET-He. Jsou rozebrany
vyhody anevyhody jeho stanoveni ve srovndni sbéZzné¢ uzivanymi laboratornimi
ukazateli metabolismu Zeleza. Popsany jsou téz i jiné vyznamné parametry, které jsou od
ekvivalentu hemoglobinu v retikulocytech odvozené, ¢imZ podporuji jeho klinickou

uzite¢nost.

Prakticka ¢ast je zaméfena na laboratorni diagnostiku RET-He a vybranych
hematologickych a biochemickych parametri. zmétenych ze vzorku krve na

automatickém analyzatoru Sysmex XN-1000, Sysmex XN-1500 DI a cobas® pro.

Naméiené vysledky 979 pacientli jsou zpracovany pomoci deskriptivni statistiky
a prezentovany formou tabulek a grafii porovnavajicich soubory dat jednotlivych
parametr. K posouzeni jejich vzajemného vztahu byly pouzity Spearmanovy korelace,
které ukazuji, Ze existuje statisticky vyznamna korelace RET-He s MCV a MCH, ale pro
vztah téchto parametri nelze v nasi smésné populaci vyvodit obecné platna pravidla.

Ziskané zavéry jsou porovnany s udaji publikovanymi v dostupné literatute.

Klic¢ova slova

Ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech (RET-He); retikulocyty; sideropenicka anémie;

zelezo; diagnostika anémii; fluorescencni priitokova cytometrie



ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is the determination of a new extended blood count
parameter RET-He (reticulocyte haemoglobin equivalent) and its possible benefit for

the diagnosis of iron deficiency anemia.

The theoretical part begins with a description of anemias, especially their definition,
diagnosis and classification. The physiological metabolism of iron in the human body
and the associated iron deficiency, which impairs erythropoiesis and may result
in the development of sideropenic anemia, are also presented. Furthermore,
the theoretical part deals with the RET-He parameter. The advantages and disadvantages
of its determination compared tocommonly used laboratory indicators of iron
metabolism are discussed. Other important parameters that are derived from

the reticulocyte haemoglobin equivalent are also described, supporting its clinical utility.

The practical part is focused on laboratory diagnosis of RET-He and selected
hematological and biochemical parameters measured from blood sample on automatic

analyzer Sysmex XN-1000, Sysmex XN-1500 DI and cobas® pro.

The measured results of 979 patients are processed using descriptive statistics
and presented in the form of tables and graphs comparing data sets of individual
parameters. Spearman's correlations were used to assess their relationship, showing that
there is a statistically significant correlation of RET-He with MCV and MCH, but
no generally valid rules can be derived for the relationship of these parameters
in our mixed population. The obtain conclusions are compared with data published

in the available literature.

Keywords

Reticulocyte haemoglobin equivalent (RET-He); reticulocytes; sideropenic anemia; iron;

diagnosis of anemia; fluorescence flow cytometry
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1 UVOD

Anémie predstavuje jeden z nejrozsitenéjSich zdravotnich problémd, ktery postihuje
az jednu tfetinu svétové populace ajeji nejCastéjsi prficinou je nedostatek zeleza.
Sideropenickd anémie ohrozuje predevsim zeny ve fertilnim véku, t€hotné zeny, déti,

starsi lidi a obyvatele rozvojovych zemi.

Zelezo je mimo jiné stéZejni pro syntézu hemoglobinu. Vylerpani zasob Zeleza
v organismu tedy omezuje erytropoézu, a to v kone¢ném disledku snizuje schopnost krve
okysli¢ovat tkané a organy. Vznikajici hypoxie zdsadné ovliviiuje nejen kvalitu Zivota,
ale také vede k zavaznym nasledkiim ohrozujici postizeného a v ptipade gravidity i plod.

Z tohoto divodu je dilezité anémii v€as diagnostikovat a 1é€it.

V soucasnosti se diagnostika anémie z nedostatku Zeleza ve vétSing laboratofi zaklada
na vyhodnoceni nékolika hematologickych a biochemickych parametri, které¢ poskytuji
informace o erytropoéze a metabolismu Zeleza. AvSak tyto testy maji sva uskali. Nékteré
z nich maji pfili§ dlouhou dobu odezvy, protoze obrat erytrocytii v krvi je ptili§ pomaly
a vypovidaji tedy o erytropoetické aktivité pred n¢kolika mésici. Jiné testy jsou finan¢né
naro¢né pro rutinni méfeni a u nékterych z nich mohou byt vysledné hodnoty ovlivnény
1 zcela jinymi stavy (napf. zdnétem). Dalsi moZnosti je vySetieni kostni dfené, ale tento

zpusob je vysoce invazivni.

V poslednich letech se stile castéji zacind vyuzivat ekvivalent hemoglobinu
v retikulocytech (RET-He), coZ je rozSifeny parametr krevniho obrazu, ktery je soucasti
novéjsich hematologickych analyzatori vyrobce Sysmex. Retikulocyty za 1-3 dny po
svém vzniku opoustéji kostni dfen a v periferni krvi cirkuluji jesté 1-2 dny, nez dozraji
v Cervenou krvinku. Retikulocyt je navic poslednim vyvojovym stadiem erytropoézy,
ktery je schopen syntetizovat hemoglobin, a proto stanoveni RET-He odrazi dostupnost
zeleza pro tvorbu hemoglobinu v poslednich 3-4 dnech. Jedna se tedy o ukazatel

hemoglobinizace nové vzniklych erytrocytl, ktery navic neni ovlivnén piitomnosti

infekce v organismu.

RET-He ma diky své rychlé odezvé potencial byt nejen Casnym ukazatelem
sideropenie a markerem vhodnym k diagnostice sideropenické anémie, ale i parametrem

vhodnym ke sledovani Gspésnosti feroterapie.
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2 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je pokusit se najit a ovéfit vztahy RET-He k vybranym
laboratornim parametrim (tj. HGB, MCV, MCH, MCHC, zelezo, transferin, saturace
transferinu a feritin) métenych pomoci hematologickych analyzatord Sysmex XN-1000
a Sysmex XN-1500 DI a biochemického a imunochemického analyzatoru cobas® pro.
Ziskané vztahy graficky zpracovat, vyvodit z nich mozna pravidla a vyhodnocené zavéry

nasledné porovnat s dostupnou literaturou.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Anémie

Anémie neboli chudokrevnost se povazuje za jeden z nejcastéjSich patologickych
stavl,, ktery postihuje jednu tfetinu svétové populace. Dochazi pii ném k poklesu
koncentrace hemoglobinu a hematokritu pod dolni hranici referen¢niho rozmezi a s tim

je spojena snizend schopnost krve zasobovat tkan¢ a organy kyslikem [1; 2].

Referencni mez se odviji od konkrétniho véku a pohlavi. U dospélych muzi je
optimalni koncentrace hemoglobinu 135-175 g/l a u dospélych zen 120-160 g/l. Mensi
vyznam se piiklada stanoveni poctu erytrocytl, protoze u nékterych typti anémii se jejich

pocet nesnizuje [1; 2; 3].

Pro definici anémie je také potieba zohlednit mnozstvi cirkulujici plazmy, které
muze uvedené parametry zkreslit zménénim svého objemu. Piikladem miize byt pacient
po akutni ztrat¢ velkého mnozstvi krve. Z pocatku jsou hodnoty hemoglobinu
a hematokritu nezménéné. Po doplnéni chybéjici plazmy dochazi k jejich postupnému
sniZzeni vlivem natfedéni bunééné slozky krve. Zdanlivé normalni hodnoty nachazime
u dehydratované osoby s chudokrevnosti. U t€hotnych Zen se naopak mnozstvi plazmy
v prib&hu prvniho a druhého trimestru zvysuje, ¢imz koncentrace hemoglobinu pfirozené

klesa. Tento stav se oznacuje jako tzv. relativni anémie [1; 2; 4].

U né€kterych skupin obyvatelstva je potfeba nahlizet na referencni meze

individudlné. Lidé zijici ve vysokych nadmoiskych vySkdch maji vys§i koncentraci

vvvvvv

koufeni cigaret [4; 5].

3.1.1 Diagnostika anémii

Anémie ve vétSin€ piipadech vznikd pouze jako projev jiného onemocnéni. Pro
zahdjeni adekvatni 1écby anemického pacienta je nutnd spravna diagnostika, ktera tudiz
nezavisi pouze na laboratornich vysledcich, ale stanovuje se na zaklad¢ jejich kombinace

s fyzikdlnim vySetfenim, informacemi z anamnézy a ptiznaky pacienta [5].
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e Klinické priznaky

Nedostate¢né okyslicovani tkani v disledku snizeného mnoZstvi hemoglobinu pfimo
souvisi s klinickymi pfiznaky chudokrevnosti. Ty se mohou projevovat mirnymi
zménami Vv organismu, ale izivot ohrozujicimi stavy. Mezi klicové faktory, které
ovlivituji intenzitu projevu pfiznakd, fadime stupeii a dobu trvani anémie, rychlost jejiho
vzniku, schopnost organismu se adaptovat, stav organismu (piedev§im respirac¢niho
a kardiovaskularniho systému), pozadavky jedince na kyslik, pfitomnost jiné¢ho

onemocnéni a v neposledni fade veék [1; 5].

Dochézi-li k akutnimu krvaceni, zavisi klinické projevy na mnozstvi ztraceného
objemu krve. Pokud piesdhne akutni ztrata 30-40 % z celkového objemu, nastdva

ob&hovy kolaps. Pti poklesu celkového objemu krve pod 50 % hrozi smrt [5].

Ackoliv je pomalu vznikajici anémie stejné zavaznd jako akutni krvéaceni, organismus
ma moznost pomoci adaptacnich mechanismu potlacit vyvijejici se anemicky syndrom.
Vlivem téchto mechanismi zdstdvaji projevy anémie 1ipii relativné nizkych

koncentracich hemoglobinu skryté [1; 5; 6].

Jednim z dulezitych kompenzacnich mechanismii odpovidajicich na hypoxii je
vzestup hladiny 2,3-difosfoglyceratu v Cervenych krvinkach, ¢imz se usnadnuje
uvolnovani kysliku. Dale organismus zac¢ina dodavat mén¢ kysliku do tkani, které¢ jsou
na nedostate¢né prokrvovani méné citlivé (napt. kiize, ledviny) a upfednostni zasobeni
zivotn¢ dulezitych orgdnt. V dasledku zvySeni produkce erytropoetinu ledvinami
dochazi ke stimulaci erytropoézy v kostni dfeni. Dal§im obrannym mechanismem je
hyperventilace neboli zrychlené dychani, ale i snizeni viskozity krve v dusledku poklesu
mnozstvi erytrocytll. To urychluje cirkulaci krve v krevnim ob¢hu, a tim i dodani kysliku

do tkani [1; 5].

Anemicky syndrom se muze projevit Unavou, huc¢enim v usich, svalovou slabosti,
zavratémi, bolesti hlavy, dusnosti, palpitaci a synkopou, coz jsou obecné subjektivni
ptiznaky chudokrevnosti vznikajici hypoxii. Na zakladé fyzikalniho vysetfeni mohou byt
zjistény objektivni symptomy, mezi které spada bledost klize a sliznic, hypotenze, otoky,

splenomegalie a zrychlené dychani. U nékterych typti anémii se mimo obecnych piiznakt
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vyskytuji také specifické. Piikladem je vznik neuropatie vlivem anémie z nedostatku
vitaminu BI2 nebo vznik Zzloutenky u hemolytické anémie ze zvySené destrukce

erytrocytu [1; 7].

e Anamnéza

Kromé klinickych pfiznakii mohou k odhaleni anémie vyrazné pfispet 1 informace
ziskané z anamnézy. Jedna se nejcastéji o informace spojené se stravovacimi navyky, jenz
lékate informuji o potencionalnich nutricnich nedostatcich pacienta. Tyto nedostatky
mohou vést az knutricni anémii zplUsobené snizenym mnoZstvim nékteré
z hematopoetickych zivin. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) trpi nutri¢ni
anémii 30 % lidstva. Ohrozenou skupinou jsou napf. vegetaridni, jejichz strava je vice

zatizena karenci hematopoetickych zivin [1; 2; 5; 8].

Nedostatek zivin nemusi nutné¢ poukazovat jen na jejich nedostate¢ny piisun do
organismu, ale ina jejich zvySenou ztratu, kterd miZze byt doprovdzena jinym
onemocnénim, jako jsou napi. malignity, parazitdrni infekce a onemocnéni ledvin.
V potaz je nutné brat také zvySenou potiebu zivin jedince v obdobi riastu, téhotenstvi
a laktace. Z tohoto divodu je dilezité, aby 1€¢kat véd¢€l o zdravotnim stavu pacienta [2; 5;

9.

Zjisténi rodinné anamnézy napomahd k definovani nckterych dédi¢nych typt
chudokrevnosti, jako je srpkovitd anémie a talasémie. V neposledni fad¢ je nezbytné
poskytnout 1ékafi informace o medikaci nebo vystaveni organismu chemickym latkdm

a toxinum [5].

Prestoze anamnéza a klinické piiznaky déavaji velké mnozstvi informaci o stavu
pacienta, jejich schopnost odhalit anémii je omezend, a proto pii podezieni muize 1ékat

nafidit laboratorni testy, které ptipadnou chudokrevnost odhali [2; 5].

e Laboratorni diagnostika

V prvni fadé se provadi vysetfeni krevniho obrazu, coz je bézné screeningové

vySetieni realizované ze vzorku nesrazlivé krve. Piestoze stanoveni koncentrace
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doporucuje se vySetiit kompletni krevni obraz, ¢imz vznikne soubor vysledk, které spolu

navzajem uzce souvisi [10; 11].

Klesne-li koncentrace hemoglobinu u muzii pod 135 g/l a u zen pod 120 g/l, hovotime
o anémii. Za t€zkou formu se povazuje ndlez mensi nez 80 g/l. Dllezitym indikatorem je

také pokles hematokritu pod 40 % u muzl a pod 35 % u zZen [3; 12; 13].

Pro diferencialni diagnostiku anémii, ktera je pomérné¢ komplikovana, je potfeba znat
nejen koncentraci hemoglobinu (HGB), hematokrit (HCT) ¢i pocet erytrocytti (RBC), ale
1 dal$i parametry. V roce 1934 bylo zavedeno morfologické déleni anemickych syndromtl,
jez se stalo uzitenym piedev§im po zavedeni krevnich analyzitord. Ty ndm dévaji
informaci o jednotlivych parametrech cervené krevni fady, které jsou mimo téch
nejzakladnéjsich nezbytné k urceni pficiny vzniku chudokrevnosti a jeji adekvatni 1écbe

[14].

vvvvvv

o velikosti cervené krvinky. Prave podle tohoto parametru se provadi morfologické déleni
anémii na mikrocytarni, normocytarni a makrocytarni. Stfedni mnozstvi hemoglobinu
v erytrocytech (MCH) a stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC)
poskytuji informace, diky kterym mlze byt anémie délena na hypochromni
a normochromni. Anizocytéozu populace cervenych krvinek lze zjistit vySetfenim
distribucni Site erytrocytti (RDW), coz je parametr, ktery popisuje heterogenitu ¢ervenych
krvinek z hlediska jejich MCV. Cim vy$si je hodnota RDW, tim vice je populace
erytrocytil heterogenni z hlediska jejich velikosti. V neposledni fad¢ je dilezity i pocet
retikulocytd. Jejich zvySend produkce (retikulocytéza) vypovidd o zachovani

kompenzacni schopnosti kostni dfené [13; 14; 15].

Pozornost by méla byt vénovana také zménam v poctu leukocyti (WBC) a poctu

wrwe

[15].
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Na zékladé¢ pfitomnosti anemického syndromu a nélezu v krevnim obraze mohou byt
provedeny dal$i hematologické, biochemické a genetické laboratorni testy, jez jsou

specifické pro jednotlivé typy anémii [15].

Ptikladem zadkladniho hematologického testu je vySetfeni krevniho obrazu
a mikroskopického natéru periferni krve, ktery je pouzivan pti podezieni na pfitomnost
abnormalnich tvart ¢ervenych krvinek a pfitomnost erytrocytarnich inkluzi. K nejcastéji
méfenym slozkam séra patii hladina bilirubinu, kyseliny mocové, laktatdehydrogenazy
(LD), haptoglobinu, sérového zeleza, transferinu, feritinu, vitaminu B12 a folati.
K dal$imu vySetfeni nemusi byt vyuzZivana pouze krev pacienta, ale i moc, stolice nebo

kostni dren [15; 16].

Pro urceni pri¢iny anémie ve vétSiné piipadech neni vySetfeni kostni difené nutné,
avsak nékdy mize poskytnout cenné informace, které neni mozné béznymi laboratornimi
testy prokdzat. Jejim testovanim Ize za nékterych patologickych stavli odhalit

myelodysplazii ¢i infiltraci kostni diené malignimi bunikami [15].

3.1.2 Etiopatogeneticka klasifikace

A¢ je morfologickd klasifikace prakticka a hojné vyuzivana, jeji klinické vyuziti je
nedostate¢né. Diivodem je prevazné to, Ze vyuziva parametrl, které¢ jsou vysledkem
prvotnich laboratornich testii. Pro zahajeni cilené 1€cby nemocného je nezbytné zjistit

pri¢inu a zptsob vzniku, ¢imz se zabyva etiopatogeneticka klasifikace. Podle pievazujici

pti¢iny vzniku lze anémie rozdélit do tfi skupin [6; 14; 16].

Prvni skupinou jsou anémie z nedostatecné tvorby erytrocyti. K této poruse dochazi
pii absolutnim nebo relativnim nedostatku latek potfebnych pro tvorbu erytrocyta
a hemoglobinu, jako je Zelezo, kyselina listova, vitamin B12, B6, C, pfipadné 1 E.
Nedostatek regulacnich sloucenin téZ ovliviiuje vznik Cervenych krvinek. Dulezitymi
regula¢nimi slouceninami jsou napfi. androgeny, erytropoetin ¢i hormony Stitné Zlazy.
K nedostatecné erytropoéze miize dochézet také vlivem poruchy kmenové buiiky, coz je
zpusobeno napiiklad myelodysplazii, dfeiovym utlumem ¢i malignitami postihujici
kostni dfen. Posledni skupinou, ktera svym ptisobenim ovliviiuje tvorbu cervenych

krvinek, jsou dédicnd onemocnéni krvetvorby. Mezi nejcastéjsi zastupce patii
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sideropenickd anémie, anémie z deficitu vitaminu BI2 a anémie z nedostatku kyseliny

listové [6; 16].

Dalsi skupinou jsou anémie ze zvySené ztraty erytrocyti. Ty vznikaji jejich
predCasnym zanikem. V zavislosti na tom, zda ke zkrdcenému piezivani erytrocytu
dochdzi vlivem vnégjsiho prostiedi ¢i problém souvisi pfimo s krvinkou, rozliSujeme

korpuskularni a extrakorpuskularni hemolytické anémie [16].

Poslednim souborem onemocnéni vychazejicim z etiopatogenetické klasifikace jsou

akutni posthemoragické anémie, které vznikaji nadmérnym krvacenim [16].

3.2 Metabolismus Zeleza

Zelezo je biogenni stopovy prvek, ktery je v organismu nezbytnou souéasti mnohych
procest zasadnich pro Zivot. Prostfednictvim hemoglobinu, kde se nachazi nejvétsi ¢ast
zeleza, prenasi kyslik po celém téle. Kromé toho je dale stavebnim kamenem
myoglobinu, cytochromt a dalSich enzymt. Svou pfitomnosti umoznuje syntézu bilkovin
a nukleovych kyselin. Dale se Ucastni napt. proliferace, diferenciace, regulace genové
exprese a apoptozy. Dillezitou roli hraje také v normalnim vyvoji imunitniho systému.
Ptiblizny obsah vazaného dvojmocného zeleza v téle se u muzi pohybuje okolo 45 mg/kg
a u zen okolo 35 mg/kg. Piestoze je jeho tloha pro spravné fungovani organismu klicova,
muze byt Zelezo i1 potenciondln¢ toxické — zejména volné nebo ulozené v jatrech apod.

[17; 18; 19].

3.2.1 Absorpce

Zelezo se v potravé vyskytuje ve dvou formach — hemové a nehemové. Nehemové
zelezo (Fe*") je soucasti rostlinné stravy, kde je obsazené piedeviim v zelening,
obilovinach, Iusténinich aovoci. Hemové Zelezo (Fe*') je piijimano
konzumaci zivo¢isné potravy, pficemz nejvice se ho nachazi v ¢erveném mase, moiskych

plodech a driibezi [18; 19; 20].

Primarnim mistem vstiebavani zeleza je duodenum, ale u malého podilu k nému

dochdzii v distalnich ¢astech tenkého stieva. U jeho jednotlivych forem probiha absorpce
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odlisng, protoze enterocyt je schopen vstiebavat pouze Fe*" formu. Nasledkem toho je

absorpce hemového zeleza pro télo snadnéjsi [18; 19; 20].

Pfed samotnou absorpci Zelezitych iontd musi dojit k jejich redukci, coz je zajisténo
duodendlnim cytochromem b (Dcytb), ktery se nachazi na apikdlni strané stfevnich
bunck. Plsobenim transportéru DMTI (divalent metal transporter 1) je ndasledné
dvojmocna forma Zeleza absorbovana do enterocytu. Konzumaci stravy bohaté na
hemoglobin se do traviciho traktu dostavd hem. Po jeho vstupu do enterocytu vlivem
transportéru HCP (heme carrier protein) dochéazi k degradaci hemu hemoxygenazou 1 [19;

20; 21].

Existuje velké mnozstvi faktort, které ovliviiuji vstiebavani Zeleza z potravy. Mezi
biologické faktory spada vék, pohlavi, ale také zdravotni stav. Neptiznivé na absorpci
muze pusobit napt. resekce zaludku a tenkého stfeva, ale predevsim piijem nékterych
chemickych latek. Piikladem jsou fytaty, taniny a polyfenoly. Tyto latky se spolu
s nehemovym Zelezem nachazi v rostlinné stravé a tvoii s Fe** nerozpustné komplexy,
coz zpusobi neschopnost organismu toto zelezo vyuzit. Jejich vlivem se sniZuje resorpce
0 10-15 %. Podobny diisledek vznika i konzumaci mléénych vyrobkd. Naopak mnoho
faktorti pfizniveé ovliviiuje biologickou vyuzitelnost Zeleza z potravy. Mezi tyto latky patii
vitamin C, kyselina citronova, alfa abeta karoteny, vitamin A, bilkoviny masa

a sacharidy (zvlasté fruktoza a sorbitol) [20; 22].

Dalsi osud zeleza se odviji podle aktudlni potfeby organismu. Pokud mé organismus
dostatek zeleza, je inhibovan jeho transport z enterocytu, pficemz dojde k jeho vazbé
s apoferitinem za vzniku feritinu, kde je pfebytecné Zelezo uloZeno v trojmocné formé.
Takto uskladnéné Zelezité ionty se z organismu postupné ztraci odlu€ovanim enterocytl
do gastrointestinalniho traktu s naslednym vyloucenim stolici. Naopak pii nedostate¢ném
mnozstvi Zeleza v t&le se uplatiiuje bilkovina feroportin, kterd umozZiiuje prenos Fe**
z enterocytu do krevniho obéhu, kde ihned dochézi k oxidaci a vzniklé Zelezo se v Fe**
formé& vaZe na transferin. Timto zplisobem se z potravy denné vstiebad 1-2 mg Zeleza, ¢imZz

se za fyziologického stavu vyrovna jeho denni ztrata [18; 19; 20; 21].
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Obrazek 1 — Schéma vstrebavani Zeleza [23]
3.2.2 Recirkulace Zeleza

K zaniku starych cervenych krvinek dochazi cca po 120 dnech jejich Zivota, a to
pusobenim retikuloendotelového systému. Uvniti makrofagii je hemoglobin rozlozen
a ze vzniklého hemu je vlivem hemoxygenazy 1 uvolnéno Zelezo v Fe?* formé. K tomuto
procesu dochazi prevazné ve slezing€. Pokud k hemolyze dojde v krevnim ob&hu, uvoliuje
se z Cervenych krvinek do krve hemoglobin, ktery se vaze s haptoglobinem. Komplex
vstupuje do makrofaglii prostiednictvim receptoru CDI163, kde je piisobenim
hemoxygendzy uvolnéno z hemu Zelezo, které je nasledné exportovano feroportinem ven

z buiiky a vazano na transportni protein [18; 19].

Recirkulaci Zeleza z ¢ervenych krvinek je zajistovano 10—20krat vice zeleza, nez kolik

ho je schopné télo absorbovat z potravy [18].

3.2.3 Transport

Transport zeleza po téle je zajistovan jeho vazbou s transportni bilkovinou, kterd je
oznacovana jako transferin. Tento glykoprotein je tvofen dvéma vazebnymi misty, jimiz
je umoznén pienos dvou atomu trojmocného Zeleza. Transferin je syntetizovan pfedevsim
v jatrech, ale caste¢né ho produkuji ivajeCniky, varlata, mlé¢nd Zzlaza, makrofagy
a submaxilarni slinnd zlaza. Pravé podle mista vzniku rozd€lujeme transferin na

podskupiny [19; 21; 24].
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Sérovy transferin, ktery je produkovéan hepatocyty jater, cirkuluje v krevni plazmé. Po
vytvoieni komplexu Zeleza s transferinem dochazi k transportu smérem k cilové buiice,
kde se tento komplex vaze na tzv. transferinové receptory (TfR), jez se nachazi na

povrchu bungk [19; 24].

Zelezo je transferinem prenaseno do kostni diené, kde je jeho velké mnozstvi
spotfebovavano pro erytropoézu. Z toho diitvodu se na povrchu erytroblasti nachazi velké
mnozstvi receptorii TfR1. Po vazbé& receptoru s transferinem dochazi k vytvoieni
endozomu, ktery ptenasi vznikly komplex. Po snizeni pH se transferinovy receptor
a transferin vraci zpét na povrch buiiky. Fe** uvniti erytroblastu redukuje ferireduktiza
na Fe?*. Vlivem mitoferind je Zelezo piesunuto do mitochondrii a nasledné vyuZito pro

tvorbu hemu [19; 21].

3.2.4 Ulozisté

Na povrchu hepatocytu se mimo TfR1 nachézeji také TfR2, které sice vaZzou transferin
smensi afinitou, ale mechanismus transportu do buiikky je stejny. Po vyuziti
absorbovaného zeleza pro bunééné pochody se jeho nadbytek uklada v jatrech ve formé
feritinu a hemosiderinu. Feritin je slozen z 24 podjednotek, pfi¢emz existuji dva
typy — H (heavy) a L (light). H podjednotka se hojn¢ vyskytuje v srdci a L podjednotka
v jatrech, avSak obé¢ jsou nezbytné pro spravnou funkci feritinu. Hemosiderin je oproti
feritinu v organismu obsazen ve velmi malém mnozstvi. Tato nerozpustnd bilkovina

vznika pravdépodobné ¢astecnou degradaci feritinu [19].

V ptipadé¢ potfeby organismu miiZze byt zdsobni Zelezo opét uvolnéno z jater do krve,
coz zajiStuje feroportin. Samotnd vazba s transportnim proteinem je umoZznéna diky

ceruloplasminu, ktery dvojmocné Zelezo oxiduje na trojmocné [19].

3.2.5 Regulace metabolismu Zeleza

Udrzeni rovnovahy Zeleza je pro organismus zasadni, a proto je Zelezo pfisné
regulovano kombinaci systému na tirovni bunky se systémem na urovni celého organismu

[19].
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¢ Bunécna trovei regulace metabolismu Zeleza

Tento systém je zalozen na interakci tzv. Iron responsive proteins (IRPs) s Iron
responsive elements (IREs). IRPs jsou bilkoviny, které se mohou do homeostazy zeleza
zapojit vazbou s nekddujicimi iseky mRNA (IREs), ¢imZ se usmérnuje tvorba proteind,

které jsou spojené s metabolismem Zeleza [19; 25].

,, Regulace Zeleza na virovni buriky je zaloZena hlavné na stupni exprese genu pro feritin
a transferinovy receptor 1 (TfRI), které reguluji rovnovahu zeleza“ [25, s. 345]. Pii
snizené koncentraci Zeleza v organismu se IRPs vaZou k IREs s vétsi afinitou, coz
zpusobuje zvyseni syntézy TfR1 a blokaci syntézy feritinu. Naopak jsou-li zasoby zeleza
vysoké, snizuje se afinita a zvySuje se syntéza feritinu, ktery piebytecné mnozstvi

zeleza uklada [19; 25].

e Systémova regulace metabolismu Zeleza

vvvvvv

peptid slozeny z 20, 22 ¢i 25 aminokyselin, ktery ovliviiuje vstiebavani zeleza. Nachazi-li
se zelezo v organismu v nadbytku, zvysuje se sekrece hepcidinu, coz mé za nasledek jeho
navazani na feroportin. Timto spojenim dochazi k internalizaci a degradaci feroportinu,
coz vede k blokaci absorpce Zeleza z gastrointestinalniho traktu. Podnétem pro zvysenou
syntézu hepcidinu mtize byt také zanct. Naopak ndsledkem nedostatecného mnozstvi
zeleza se produkce hepcidinu potlacuje, coz znamend, ze feroportin mize exportovat
zelezo ze stfevnich bun¢k do krevniho obéhu, kde se vaze na transportni bilkovinu a je
vyuzito dle potieb organismu. Utlum produkce hepcidinu nastava také v diisledku anémie
a hypoxie. Podobnym zplisobem reguluje hepcidin i uvoliovani ,,recyklovaného* zeleza

z makrofagu [19].

3.3 Sideropenicka anémie

Anémie z nedostatku Zeleza, ktera byva oznaCovana také jako sideropenickd anémie,
vznikd nasledkem toho, Ze organismus nema dostatek Zeleza, které je nutné pro syntézu

hemu. Praveé nedostatek zeleza je celosvétove nejcastéjsi pricinou anémie. Mezi nejvice
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ohroZené skupiny obyvatel patii lidé Zijici v rozvojovych zemich, Zeny v plodném véku,

kojenci, batolata, starsi 1idé a téhotné zeny [26; 27; 28].

Mrwe

3.3.1 Priciny vzniku

e Nadmérné ztraty

Nejcastéji za vznikem sideropenické anémie stoji déletrvajici ztraty krve, které télo
nezvlada ptivodem zeleza z potravy vyrovnat. Mezi hlavni zdroje krvaceni patii

urogenitalni a gastrointestindlni trakt [28].

Zeny jsou v pribéhu fertilniho véku ohroZeny nasledkem fyziologickych ztrat krve
(menstruace). Pro udrzeni rovnovahy Zzeleza v organismu je zapotiebi regulacnich
mechanismu, které malé Ubytky krve kompenzuji zvySenou absorpci z potravy, ale pfi
vetSich ztratach télo nezvladd nedostatek vyrovnat, coz muze vést ke vzniku anémie.
Dalsi pfi¢inou mohou byt malignity v urogenitalnim traktu, pfitomnost konkrementi
v mocovém ustroji a zanéty mocovych cest a ledvin. U muzl a u zen po menopauze jsou
Castym podnétem pro krvaceni léze v trdvicim traktu. Mezi obvyklé nélezy patii
napt. peptické viedy, nadory, hemeroidy, branicni kyla s refluxni ezofagitidou ¢i
divertikly. Gastrointestinalni krvaceni také muze vznikat disledkem uzivani nékterych
1é¢iv (kyselina salicylova, kumariny atd.). V neposledni tadé¢ mulze sideropenie
doprovazet hemodialyzu a Casté odbéry krve, coz znamend, ze pfi nedodrzovani

stanovenych zasad narusta riziko také u pravidelnych darcua krve [28; 29; 30].

e Nedostate¢ny privod

Nedostatecny obsah zeleza ve stravé postihuje nejvice rozvojové zemé. Ve vétSing
vyspélych zemich se objevuje vzacné, a to napf. u vegani a vegetariand, ktefi konzumuji
prevazné rostlinnou stravu, kde se mohou objevovat latky snizujici absorpci zeleza [28;

29].
Je nutno zdiraznit, Ze existuji onemocnéni traviciho Tustroji, ktera zamezuji

vstfebavani zivin ze stravy jako dusledek malabsorpce. Mezi tyto poruchy fadime

napft. celiakii, Crohnovu chorobu a resekci zaludku a stfeva. Dale maji zna¢ny vliv na
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stav Zeleza v organismu 1 pfip. parazité, ktefi nejen zamezuji jeho vstiebavani ze stieva,

ale také zpisobuji jeho ztratu krvacenim [28; 29].

e ZvysSena spotieba

Fyziologicky se zvySuji pozadavky na zelezo u t€hotnych a kojicich zen, které jsou
diky tomu vystavené znac¢nému riziku jeho nedostatku. Podobné tomu je i u déti, kdy

jejich rychly rast vyzaduje vyssi piisun zeleza [29].

3.3.2 Stupné nedostatku Zeleza

Z nedostatku zeleza dochazi k rozvoji chudokrevnosti postupné v prubéhu tii fazi,
které rozliSujeme pomoci laboratornich vysledkd. Stadia oznacujeme jako prelatentni

sideropenie, latentni sideropenie a sideropenicka anémie [31; 32].

Prvni stddium je charakterizované negativni bilanci zeleza, ¢imz dochazi
k postupnému vycerpavani jeho zasob v organismu. Nasledkem toho klesd hladina
sérového feritinu a mize se zvySovat RDW, ale prozatim nedochazi ke zméné morfologie
erytrocytli. Do procesu se zaCinaji zapojovat regulaéni mechanismy, které se svym

plusobenim snazi zamezit rozvoji anémie [30; 31; 32].

Prelatentni sideropenie pfechazi v latentni v momenté, kdy se zasoby zeleza v téle
vyCerpaji, coz signalizuje pokles koncentrace sérového feritinu. Prestoze saturace
transferinu klesa, jeho koncentrace v krvi stoupd. Soucasné se zvySuje protoporfyrin
cervenych krvinek. Navzdory naruSeni erytropoézy odpovida koncentrace hemoglobinu
fyziologickému rozmezi, coZ svéd¢i o tom, Ze ve druhém stadiu stale neni pfitomna

anémie [30; 31; 33].
Ve tieti fazi nedostatku zeleza klesd koncentrace hemoglobinu a hematokritu pod

normu a vysledkem je vznik sideropenické anémie, pro kterou jsou typickym nalezem

hypochromni mikrocyty [30; 33].
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3.3.3 Klinické priznaky

Zésadni problém nedostatku zeleza v organismu spociva v tom, Ze se jeho ¢asnd stadia
obvykle nijak neprojevuji, a tudiz se karence zeleza mize vyvijet mésice az roky bez
jakéhokoliv ndznaku. VétSinou se prvni symptomy objevuji aZz srozvojem
chudokrevnosti a mezi nejCastéj$i tfadime unavu, zavraté, dusnost, bolest hlavy
a palpitaci. AvSak tyto pfiznaky byvaji popisované 1 u anémii vyvolanych jinou pfi¢inou.
Se sideropenickou anémii je spojena také celd fada specifickych symptomt, které
zahrnuji vy$$i lomivost nehtd, poruchu polykani (Kellyho-Petersoniiv nebo
Plummertv-Vinsonliv = syndrom), paleni jazyka, svalovou dysfunkci, selhani
obranyschopnosti, koilonychii (1zi¢kovité nehty) a cheilozu (praskliny v koutku ust).
Dale pacienti mohou trpét syndromem pica, coz je stav popisovany jako touha po poziti
neobvyklych véci, mezi kterymi se nejcastéji objevuje led, hlina, skrob nebo popel [30;

31; 32; 33].

Vzhledem k tomu, ze jsou vysokému riziku nedostatku zeleza vystaveny téhotné

a kojici zeny, miize mit jeho karence negativni vliv na vyvoj plodu ¢i kojence [30; 31].

3.3.4 Diagnostika

Jako u kazdé anémie je potieba klinicky obraz doplnit laboratornimi testy, které jsou

pro spolehlivou diagnézu anémie klicové [30].

Z definice anémie vyplyva, ze zdkladem diagnostiky jakéhokoliv jejiho typu je pokles
koncentrace hemoglobinu a hematokritu pod fyziologickou mez. V dasledku toho klesaji
1 hladiny MCH a MCHC, coz je znamkou hypochromie. Dalsi zmé&nou doprovazejici
sideropenickou anémii je snizeni MCV, coz poukazuje na vznik mikrocytid. AvSak
ke zmenSovani krvinek nedochézi vzdy, protoze asi 20 % pacientli ma velikost erytrocytt
v normé. Soucasné je prokazovéana i anizocytoza, kterd vypovida o tom, Ze erytrocyty
v krvi jsou nestejné velikosti. Tuto nestejnorodost zjistujeme pomoci RDW pii hodnotach
vysSich nez 15,2 %. Je nutno poznamenat, Ze v n€kterych pifipadech miizou byt typické
vysledky krevniho obrazu zkreslené jinymi patologiemi. Pfikladem je kombinace
nedostatku Zeleza s nedostatkem vitaminu BI12 a folatd, jejichZz sniZzené mnoZzstvi
v organismu b&zné stoji za rozvojem makrocytarni anémie. Mnozstvi retikulocyt byva

normalni nebo mirné snizené. Zmeény mohou zasahnout i pocet leukocytl v zavislosti na
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vrwe

napt. chronickou stimulaci kostni diené¢ mize dojit 1 k leukocytdze. Pocet trombocyta
casto dosahuje hodnot piekracujici horni hranici normy, ale soucasn¢€ s manifestnim

nedostatkem zeleza lze prokazat i trombocytopenii [30; 31].

Vyznamné k diagnostice pfispivd vyhotoveni natéru z periferni krve, kterym lze
zaznamenat odchylky ve tvaru a velikosti krvinek. NejcastéjSim nalezem byva
poikilocytdza s hypochromnimi mikrocyty. V pozd¢jSich fazich onemocnéni se mohou
objevovat az anulocyty. Dale v krevnim natéru Ize zpozorovat, Ze se populace erytrocytl

mezi sebou lisi svou velikosti, coZ opét poukazuje na anizocytozu [30; 31].

Pro diagnostiku sideropenické anémie nejsou vysledky krevniho obrazu dostate¢né,
protoze nalez mirngjsich forem muiize odpovidat i jinym patologickym staviim. Podobné
nalezy se vyskytuji u talasémie nebo anémie chronickych onemocnéni a pro jejich

odlieni je nezbytné doplnit krevni obraz dal§imi testy [29; 33; 34].

Me¢éteni koncentrace sérového feritinu patii mezi nejucinnéjsi markery, které mohou
pomoci urcit spravnou diagnozu, protoze jeho koncentrace v krvi odpovida zasobam
zeleza v organismu. Pfi snizovani téchto zasob mnozstvi sérového feritinu klesa. Prave
tento parametr pomaha odliSovat sideropenickou anémii od jinych mikrocytarnich
onemocnéni. Feritin je také reaktant akutni fize, coz znamenad, ze pii zanétlivych stavech,
onemocnénich jater a malignitich se jeho koncentrace navySuje. To mlze nésledné
skryvat karenci zZeleza a ovlivnit interpretaci vysledkli. Dale zaznamenavame pokles
plazmatického Zeleza. Podobné jako u prelatentni sideropenie je stdle zvysSena
koncentrace sérového transferinu a jeho saturace byva naopak snizend na méné nez 15 %.
Dale ma diagnosticky vyznam vysetfeni solubilnich transferinovych receptort, které
byvaji zvySené. Pokud vydélime koncentraci solubilnich transferinovych receptorii
dekadickym logaritmem hladiny feritinu, ziskame tzv. feritinovy index, ktery odrazi
vycerpani Zeleza v téle pii hodnotach vyssich nez 1,8. Dulezitd je také vysoka hladina
volného protoporfyrinu, ktery se disledkem absence zeleza hromadi v erytrocytech [30;

31; 33; 34; 35].

Kombinaci vSech vySe zminénych testll lze ziskat spolehlivy soubor dat, s jehoz

pomoci je mozné stanovit diagnézu bez nutnosti vySetfeni kostni dfené. Jednad se
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o invazivni a drahy zékrok, ktery se ztéchto diivodu provadi jen ziidka. NejcastéjSim
divodem odbéru jsou piipady, kdy vysledky laboratornich testli nejsou jednoznacné.
Velkou vyhodou jejiho vysetfeni je, ze na rozdil od markert, které jsou pro diagnostiku
sideropenické anémie bézné vyuzivané, neni ovlivnéna infekci, coz je uzitecné zejména
u pacientl se zanétlivymi stavy. Barvenim vzorku kostni dfen¢ se prokazuji snizené nebo
chybéjici zasoby zeleza v makrofazich. Také je odhalen pokles ¢i Uplné vymizeni
sideroblastli. Hodnocena je i zména morfologie, kterd se pfi t€zkém nedostatku zeleza

projevuje plazmojadernou asynchronii v normoblastech [26; 31; 35].

Jakmile je stanovena diagnoéza, nasleduje urceni pfi€iny vzniku. Tento krok je
nezbytny piedevSim pro spravnou lécbu, ale ik piipadnému odhaleni zakladniho
onemocnéni. V pfipade, kdy neni patogeneze zjevnd, je zapotfebi nemocného podrobit
dalsimu testovani, které nejcasteji zahrnuje instrumentalni vysetieni gastrointestinalniho
traktu, vySetfeni moci véetné mocového sedimentu a testovani vzorku stolice na okultni
krvaceni. U Zen miiZe byt zjisténo zékladni onemocnéni podrobnou gynekologickou

prohlidkou [29; 34].

3.3.5 Lécba

Cilem lécby je doplnéni zasob zeleza a zvySeni koncentrace hemoglobinu tak, aby se
nachazela ve fyziologickém rozmezi. K tomu je v prvni fad¢ zapottebi odstranit piicinu
vzniku sideropenické anémie. DalSim krokem je podavani 1éCiv obsahujicich zZelezo po
dostate¢né dlouhou dobu. V priibé¢hu této doby je nezbytné kontrolovat stav Zeleza
v organismu pomoci biochemickych testl (mnoZstvi sérového Zeleza, saturace
transferinu, solubilni transferinové receptory, piipadné i celkova vazebna kapacita
zeleza). Pravidelné kontrole by mély podléhat také indexy cervenych krvinek. S 1écbou
se pokracuje obvykle 3—6 mésicti po normalizaci koncentrace hemoglobinu, aby doslo

k uplnému doplnéni zasob zeleza [29; 34; 35; 36].

K dodani Zeleza do organismu se vyuziva predevSim peroralni formy 1é¢iv, ve kterych
jsou obsazeny soli zeleza. Piikladem jsou preparaty Sorbifer Durules, Tardyferon,
Aktiferrin aj. Nesmi byt vSak opomijen fakt, ze nékter¢ latky vsttebavani Zeleza zabranuji
a n¢které ho naopak podporuji. Vyrobei vyuzivaji téchto znalosti a obohacuji 1é€ivé
ptipravky pravé o latky, jez usnadiiuji absorpci Zeleza, napt. vitamin C. Uginnost 1éki
ovliviiuje také doba jejich uzivani, piicemz nejvhodnéjsi je jejich podani ptl hodiny pred
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jidlem nebo nejméné dvé hodiny po jidle. V neposledni fade€ i nékteré 1€éky mohou plisobit
jako inhibitory vsttebavani. O vSech téchto faktorech by mél byt pacient informovan,
protoze jeho spoluprace s Iékafem ma zasadni vliv na vysledek 1é¢by. Feroterapie mize
byt doprovazena vedlejSimi projevy, kterymi jsou nevolnost, bolesti bficha, zacpa, prijem
apod. Doporucena denni davka elementarniho Zeleza per os ¢ini u dospélych pacientti

nejméne 180—200 mg. U déti je tato denni davka 3—6 mg/kg [29; 33; 36; 37; 38].

Pokud nemocny trpi sideropenii v disledku malabsorpce z gastrointestinalniho traktu,
je prokazana intolerance peroralniho zeleza, nebo pokud pacient tuto 1é¢bu nedodrzuje,
1ze Zelezo podavat parenteralné. PiestoZe se tento druh suplementace vyznacuje rychle;jsi
terapeutickou odpovédi, tak jako kazda 1écba s sebou i tato nese rizika. Nevyhodou je
jednak cela fada nezadoucich u¢inka spojenych s intravenozni aplikaci u¢inné latky, ale
i mozné hromadéni zeleza, které je zplisobeno neschopnosti organismu vyloucit jeho
nadbytek. Aby se ptedeslo prfedavkovani, je nutné¢ potiebné mnozstvi zeleza predem

vypocitat [29; 33; 34; 37].

Adekvatni odpovédi na 1écbu je nejen postupny vzestup koncentrace hemoglobinu
a normalizace zasobniho zeleza, ktera je charakterizovana zvySenim koncentrace feritinu
a saturace transferinu, ale i zvySenim hemoglobinu v retikulocytech. AvSak tento
parametr reaguje rychleji neZz ostatni markery, coz zn¢j déla velmi Casny indikétor

spravné 1écby [36; 39].

3.4 Ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech (RET-He)

Vzhledem k tomu, ze sideropenicka anémie zasadné ovlivituje kvalitu Zivota, je
zadouci zjistit ubytek zeleza co nejdfive, aby se zamezilo jejimu rozvoji. Avsak
v dnesnich dnech neexistuje idedlni marker, ktery je bez dalSich testli dostatecny
k odhaleni mizejicich zasob Zeleza v organismu, rychle reaguje na 1écbu a neni ovlivnén
jinymi patologickymi stavy. Pravé ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech se svymi
vlastnostmi stdvd potencionalnim parametrem vhodnym k Casné¢ diagnostice

a naslednému sledovani odpovédi na 1é¢bu sideropenie [39].
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3.4.1 Retikulocyty

Retikulocyty jsou bezjaderné, nezralé Cervené krvinky, které vznikaji procesem
zvanym erytropoéza. Zakladem tohoto procesu je kmenova buiika, ze které asymetrickym
délenim vznika jedna buika totoznd matefské a jedna, jeZ se diferenciaci pies ne¢kolik
dalsich typt bunc€k stava erytrocytem. V prubéhu tohoto vyvoje piichazi krvinka

o v&tSinu organel, a tim i schopnost se délit [40].

Retikulocyty jsou ptredposlednim vyvojovym stddiem erytropoézy. Za bézné situace
jsou cca 020 % vétsi nez erytrocyty, coz odpovidd priméru 7 az 9 pm. Déle nejsou
pravidelné a na rozdil od normocyti v nich stidle dochéazi k metabolickym pochodim
a syntéze hemoglobinu. Po 1-3 dnech od svého vzniku opousti kostni dien. K tomuto
prechodu do krevniho feciste skrz endotelialni péry dieniovych sinusoid dochazi 1-2 dny
pred dozranim v Cervenou krvinku. Retikulocyt béhem své maturace prochdzi fadou
zmén, mezi néZ patii postupnd ztrata organel a RNA, kterd je rozkladdna pomoci
ribonukleaz. Cim vice je retikulocyt zralejsi, tim méné RNA obsahuje. Na zakladé toho
lze rozliSovat mladsi retikulocyty s vy$§im mnozstvim RNA od téch starSich, které

obsahuji pouze ¢ast rRNA potitebné pro vznik erytrocytt [40; 41; 42; 43].

Kostni dien, Krev
_____________ T )
/ 3 i \ )\
" " 4 h
Proerytroblast Basofilni Polychromaticky ~ Ortochromaticky ~ Retikulocyt Erytrocyt
erytroblast erytroblast erytroblast

RN
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n,ﬁ § — —_— —_— . R —_—
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Zmensovani vellKkostl bunky
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Obrazek 2 — Schéma erytropoézy. KD — kostni dien, PK — periferni krev [44]

Pocet retikulocyt lze stanovit svételnou mikroskopii vzorku obarveného pomoci

vvvvv

buiikky. Tento typ barveni byvd oznaCovan jako supravitalni. Diky své nizké

reprodukovatelnosti a nespolehlivosti vysledkii byl tento postup nahrazen jinym.
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V soucasnosti jsou k dispozici automatizované metody, které provadi pocitani
retikulocytii na zaklad¢ pritokové cytometrie, coz je piesnéjsi a rychlejsi. Detailnéji lze
retikulocyty pozorovat elektronovou mikroskopii, kterd ndm umoziluje zobrazovat

jednotlivé struktury retikulocytu [41].
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Obrazek 3 — Retikulocyty zvyraznéné supravitalnim barvenim [45]

Pocet retikulocytti odrazi funkci kostni diené. Jejich fyziologické rozmezi v periferni
krvi se udospélého ¢loveka pohybuje mezi 0,5 az 2,5 %. Retikulocytéza dokazuje
zachovani kompenzacni schopnosti kostni dien¢ zesilenim krvetvorby, coz je
doprovazeno pravé zvysenou produkei retikulocytl. NejcastejSimi pfi¢inami byva ztrata
krve nebo hemolytickd anémie. Naopak utlum krvetvorby, ktery se projevuje snizenou
tvorbou krvinek nastava, pokud kostni dfeii neni schopna spravné plnit svou funkeci.
S retikulocytopenii se setkavame pfi aplastické anémii, myelodysplastickych syndromech
nebo hypochromnich anémiich, mezi které patii nejen sideropenicka, ale i sideroblasticka
anémie, B-talasémie a anémie z chronickych onemocnéni. SniZzeni poctu retikulocytl
muze byt zplsobeno také nedostatkem nékteré z Zivin potfebnych pro erytropoézu

a mimo nedostatku zeleza miize byt pricinou i karence vitaminu B12 a folata [41; 43].
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3.4.2 Stanoveni RET-He

Primérna Zivotnost cervenych krvinek je 120 dni a béhem této doby nesyntetizuji novy
hemoglobin. Pro udrzovani stdle stejného poctu erytrocytii v krevnim obé&hu se za
fyziologického stavu vytvaii ptiblizné 1 % novych ¢ervenych krvinek denné. To znamena,
ze zméteni koncentrace HGB v krvi nam poskytuje informace o erytropoetické aktivité
béhem nékolika predchozich mésicl. V ptipad€ anémie ji tedy neni mozné prokazat ithned
po vzniku, ale az s odstupem casu, kdy se do obéhu vyplavi dostatecné mnozstvi novych
krvinek. Vzhledem k tomu, Ze retikulocyty v pribéhu svého podstatné kratSiho zivota
stale syntetizuji hemoglobin, vypovida jeho mnozstvi o aktualni erytropoetické aktivité
a obsahu Zeleza v organismu. V moment¢, kdy organismus nema dostatek Zeleza pro
erytropoézu, zacne produkovat retikulocyty s mensSim obsahem hemoglobinu, coz je

mozné zjistit ze vzorku krve ihned po jejich uvolnéni z kostni dien¢ [44; 46].

Hemoglobin v retikulocytech Ize detekovat pomoci automatickych ptistroji na méteni
krevniho obrazu a v zavislosti na vyrobci analyzatoru existuji dva odlisné¢ pojmenované
parametry pro jeho stanoveni — RET-He a CHr. Ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech
(RET-He) byl vyvinut spole¢nosti Sysmex a obsah hemoglobinu v retikulocytech (CHr)
je vyuzivan v nékterych pfistrojich od spolecnosti Siemens Healthineers. Na zaklad¢
nekolika studii, které se zabyvaly mirou shody mezi RET-He a CHr se zjistilo, ze oba
markery koreluji se sideropenii a jsou srovnatelnymi ukazateli dostupnosti zeleza [43; 46;

47].

Normalni referenéni rozmezi RET-He je v literatufe obvykle uvadéno v intervalu
28-35, resp. 38 pg. Hodnoty, které se nachazeji pod referenénim rozmezim, jsou

povazovany za projev nedostatku zeleza [48].

3.4.3 Vyhody a nevyhody

Vysetfeni RET-He je levné, rychlé a jednoduché. Svymi vyhodami ma tento parametr
potencial nahradit jak vySetfeni kostni diené, které je v nékterych ptipadech nezbytné, tak
1 alternativni biochemické a hematologické testy, které doposud slouZily k prokazovani
funkce metabolismu zeleza a odhalovani sideropenické anémie. Na rozdil od téchto testi
neni mozné vysledny obsah hemoglobinu v retikulocytech ovlivnit. Feritin, ktery je

povazovan za nejucinnéjsi test demonstrujici rezervy zeleza v téle, miize byt zkreslovan
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infekci nebo malignitami, protoZe je reaktantem akutni faze. Koncentrace sérového
zeleza, ktera se taktéz vySetfuje pii podezieni na sideropenii, klesa 1 pii
anémii chronickych onemocnéni. Kromé toho se jeho mnozstvi v krvi méni béhem dne
v zavislosti na pfijmu Zeleza. V neposledni fad¢ je stanoveni sérového zeleza zdkladem
vypoctu saturace transferinu, tudiZ jeho zavadéjici hodnoty maji vliv na vysledky dalSich
testl. Bézné pouzivané hematologické testy taktéz nejsou nejvhodnéjsi pro posouzeni
aktualni krvetvorby, protoze jak jiz bylo naznaceno, trva pomérné¢ dlouhou dobu, nez
rozvijejici se anémie ovlivni erytrocytarni indexy. Navic mohou byt i vysledky téchto
testl pozménény jinou pfitomnou patologii. DalSim uskalim je, Ze nckterd vySetieni
byvaji piili§ draha na to, aby se stala rutinnim néstrojem, napf. vySetfeni solubilnich

transferinovych receptorti [43; 46; 48; 49].

RET-He by mohl diky své rychlé odezvé byt nejen ¢asnym ukazatelem sideropenie
a markerem vhodnym k diagnostice sideropenické anémie, ale i parametrem pro
sledovani uspésnosti peroralni nebo intravenozni terapie zaloZzené na podavani I1éCiv
s obsahem Zeleza. Nevyhodou jeho vySetfeni je, ze k poklesu hemoglobinu
v retikulocytech nedochazi pouze sideropenii, ale i hemoglobinopatii, jako je a-talasemie
a B-talasemie, coz mize byt problém predevsim v oblastech s vysokou prevalenci téchto

onemocnéni [43; 48; 49; 50].

3.4.4 Absolutni a funkéni nedostatek Zeleza

Prestoze je ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech saim o sobé¢ klinicky uzitecny, pro
ziskdni co nejvice informaci o diagndze se vySetfuje spole¢né s feritinem. Jejich
vzajemny vztah rozhoduje o tom, zda se v konkrétnim piipad€ jedna o absolutni c¢i

funk¢ni deficit Zeleza, coZ je dileZité k odhaleni a ndslednému odstranéni pficiny vzniku

[48].

Absolutni nedostatek je stav, kdy je mnozstvi zeleza v organismu snizené nebo Uplné
vyCerpané, pfiemz vétSinou je zachovana spravna funkce erytropoézy a hemostazy
zeleza. Nejcastéji absolutni nedostatek vznika jako dusledek déletrvajicich ztrat krve,
snizeného mnoZstvi Zeleza v potravé, malabsorpce nebo menoragie. Naopak funkcni
deficit je charakterizovan adekvéatnimi zésobami Zeleza, které jsou blokovany
retikuloendotelovym systémem, coz mad za nasledek poruchu syntézy hemoglobinu

v erytroidnich prekurzorech. V obou ptipadech dochdzi k omezeni krvetvorby [51].
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O absolutnim nedostatku Zeleza svédc¢i laboratorni nalez nizkych hodnot RET-He
a feritinu. Zatimco snizeni RET-He s vysokou ¢i fyziologickou hodnotou feritinu muize
byt dikazem funkéniho nedostatku Zeleza pti soucasné probihajicim reaktivnim stavu

organismu [48].

3.4.5 ICIS

Dilezity je v souvislosti s RET-He vypoctovy parametr ICIS. Sepse piedstavuje velmi
zévazny stav, a z toho divodu je jeji Casnd diagnostika a okamzitd 1écba pro pacienty
naprosto zasadni. Na zdkladé kombinace né&kolika parametrli ziskanych pfi méfeni
krevniho obrazu, rozsifené¢ho diferencidlniho rozpoctu leukocyt a retikulocytt Ize
stanovit tzv. Intensive Care Infection Score (ICIS). Vypoctem tohoto parametru Ize Casné
odlisit tento stav od neinfekéni zanétlivé odpovédi organismu. Jeden z pouzitych

parametrti pro jeho stanoveni je pravé RET-He [52].

3.4.6 Delta-He

Vhodné je také zminit novy diagnosticky parametr vyvinuty spolecnosti Sysmex, ktery
s RET-He uzce souvisi. Timto parametrem je Delta-He. Popisuje rozdil mezi
ekvivalentem hemoglobinu v retikulocytech a obsahem hemoglobinu ve zralych
¢ervenych krvinkach, coZ ndm umoziuje srovnavat stupeit hemoglobinizace retikulocytii
a erytrocyti. V prubéhu starnuti normocyti dochédzi k pfirozenému snizovani
koncentrace hemoglobinu, coz znamend, ze za fyziologickych podminek maji
retikulocyty oproti ¢ervenym krvinkam vyssi stupent hemoglobinizace. To je doprovazeno
kladnymi hodnotami Delta-He, kterymi muize byt sledovana napt. ispéSnost terapie
zelezem. Zéaporné hodnoty Delta-He naopak vypovidaji o tom, Ze je obsah hemoglobinu
v retikulocytech mensi nez v erytrocytech, coz miize svédcit o rozvijejici se anémii [53;

54].

Casopis Clinical Kidney Journal zvefejnil vroce 2014 ¢lanek s nazvem
Delta-He: a novel marker of inflammation predicting mortality and ESA response
in peritoneal dialysis patients (v ptekladu ,,Delta-He: novy marker zanétu predpovidajici
mortalitu a odpovéd’ na ESA u pacientd na peritonedlni dialyze*), kde autorka Kristin
Danielson se svymi kolegy jako prvni potvrzuje prospéSnost sledovani parametru

Delta-He jako markeru vhodného pro predpovéd’ reakce na 1écbu ptipravky stimulujicimi

32



erytropoézu v dialyzované populaci. Vzhledem k tomu, Ze zdkladem tohoto parametru je
ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech, podporuje tato studie nejen klinickou

uziteCnost Delta-He, ale i RET-He [54].
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4 METODIKA

4.1 Definice souboru

Veskeré vzorky, jejichZ analyzou byla ziskana data pro ucely této bakalarské prace,
byly vysetieny v Ustiedni vojenské nemocnici — Vojenské fakultni nemocnici Praha
(UVN) na Oddéleni hematologie a krevni transfuze (OHKT) a Oddéleni klinické
biochemie (OKB). Vzorky krve pacientli bez rozdilu pohlavi, v€ku a diagnoézy byly
podrobeny analyze v obdobi od 11.1.2023 do 28.2.2023 pracovniky vyse zminénych

oddéleni.

Sbér dat se zamétoval na parametry krevniho obrazu (RET-He, HGB, MCV, MCH,
MCHC) a nékterych biochemickych ukazatelii metabolismu zeleza (feritin, transferin,

saturace transferinu, sérové Zelezo). Vysledkem je soubor dat od 979 pacientt.

4.2 Preanalyticka faze

Laboratorni proces lze rozd¢€lit na tii ¢asti a ty jsou oznaCovany jako preanalyticka,
je cilem celého laboratorniho vySetfovani, musi byt splnéna Sirokd Skala podminek.
Naopak jejich nedodrzeni miize vést k chybnému vysledku. Pfestoze chyba muze
vzniknout v kterémkoliv kroku celého procesu, ptivodem pievazné vétSiny z nich je
preanalytickd faze. Podle n&kterych zdroji piedstavuje 70-80 % vSech chyb
laboratorniho vysetfovani. Soucésti preanalytické faze je vybér a objednani testu,
pifiprava pacienta na odbér, samotny odbér biologického materidlu s jeho naslednym
transportem a pfijmem do laboratofe a prvotni zpracovani vzorku véetné skladovani pred

analyzou [55; 56; 57].

4.2.1 Priprava pacienta pred vySetienim

Na vysledek, mimo celé fady neovlivnitelnych faktord, plisobi také faktory
ovlivnitelné. O jejich vlivu by mél byt pacient pfed planovanym odbérem vzorku krve
dostate¢né poucen. Pro diagnostiku a sledovani 1é¢by sideropenické anémie se vySetiuji
nékteré biochemické a hematologické parametry, pro jejichz stanoveni neni za

normalnich okolnosti nutné dodrZovat dietni opatieni, jako je tomu u jinych vySetfeni
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krve. Pfesto by se mél pacient pied odbérem vyhybat konzumaci tu¢né stravy, ktera mize
zpusobit nezadouci chylozitu krevni plazmy. Zaroven je nezbytné v den odbéru doplnit
dostate¢né mnozstvi tekutin (neslazeny ¢aj, voda). Timto krokem se zvySuje objem
cirkulujici plazmy, coz umoznuje natedit zahusténou krev a eliminovat naméfeni faleSné

zvySené koncentrace vySetfovanych analytl [56; 58; 59].

4.2.2 Odbér Kkrve

Pro vysSetieni potfebnych parametrti (tj. HGB, MCV, MCH, MCHC, RET-He,
feritin, transferin, saturace transferinu a sérové zelezo) se odebira vendzni krev obvykle
z loketni zily. Pfed samotnym odbérem materidlu se nejprve dezinfikuje misto vpichu
a muze byt piiloZen turniket. AvSak pii jeho pouziti je nezbytné mit na paméti, Ze stazeni
paze po jedné minuté doprovazi hemokoncentrace v oblasti odbéru, coz zkresluje celou
fadu parametrii. Mirné zaSkrceni je z tohoto diivodu vyuZzivéno jen v pfipadé nutnosti.
Ihned po zavedeni jehly do Zily by mél byt turniket uvolnén. Cvi€eni se zatazenou pazi

(tzv. ,,pumpovani) je pied odbérem naprosto nevhodné [55; 58].

V UVN se pouziva uzavieny odbérovy systém VACUETTE od firmy Greiner

Bi0-One International GmbH.

Pro biochemickd vySetfeni séra se krev odebird do plastovych zkumavek
s cervenym uzavérem o objemu 6 ml. Vnitini sténa zkumavky je potaZzena aktivatory

koagulace, coz tento proces vyrazng urychluje [60].

Obrazek 4 — Zkumavka VACUETTE pro pripravu séra [60]

Po odbéru srazlivé krve do zkumavky bez aditiv nasleduje naplnéni zkumavky
s flalovym uzavérem o objemu 2 ml, coz je urené pro hematologické vysetieni. Tyto
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odbérové nadobky obsahuji antikoagula¢ni ¢inidlo, které vaze vapenaté ionty v krvi, ¢imz
zabranuje jeji koagulaci. Obvykle jsou tyto latky naneseny v pevné form¢ na vnitinim
povrchu zkumavky. Pouzivanym protisrazlivym prostfedkem jsou soli kyseliny
ethylendiamintetraoctové, které bézné€ oznacujeme pomoci zkratky EDTA, pficemz

v UVN se jako aditivum vyuziva K3EDTA [56; 61].

Obrazek 5 — Zkumavka VACUETTE s K3EDTA [61]
Zasadni je dodrzet spravny pomér mezi mnozstvim ¢inidla a pfidanym objemem
krve, coz zajistuje vakuum v odbérovém systému. Pro ob¢é odbérové nadobky dale plati,
ze musi byt ihned po naplnéni dostatecné promichdny opatrnym ota€enim zkumavky

dnem vzhiru (minimalné pétkrat) [56; 58].

4.2.3 Transport

Neni-li uvedeno jinak, jsou pred transportem zkumavky uchovavany v kolmé poloze
pii pokojové teploté. Doba mezi nabérem vzork a piijmem do laboratofe by méla byt co
nejkrats$i. Pokud neni mozné zajistit okamzitou piepravu, uskladiiyji se vzorky v chladu

[58].

Pti transportu biologického materidlu do laboratote je potieba dodrZet n€kolik zasad,
které vzorky chrani pfed znehodnocenim. Pfedevsim se v prib&hu piepravy musi prede;jit
teplotnim vykyvim a pfiliSnym pohybiim, které zptsobuji rozpad krevnich elementd.
V aredlu nemocnice je mozné vyuzit nejen osobni donasky zdravotnickym personalem,

ale 1 validované potrubni posty [56; 58].
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4.2.4 Prijem vzorku do laboratore a prvotni zpracovani

Ke spravné oznacenym vzorkiim musi byt vzdy pfiloZena fadné vyplné€na Zadanka.
Pracovnici laboratofe pfi pfijmu biologického materidlu kontroluji uvedené informace
a jejich nespravné ¢i neuplné vyplnéni mize byt divodem k odmitnuti vySetfeni. Po
vloZeni veskerych informaci do laboratorniho informac¢niho systému (LIS) je vzorku krve

pridélen ¢arovy kod, ktery je vytiStén a nasledné jim je zkumavka polepena [57; 58].

Zkumavka srazlivé krve pro biochemické vySetfeni je pifed samotnym meéfenim

centrifugovéna 10 minut pii 2000 g, a tim dojde k oddé&leni krevni sraZeniny od séra.

Vzorek krve odebrany pro vySetfeni krevniho obrazu neni nijak upravovan a je

pripraven k analyze.

4.2.5 Uchovavani pred analyzou

Vysetteni nesrazlivé krve by mélo byt provedeno maximalné do ¢ty hodin po odbéru,
protoze stabilita jednotlivych parametrii krevniho obrazu je pfi teploté 15-20 °C
maximalné 5 hodin. Nami sledované biochemické parametry v séru maji pfi stejné teploté

delsi stabilitu a mize byt jesté prodlouzena uchovanim pii nizsich teplotach [59].

4.3 Pouzita pristrojova technika

K vypracovani této bakalafské prace byly zméfeny jednotlivé parametry krevniho
obrazu pomoci hematologického analyzatoru Sysmex XN-1000 a Sysmex XN-1500 DI.
Pro stanoveni biochemickych parametrii bylo vyuzito automatického analyzatoru

cobas® pro.

4.3.1 Sysmex XN-1000 a Sysmex XN-1500 DI

Oba pristroje jsou vykonné automatické hematologické analyzatory japonského
vyrobce Sysmex Corporation vyuzivané k vysetfeni krevniho obrazu, normoblasti
a 5-ti populaéniho diferencidlu. Déle je mozné vyuzit optického méfeni retikulocytd,
trombocytli v¢etné jejich nezralé¢ frakce a vySetteni télnich tekutin. Analyzatory tedy
rozliSuji jednotlivé druhy a pocet krvinek vcetné jejich parametri v periferni krvi.

Pfestoze jsou oba piistroje pln€ automatizované a spolehlivé pracuji v uzavieném modulu
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zpracovani, ve kterém jsou schopny za hodinu zpracovat az 100 vzork, je mozné vyuZit

1 manualniho neboli otevieného modulu zpracovani [62; 63].

Navic je na Sysmex XN-1500 DI pfipojen natérovy a barvici automat SP-50 a digitalni
zobrazovaci zatizeni morfologie bun¢k Cella Vision DI-60, které u vzorkii oznacenych
analyzatorem za pozitivni (tj. patologicky nalez) vytvoifi barveny natér krve aten je
automaticky mikroskopovan. Nasledné jsou vytvofeny scany jednotlivych nalezenych

YV w

bungk, které jsou dale predbézné klasifikovany [63].

Na obrazku 6 a 7 je mozné pozorovat vyuzité¢ hematologické analyzatory.

Obrazek 6 — Analyzator Sysmex XN-1000 [vlastni zdroj]
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Obrazek 7 — Analyzator Sysmex XN-1500 DI [viastni zdroj]

Fotografie obou hematologickych analyzatort potizené na OHKT UVN jsou

publikované se souhlasem primare odd¢leni.

4.3.2 Cobas® pro

Cobas® pro (vyrobce Roche s.r.0.) je pln¢ automatizovany modularni analyzator,
ktery poskytuje Sirokou Skalu testl umoziujici kvalitativni a kvantitativni analyzu
in vitro. Sklada se z piistrojové a softwarové ¢asti, kterd po zatazeni vzorki do stojanku
a nasledného priichodu vstupni jednotkou tidi chod vzorkl jednotlivymi analytickymi

moduly analyzatoru, coZ umoziuje v kratkém case provést velké mnozstvi test [64].

4.4 Méreni na analyzatoru Sysmex XN-1000 a Sysmex XN-1500 DI

4.4.1 Princip méreni

Ke stanoveni parametrti krevniho obrazu jsou vyuzivany rizné technologie.
Zakladnim principem obou analyzatort je fluorescencni pritokova cytometrie s pouZitim
laseru ve spojeni s impedan¢ni metodou, pii které se vyuziva hydrodynamické fokusace.
Dale analyzator obsahuje pulsni detektor, ktery méfi hematokrit a v neposledni fadé je

fotometricky stanovovan hemoglobin [65; 66].
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Krev je s antikoagulantem po nasati ze zkumavky separovana do tzv. alikvot, coz jsou

v 7

mensi Casti vzorku urené pro razné meiici kanaly. Nésleduje kombinace vzorku
s reagenciemi, které se zamétuji na specifické vlastnosti krevnich elementti. Poté jsou

tyto smési pfenaSeny do méticich komtrek [66].

¢ Fluorescen¢ni priitokova cytometrie

Fluorescen¢ni pritokova cytometrie je technologie, kterd umoziuje ve velmi kratkém
case analyzovat jednotlivé buniky nebo ¢astice na zéklad¢ jejich fyzikalnich a chemickych
vlastnosti. Po nasati vzorku krve, jeho rozdéleni a nafedéni jsou krvinky vystaveny
fluorochromm, coz jsou specidlni fluorescenéni barviva, kterd se specificky véazou
na nukleové kyseliny. Suspenze takto fluorescencné oznacenych bunék prochazi uzkou
pritokovou komiirkou, kde jsou jednotlivé buiiky ozafovany polovodi¢ovym laserovym
paprskem. Interakce krvinek s laserem je detek¢nim zafizenim meéfena jako piedni
rozptylené, boc¢ni rozptylené a bocni fluorescencni svétlo. Tyto signaly nam poskytuji
informace o mnozstvi RNA a DNA v krvince a o velikosti a struktufe buiiky. Na zakladé
téchto znalosti 1ze krvinky tfidit. Analyzatory nésledné umoziuji prezentaci dat pomoci
tzv. scattergrami, kde jsou v podobé shluku bodl zaznamendny krvinky s podobnymi
vlastnostmi. Pouzité hematologické analyzatory tuto technologii vyuzivaji pro stanoveni

diferencialniho rozpoctu leukocytl, poctu retikulocyt a normoblastt [67].

Naprosto zasadnim pouzitym hematologickym parametrem pro uskutecnéni této
bakalafské prace je RET-He, ktery se stanovuje pravé na zaklade¢ fluorescencni priitokové
cytometrie v kanalu RET analyzatori Sysmex. Plsobenim lyza¢niho ¢inidla dochazi
k perforaci bunééné membrany vSech krevnich elementl, diky ¢emuz do retikulocyti
pronika fluorescen¢ni polymethinové barvivo, které je specifické pro obsazené nukleové
kyseliny. Po ozafeni retikulocytu paprskovym laserem je méfena mira fluorescen¢niho
signalu, kterd odpovida zralosti krvinky. Nezrald krvinka obsahuje oproti zralému
erytrocytu vyS$i mnozstvi RNA, a proto poskytuje vyssi fluorescencni signal. Ekvivalent
hemoglobinu v retikulocytech je odvozovan z intenzity pfedniho rozptyleného svétla této

populace bunék, se kterym koreluje [68; 69].
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¢ Impedancni metoda s hydrodynamickou fokusaci

Tento typ technologie je v analyzatorech od spolecnosti Sysmex vyuZzivan k méfeni
poctu erytrocytli a trombocytli. Metoda hydrodynamické fokusace zajist'uje privod ¢astic
unasSenych tekutinou do tenkého lamindrniho toku. Poté jsou jednotlivé krvinky suspenze
pii prichodu aperturou (tj. otvor o malém pruméru) vystaveny elektrickému odporu mezi
dvéma elektrodami, ¢imz se odpor zméni. Tato zména je imérna objemu buiiky. Néasledné

je vysledek interpretovan ve formé histogramu [70].

e SLS detek¢éni metoda

Dnes je stanoveni koncentrace hemoglobinu v modernich analyzatorech standardné
uskutecniovano pomoci SLS detekéni metody vyuzivajici analyzy bez kyanidu, ktery byl
diive soucasti reagencii, ale kvili své toxicit¢ byl pro rutinni analyzy nahrazen.
Mezinarodni vybor pro standardizaci v hematologii (ICSH) doporucuje nyni tuto
kyanmethemoglobinovou metodu pouze jako metodu referencni. Soucasna cinidla
obsahuji laurylsulfat sodny (SLS), coz je latka, kterd lyzuje leukocyty a erytrocyty
ve vzorku krve. Nejprve SLS narusi membranu erytrocytu, poté se zméni globinova
skupina a zoxiduje hem skupina, se kterou sodiumlaurylsulfat vytvaii fotometricky

detekovatelny komplex [71].

4.4.2 Stanoveni potfebnych hematologickych parametru

Mimo vysSe zminéného HGB a RET-He je nutné ziskat nékteré dalsi parametry
krevniho obrazu, které jsou analyzatorem automaticky odvozeny od téch, co jsou méteny

piimo. Mezi pocitané veliiny patii MCV, MCH a MCHC (viz tabulka 1).

Tabulka 1 — Principy méreni pouzitych hematologickych parametru, prevzato
a upraveno z [65; 69]

Parametr Princip stanoveni
HGB Fotometrické méteni
MCV Vypocet: MCV = HCT/RBC
MCH Vypocet: MCH = HGB/RBC
MCHC Vypocet: MCHC = HGB/HCT
RET-He Fluorescencni pritokova cytometrie
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4.4.3 Reagencie

Soucasti obou analyzatort jsou diagnosticka ¢inidla, diky kterym je mozné provést
méteni hematologickych parametri. Naprosto nezbytné pro ziskani kvalitnich vysledkt
je zajisténi stability reagencii spravnym uskladnénim a jejich pouzitim do dosazeni data
expirace uvedené piimo na originalnim obalu &inidla. Skladovaci teplota se v UVN
pohybuje v rozsahu od 15 °C do 25 °C, coz odpovida doporucenym piedpisim vyrobce.
Pro méfeni vzorki krve na Sysmex XN-1000 a Sysmex XN-1500 DI je zapotiebi:

e CellPack DCL, coz je diluent vhodny k natfedéni vzorku plné krve pro nasledné
stanoveni krevniho obrazu, retikulocytl, diferencidlniho rozpoctu leukocytd,
trombocytl a analyzu télnich tekutin.

e Fluorocell RET je fluorescenéni barvivo vyuzivané nejen k oznaceni
a naslednému stanoveni retikulocytt, ale i méfeni poctu trombocyti.

e Fluorocell PLT slouzi k oznaceni krevnich desti¢ek pro nasledné pocitani.

e Fluorocell WNR je reagencie, kterd po fluorescenénim oznaceni urcuje pocet
leukocytil, normoblastil a bazofili.

¢ Fluorocell WDF se pouziva ke stanoveni diferencialniho rozpoc¢tu leukocytt.

e  WNR Lysercell a WDR Lysercell jsou lyza¢ni ¢inidla pro WNR a WDF kanaly
obou analyzatoru.

e CellPack DFL je diluent vyuzivany spole¢né s ¢inidlem Fluorocell RET pro
analyzu retikulocytd nebo v kombinaci s ¢inidlem Fluorocell PLT pro stanoveni
krevnich desticek.

e Sulfolyser se pouziva k automatickému méteni koncentrace HGB.

e CellClean je prostfedek pro oCistu analyzatoru.
Vesker¢ reagencie dodava spole¢nost SYSMEX CZ s.r.o.

4.4.4 Kontrola kvality laboratorniho procesu

Lékati se pii diagnostice a sledovani 1éCby onemocnéni spoléhaji na presnost
a spravnost (pravdivost) laboratornich testd. Z tohoto divodu je povinnosti kazdé
laboratofe zajistit analytickou spolehlivost laboratornich vysledkii, coz je ovéfovano
kontrolou kvality. Interni kontrola kvality spo¢iva v pravidelném kontrolovani preciznosti

a pravdivosti analyz a je zajiStovana personalem laboratotfe. Parametry krevniho obrazu
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jsou procesem externi kontroly kvality laboratofe kontrolovany dvakrat ro¢né nezavislou

akreditovanou spolec¢nosti k tomu povéienou — SEKK s.r.o. [72; 73].

4.4.4.1 Interni kontrola kvality

Pro posouzeni ptesnosti slouzi uobou pouzitych hematologickych analyzatort
referenéni vzorky krve XN CHECK od firmy Sysmex, jejichZz rozmezi hodnot je
vyrobcem deklarované. Jsou oznacené jako LI, L2 al3, coz odliSuje tfi rizné

koncentra¢ni hladiny métenych parametrti — normalni, sniZenou a zvySenou hladinu [73].

Tyto standardizované vzorky krve jsou uchovavany v chladnicce pii 2—8 °C, coz
udrzuje stabilitu jednotlivych parametri neotevieného kontrolniho materialu do data
expirace. Vzdy pied prvotnim pouzitim nové Sarze XN CHECK se do pfistroje nahrava

aktualizované referencni rozmezi odpovidajici novému baleni.

Kontrola se provadi miniméaln¢ jednou denné proméfenim alespoit dvou hladin
referencnich vzorkli za pomoci obou nabérovych systémil analyzatoru. Mezi jejich
vyndanim z chladnic¢ky a samotnym méfenim musi byt minimalné 10 minut temperovany
pri laboratorni teploté. Aby bylo mozné dosahnout co nejpiesnéjsich vysledkd, je potieba
jemnym pievracenim zkumavek promichat jejich obsah, ¢imz dochazi k homogenizaci
stabilizované suspenze krvinek. Po tomto kroku mtze byt uskute¢néna samotna analyza
kontrolnich vzorkt, které jsou soucasti rutinniho provozu a zmétfeny spolu s béznymi

pacientskymi vzorky.

Vysledky jsou nasledné preneseny do regulacnich diagrami a softwarem automaticky
vyhodnoceny porovnavanim s nastavenou povolenou mezi pro dany kontrolni vzorek.
Tato maximalni pfipustnd chyba se odvozuje z doporuceni Systému externi kontroly
kvality (SEKK) a Ceské hematologické spolecnosti Ceské 1ékarské spole¢nosti Jana
Evangelisty Purkyné (CHS CLS JEP). Nachazi-li se néktera z hodnot méfeni mimo tuto
povolenou mez, rozhoduje analytik laboratoie o dalSich krocich. Veskeré vyhodnocené
a vytiSténé vysledky interni kontroly kvality podepsané analytikem uchovava laboratof

5 let od provedeni.

Timto méfenim referencniho materidlu je analytikem sledovana kontrola spravnosti

stanovovanych parametrii a kontrola mezilehlé preciznosti, kterd ndm vypovida
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o preciznosti analyzy v case. Ddéle dochazi k pravidelnému mezipfistrojovému
porovnavani vysledkii analyzatoru Sysmex XN-1000 a Sysmex XN-1500 DI
proméfovanim stejnych komercnich ¢i pacientskych vzorkii krve. Pro jednotlivé
stanovované analyty jsou spocitiny pruméry, smérodatné odchylky a variacni
koeficienty, coz je nasledn€ srovnavano a vyhodnocovano dle pozadavki WHO
a CHS CLS JEP. V neposledni fadé se jednou ro¢né v ramci verifikace nebo pfi néjakém
problému vyhodnocuje opakovatelnost analyzy neboli preciznost méfeni v sérii, coz je
zaloZeno na opakovaném automatickém zméteni jednoho vzorku 10krat za sebou béhem

kratkého intervalu [72; 73].

4.4.5 Postup vlastniho méreni

Pted vlastni analyzou pacientskych vzork je vzdy nejprve poteba zkontrolovat, zda
mnozstvi reagencii napojenych na analyzatory odpovidéa denni potieb¢ a v ptipad¢ jejich
nedostatku musi byt ¢inidla doplnéna. Za timto krokem nésleduje provedeni kontroly
Cistoty pozadi, coz je také oznaCovano jako backgroundcheck test. Jedna se o testovani
tlaku a vakua v pfistrojich a kontrolu uzivanych roztokud, ¢imz se detekuje ¢i vylucuje
kontaminace pouzitych reagencii a méeficich komiirek. Testovani provadi oba analyzatory

automaticky vzdy pfi spusténi. Monitorované maximalni pfipustné limity jsou:

e WBCdo0,10x10°1;
e RBCdo0,02x1021;
e PLT do10,00x10°[;
e HGBdol1,0 g/l

Pokud jsou tyto meze piekroCeny, kritéria nejsou splnéna a analyzatory promyvaji
systém automaticky znovu, protoze pfili§ vysoké hodnoty kontrolovanych parametri
faleSné zvySuji tyto hodnoty 1 pii méfeni biologického materialu. Po uspéSné provedené
kontrole Cistoty pozadi jsou pfistroje pfipraveny k analyze kontrolnich a pacientskych

vzorkda.

Vzorky po pfijeti do laboratofe a piid€leni carovych kodi méfime pomoci jednoho

ze dvou zpusobii, které pfistroje poskytuji. Oba analyzitory mohou pracovat
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v manualnim (otevieném) a automatickém (uzavieném) rezZimu. Pro ucely této bakalatské

prace bylo vyuZzito obou zplsobtli. Aspirovany objem vzorku se pohybuje kolem 88 pl.

Manualni zpracovani vyuzivame predevsim z divodu malého mnozstvi vzorku, kdy je
napf. pfi kapilarnim odbéru odebran maly objem krve do mikrokepu. Samotnému méfeni
z uzaviené zkumavky piedchazi desetiminutové michani pomoci valivé tfepacky, coz
zajistuje homogenizaci celého obsahu zkumavky. Poté pomoci symbolu dvou Sipek
otevirdme ru¢ni podava¢. Na obrazovce dale zaklikneme symbol dvou zkumavek
a ikonu Whole Blood. Na§ vybér odsouhlasime kliknutim na napis OK. Cekame, dokud
analyzator neni pfipraven na dalsi kroky, coz signalizuje zastaveni blikani svételné diody.
Stisknutim symbolu ruky drzici zkumavku nastavime ru¢ni méfeni a zmacknutim
napisu Read ID umoZznime sejmuti ¢arového kodu analyzatorem automaticky po vlozeni
vzorku nebo tak u¢inime sami pomoci ru¢ni ¢te¢ky. Po zaSkrtnuti ndpisu CAP OPEN
a stisknuti ikony OK naposledy jemné promichdvame obsah zkumavky. Nasledné ji
otevirdme a umistujeme do aspiracni ¢asti uréené pro otevieny mod. Poslednim krokem

je stisknuti modrého tlacitka na analyzatoru, ¢imz je zahajena aspirace.

Standardné je vétSina vzorkt analyzovana v automatickém rezimu. Nejprve zkumavky
manualné promichdvame jejich jemnym obracenim dnem vzhlru a poté je zatazujeme do
jednotlivych pozic specialniho stojanku oznacovaného jako rack, ktery vkladame
do podavace. Vzorky analyzator automaticky dopravuje a opétovné promichava.
Zkumavka je nasledn¢ umisténa pod aspiracni jehlu, kterou je po propichnuti uzavéru

zahéjeno nasavani vzorku.

Po provedeni analyzy krve se namétené hodnoty zobrazuji na obrazovce pocitace. Poté
jsou automaticky pfeneseny do IPU Extended (tj. fidici informacni systém od spolecnosti
Sysmex), kde dochézi k jejich kontrole a propusténi do LIS. Patologické nalezy systém
vyhodnocuje jako pozitivni a obsluha rozhoduje o uvolnéni takového vysledku ¢i
zopakovani méteni. Vysledky jsou dale pfenaSeny do nemocni¢niho informacéniho

systému (NIS).

4.4.6 Referent¢ni rozmezi

Veskeré parametry krevniho obrazu, které byly pro vypracovani této bakalaiské prace
pouzity, jsou spolu se svym referencnim rozmezim uvedeny v tabulce 2. Rozmezi
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odpovidaji fyziologickym hodnotam dospélych muzii a zen. Informace v této tabulce byly
Cerpany z laboratorni pfirucky Oddéleni hematologie a krevni transfuze (OHKT)
a Oddéleni klinické biochemie (OKB) UVN, ktera je v souladu s doporuéenym

referen¢énim rozmezi pro krevni obraz CHS CLS JEP.

Tabulka 2 — Referencni rozmezi vybranych parametrii krevniho obrazu, prevzato
a upraveno z [59]

Parametr krevniho obrazu Zkratka Referenérn f Jednotky
rozmezi
Muzi Zeny
Hemoglobin HGB | 135-175 | 120-160 g/l
Stiedni obsah hemoglobinu v erytrocytech MCH 28-34 28-34 pg
Stiedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech | MCHC | 320-360 | 320-360 g/l
Stredni objem erytrocytu MCV 82-98 82-98 fl
Ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech RET-He | 28-36 28-36 pg

4.5 Méreni na analyzatoru cobas® pro

Analyzator cobas® pro umoziiyje stanovovat vysledky analyzy na zaklad¢ fotometrie,

turbidimetrie, heterogenni imunoanalyzy a iontové selektivnich elektrod [64].

Pted samotnou analyzou pacientskych sér laboratorni personal kontroluje a dopliuje
reagencie pro denni potfebu. Dale musi byt pfed uvedenim pfistroje do Cinnosti
provedena denni udrzba. Po téchto krocich nasleduje proméfeni a zhodnoceni vysledki
kontrolniho materidlu, ¢cimz se ovéiuje spolehlivost analyzy. Pokud se hodnoty pohybuji
ve stanovenych mezich, mize byt zapocato méfeni. Vysledky systém analyzatoru
automaticky odesila do LIS, kde jsou poté povétenym pracovnikem schvaleny a piredany

k distribuci.

Jednotlivé biochemické parametry byly pro ucely této bakalaiské prace zjistény

prométenim pacientskych sér pomoci principti uvedenych v tabulce 3.
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Tabulka 3 — Principy stanoveni pouzitych biochemickych parametrii, prevzato
a upraveno z [59]

Parametr Princip stanoveni

Zelezo Fotometrické méfeni
Feritin ECLIA

Transferin Imunoturbidimetrie
Saturace transferinu Zelezem Vypocet

4.5.1 Stanoveni Zeleza

K fotometrickému urceni koncentrace zeleza ve vzorku lidského séra se vyuziva

souprava IRON2 cobas® Roche/Hitachi.

Princip testu se zaklada na reakci Zeleza s FerroZinem. Pred samotnym fotometrickym
stanovenim je vzorek vystaven nizkému pH, ¢imz se pferusi vazba mezi transferinem
a Fe*". Trojmocné Zelezo je nasledné redukovéano askorbatem na Zelezo dvojmocné. To
tvofi s FerroZinem barevny komplex, jehoZz intenzita zabarveni je pfimo imérna mnozstvi
zeleza ve vzorku. Komplex je vhodny k fotometrickému stanoveni pii vinové délce
570 nm. Z vysledné absorbance systém poté automaticky vypocitd koncentraci

stanovovaného analytu [74].

Metoda je kalibrovana dvoubodovou linearni kalibraci. Rozsah méfeni je vyrobcem
stanoven od 0,90 do 179,0 umol/l. Pokud hodnota zeleza ve vzorku ptevysi toto rozmezi,
je méfeni automaticky opakovano se snizenym mnozstvim vzorku. Tato funkce se nazyva

Rerun [74].

4.5.2 Stanoveni feritinu

Ke stanoveni koncentrace sérového feritinu se vyuziva souprava Elecsys Ferritin
cobas® Roche/Hitachi. VySetfeni je zalozeno na elektrochemiluminiscenéni

imunoanalyze (ECLIA) sendvicového typu.

Nejprve antigen ve vzorku reaguje s biotinylovanou monoklonalni protilatkou proti
feritinu a rutheniovym komplexem oznafenou monoklondlni protilatkou proti feritinu,

¢imz bcéhem prvni inkubace dochazi k vzniku sendvicového komplexu. Ptidanim
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mikrocastic potazenych streptavidinem je v prub¢hu druhé inkubace docileno vazby mezi
komplexem a pevnou fazi, coz umoznuje interakce mezi streptavidinem a biotinem.
Magnetické pole uvniti méfici cely zachytavd mikrocastice s navazanymi komplexy
a systémovy roztok nasledné vSechny nenavazané slozky z reakéni smési vyplavuje. Poté
pfivedené napéti podnécuje chemiluminiscen¢ni emisi fotonll na pracovni elektrod¢, coz

je detekovano fotondsobicem [75].

K vyhodnoceni vysledkil analyzy se pouzivd master kiivka uvedena v ¢arovém kodu
¢inidla a kalibra¢ni kiivka vytvofena pomoci dvoubodové kalibrace. Vyrobce definuje
rozsah métfeni mezi 0,5 a 2000 ng/l. Pokud je koncentrace ve vzorku vyssi, analyzator

vzorek pomoci diluentu natedi a zméti znovu [75].

4.5.3 Stanoveni transferinu

Hmotnostni koncentrace transferinu se v lidském séru stanovuje imunoturbidimetricky

pomoci soupravy TRSF2 cobas® Roche/Hitachi.

Princip méfeni se zaklada na tom, Ze lidsky transferin vytvari precipitat se specifickou
protilatkou. Nasledn¢ je vznikly imunoprecepitat stanovovan turbidimetricky pii vinové

délce 505 nm [76].

Metoda je kalibrovana neline4rni kalibraci, kterou vyjadiuje exponencialni funkce.
Vyrobce uvadi, Ze rozsah testu je od 0,10 do 5,20 g/l. Vzorky s vy$s§i koncentraci

transferinu jsou automaticky fedény a méteny znovu [76].

4.5.4 Vypocet saturace transferinu Zelezem

Saturace Zeleza neni méfena piimo, ale jeji hodnota se stanovuje na zakladé vypoctu,
k jehoz uskute¢néni je zapotiebi znat hodnotu koncentrace sérového zeleza (umol/l)
a séroveho transferinu (g/1). Vypocet saturace transferinu se generuje automaticky, pokud

byly tyto k tomu pottebné parametry zméteny [77].
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Vzorec saturace transferinu zZelezem:
Transferin saturovany = 3,98+ S_Fe/S_Transferin
Vyslednou jednotkou tohoto vzorce jsou procenta [77].

4.5.5 Referenéni rozmezi

Referenéni rozmezi vSech biochemickych parametrii pouzitych pro ucely této
bakalarské prace jsou uvedené v tabulce 4. Zdrojem téchto informaci je laboratorni
ptiru¢ka OHKT a OKB UVN. Rozmezi odpovidaji fyziologickym hodnotam dospélych
muzi aZen a jsou v souladu s doporuéenym referenénim rozmezi Ceské spolenosti
klinické biochemie Ceské lékaiské spoleCnosti Jana Evangelisty Purkyné
(CSKB CLS JEP) a vyrobce Roche. Déle je v tabulce zohlednéno ito, Ze se u Zen

referencni hodnoty feritinu v prib¢hu Zivota méni.

Tabulka 4 — Referencni rozmezi pouzitych biochemickych parametrii, prevzato
a upraveno z [59]

Biochemicky parametr Referenc¢ni rozmezi Jednotky
Muzi Zeny
Zelezo 7,2-29,0 6,6-28,0 pumol/l
13-150 (15-50 let)
Feritin 30-400 1 20400 (nad 50 let) ne/l
Transferin 2,0-3,6 2,0-3,6 g/l
Saturace transferinu 16-45 16-45 %
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5 VYSLEDKY

Vysledky této bakalafské prace vychazeji z deviti méfenych hematologickych
a biochemickych parametrti, které byly ziskany prométfenim pacientskych vzorki pomoci
analyzatord Sysmex XN-1000, Sysmex XN-1500 DI a cobas® pro. Témi vysSetfovanymi

parametry jsou:

e RET-He (ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech);

e MCHC (stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech);
e HGB (hemoglobin);

e MCV (stfedni objem erytrocytu);

e MCH (stfedni obsah hemoglobinu v erytrocytech);

e sérové zelezo;

e saturace transferinu;

e transferin;

e feritin.

Ziskand data byla statisticky zpracovana a vyhodnocena pomoci programu

Statistica 12 (StatSoft-Dell, Tulsa, USA) a Microsoft Office EXCEL (Microsoft, USA).

5.1 Statistické zpracovani souboru namérenych dat

Soucasti vyhodnoceni byla vyuzita deskriptivni (popisna) statistika, ktera slouzi
k numerickému nebo grafickému shrnuti vlastnosti souboru dat, coz jsou v nasem ptipadé

naméfena primarni data.

V tabulce 5 je ptedloZen pocet platnych proménnych (n) statistického souboru. Déle
jsou zde uvedena data, ktera byla ziskana statistickymi vypocty z naméteného souboru
dat. Konkrétné byl pro popisnou statistiku vyuzit priimér, median, minimum (Min),

maximum (Max), dolni kvartil, horni kvartil, rozptyl a smérodatna odchylka (SD).
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Tabulka 5 — Deskriptivni (popisna) statistika namérenych dat [viastni zdroj]

Popisné statistiky

. o . c Dolni Horni

Proménna | n | Primér | Median | Min Max kvartil | kvartil Rozptyl SD
RET-He | 979 | 33,3767 | 34,8000 | 11,7000 | 46,1000 | 31,5000 | 36,6000 | 29,9 | 5,4639
MCHC

() | 18373354023 | 336,0000| 240,0000 | 396,000 | 328,000 345,0000 | 2858 | 16,9060
HGB

(@) | 183 |127.3769|132,0000| 38,0000 | 195,0000 | 112,0000 146,000 6747 | 25,9756
MCV

() 1841 | 87,7511 | 87,9000 | 53,2000 | 128,8000 | 84,3000 | 91,3000 | 56,0 | 7,4808
MCH

(D) | 1846 | 294802 | 29,8000 | 12,7000 | 44,1000 | 28,2000 | 312000 | 107 | 32722
s 338 | 13,8756 | 13,4500 | 1,1800 | 53,5000 | 7,8700 | 17,8000 | 69,2 | 83175
(umol/1)

Saturace
transferinu | 222 | 21,1673 | 18,4100 | 1,6500 | 85,6500 | 9,5500 | 28,2700 | 242,0 | 15,5569
(%)
Tra(gsl‘;)e”” 223 | 27508 | 2,7100 | 0,8900 | 455600 | 2,2700 | 32700 | 05 | 0,6837
'zfl;'}i;‘ 283 |201,0552 | 67,9000 | 2,1000 |3828,0000 | 20,2000 |211,0000 | 172558,4 | 415,4015

Pted pouzitim samotného statistického testu musi byt posouzena normalita rozdéleni

hodnot

souboru. K ovéfeni

normality naméfenych dat

bylo vyuzito

K-S

(Kolmogorov-Smirnov) testu a Lillieforsova testu. K vizudlnimu rozlozeni vS§ech hodnot

daného souboru slouzi jejich zobrazeni pomoci histogramu, ktery je proloZen cCervené

vyznacenou Gaussovou kiivkou.

Histogramy pro ovéfeni normality jsou uvedeny v podkapitole 5.1.1.

Pro interpretaci rozlozeni dat byly dale pouzity box-ploty neboli krabicové grafy, které

nam nazorné graficky zobrazuji numerickd data — minimum, maximum, horni a dolni
kvartil, median a ptipadné extrémni hodnoty. Na rozdil od histogramu ndm jejich grafické

rozlozeni umoziuje porovnavat nékolik sad dat najednou, coz je vyuzito v kapitole 5.1.2
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az 5.1.9 pti porovnavani RET-He s vySe zminénymi parametry. Ve stejnych kapitolach

bylo také pro posouzeni parovych vztahii mezi RET-He a vySe zminénymi parametry

vyuzito bodovych grafti neboli korelacnich diagramd, které popisuji statistickou zavislost

proménnych a zobrazuji jejich korelaci (vzdjemny vztah).

51.1 Ovéreni normality pomoci histogrami

V této podkapitole jsou na obrazcich 8 az16 histogramy, které byly vyuZity

k posouzeni normdlniho rozlozeni dat jednotlivych namétenych souborti. Kazdy

histogram je prolozen Gaussovou kiivkou, kterd znédzorniuje normalni rozloZeni hodnot.

Vétsina p-hodnot je mensich nez 0,05. Jedinou vyjimkou je histogram z naméienych dat

vV

transferinu (obrazek 15), kde je p-hodnota vyssi nez 0,05.
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Obrazek 8 — Histogram RET-He [viastni zdroj]
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Histogram: MCHC (g/L)
Referenéni rozmezi: 320-360

K-S d=,08905, p<,01 ; Lilliefors p<,01
— Oc¢ekavané normalni
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Obrazek 9 — Histogram MCHC [vlastni zdroj]
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Obrazek 10 — Histogram HGB [vlastni zdroj]
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Histogram: MCV (fL)
Referenéni rozmezi: 82-98
K-S d=,08565, p<,01 ; Lilliefors p<,01
— Ocekavané normaini
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Obrazek 11 — Histogram MCV [vlastni zdroj]
Histogram: MCH (pg)
Referenéni rozmezi: 28-34
K-S d=,11064, p<,01 ; Lilliefors p<,01
— Ocekéavané normaini
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Obrazek 12 — Histogram MCH [vlastni zdroj]
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Obrazek 13 — Histogram Fe [vlastni zdroj]
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Obrazek 14 — Histogram saturace transferinu [vlastni zdroj]
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Histogram: transferin (g/L)
Referen¢ni rozmezi: 2,0-3,6

K-S d=,04289, p> .20; Lilliefors p> .20
— Ocekavané normailni
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Obrazek 15 — Histogram transferinu [vlastni zdroj]
Histogram: feritin (ug/L)
Referen¢ni rozmezi: 13-400
K-S d=,31599, p<,01 ; Lilliefors p<,01
— Ocekavané normailni
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Obrazek 16 — Histogram feritinu [vlastni zdroj]
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5.1.2 Statistické srovnani RET-He a MCHC

Na obrazku 17 jsou box-ploty znazornujici rozlozeni hodnot parametrii RET-He

a MCHC. Vysledky MCHC jsou oproti RET-He daleko vice rozptylené, coz vizualizuje

¢iselny udaj o rozptylu dat v tabulce 5. Na obrdzku 17 je zobrazen vztah mezi RET-He

a MCHC pomoci bodového grafu, ktery ukazuje slabou kladnou korelaci mezi soubory.
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Obrazek 17 — Srovnani box-plotit RET-He a MCHC [viastni zdroj]
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Obrazek 18 — Bodovy graf z MCHC proti RET-He [viastni zdroj]
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5.1.3 Statistické srovnani RET-He a HGB

Na obrazku 19 jsou vyobrazeny box-ploty, u kterych je jako v predchozi podkapitole

opét zietelny rozdil rozptyl mezi souborem RET-He a HGB. Obréazek 20 interpretuje

rozptylenost dat korelacnim diagramem z HGB proti RET-He. Mezi soubory je pfitomna

slaba zaporna korelace.
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Obrazek 19 — Srovnani box-plotit RET-He a HGB [viastni zdroj]
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Obrazek 20 — Bodovy graf z HGB proti RET-He [viastni zdroj]
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5.1.4 Statistické srovnani RET-He a MCV

Nasledujici obrazky 21 a 22 rozebiraji parametry RET-He a MCV. Na obrazku 21 je

distribuce dat prezentovana pomoci krabicovych grafli, na kterych je mozné spatfit, Ze

rozptyl souboru hodnot MCV je mensi neZ u MCHC ¢i HGB. Bodovy graf z MCV proti

RET-He na obrazku 22 zobrazuje statisticky vyznamnou kladnou korelaci.
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Obrazek 21 — Srovnani box-plotit RET-He a MCV [vlastni zdroj]

Bodovy graf zMCV (fL) proti RET-He
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Obrazek 22 — Bodovy graf z MCV proti RET-He [viastni zdroj]
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5.1.5 Statistické srovnani RET-He a MCH

Obrazek 23 srovnava box-ploty ziskanych dat parametrii RET-He a MCH. Je zde
graficky znazornéno, Ze rozptyl hodnot MCH je mensi nez u parametru RET-He, coz
potvrzuje Ciselné udaje v tabulce 5. Pomoci bodového grafu z MCH proti RET-He na

obrazku 24 zjist'ujeme, ze je mezi soubory statisticky vyznamna kladna korelace.
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Obrazek 23 — Srovnani box-plotit RET-He a MCH [viastni zdroj]
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Obrazek 24 — Bodovy graf z MCH proti RET-He [vlastni zdroj]
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5.1.6 Statistické srovnani RET-He a Fe

Obrazek 25, kde jsou srovnavany box-ploty pro soubory dat RET-He a sérového

zeleza, ukazuje, Ze rozptyl hodnot Fe je SirSi neZ u RET-He a je Siroky piedevs§im diky

hodnotam, které se nachazeji nad hornim kvartilem souboru. Na obrazku 26 je zndzornén

bodovy graf z Fe proti RET-He, kde je mozné vidét pouze slabou zapornou korelaci.
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Obrazek 25 — Srovnani box-plotit RET-He a Fe [viastni zdroj]
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Fe uymol/L = 14,9081-0,0306*x

60
o
50 °
o
40 4
o
30 ° o o
° o
)
o o o o
20 o °0°° 0gg o %
o ° & o ° %00 o
S © o °
o g YO 8
10 o o Tog N e 5 ° o
o °% o
() o
%o ° 8 o
o 0© %
0
-10
10 15 20 25 30 35 40 45

[ RET-He:Fe umollL: r=-0,0193;p =0,7230]

RET-He

50

Obrazek 26 — Bodovy graf z Fe proti RET-He [vlastni zdroj]
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5.1.7 Statistické srovnani RET-He a saturace transferinu

Na obrazku 27 jsou pomoci box-plotl graficky rozlozeny soubory RET-He a saturace
transferinu. Hodnoty saturace transferinu jsou vice rozptylené, a to op¢t predevsim diky
hodnotdm nachézejicich se nad hornim kvartilem. Obrazek 28 zobrazuje bodovy graf

ze saturace transferinu proti RET-He, kde je viditelna pouze slaba kladna korelace.
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Obrazek 27 — Srovnani box-plotit RET-He a saturace transferinu [vilastni zdroj]

Bodowy graf z saturace transferinu (%) proti RET-He
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Obrazek 28 — Bodovy graf ze saturace transferinu proti RET-He [vlastni zdroj]
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5.1.8 Statistické srovnani RET-He a transferinu

Krabicové grafy proménnych transferinu a RET-He jsou uvedeny na obrazku 29.

Box-plot transferinu ukazuje velmi Uzky rozptyl naméfenych hodnot. Korela¢nim

diagramem z transferinu proti RET-He na obrazku 30 prokazujeme slabou kladnou

korelaci, kterd neni ptilis statisticky vyznamna.

50

45

40

35 o

30

25

20

15

10

=+

o Median

[125%-75%

RET-He transferin (g/L)

T Min-Max

Obrazek 29 — Srovnani box-plotit RET-He a transferinu [vlastni zdroj]
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Obrazek 30 — Bodovy graf z transferinu proti RET-He [vlastni zdroj]

63



5.1.9 Statistické srovnani RET-He a feritinu

Poslednim statisticky srovnavanym parametrem s RET-He je feritin. U feritinu bylo
naméfené Siroké rozmezi proménnych, které se nachazely ptfedevSim nad hornim
kvartilem hodnot. Box-ploty je moZné hodnotit na obrazku 31. Bodovy graf z feritinu proti

RET-He na obrazku 32 ukazuje nepfilis statisticky vyznamnou slabou zapornou korelaci.
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Obrazek 31 — Srovnani box-plotit RET-He a feritinu [vilastni zdroj]
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Obrazek 32 — Bodovy graf z feritinu proti RET-He [viastni zdroj]
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5.1.10 Spearmanovy korelace

V dal§im kroku analyzy dat jsem pouzila Spearmanovy korelace. Jednd se
o neparametrickou metodu, pomoci které jsem vyhodnotila statistickou zavislost
(korelaci) mezi RET-He a zbylymi proménnymi. Tyto korelace jsou velmi odolné viici

odchylkam od normality, a to bylo hlavnim diivodem jejich pouziti v této praci.

K hodnoceni tésnosti shody proménnych je potieba Spearmanova potadového
korela¢niho koeficientu, u kterého neni nutné znat naméiené hodnoty, ale stac¢i urcit jejich
potadi. Je ozna¢ovan pomoci feckého pismena p (rho) nebo rsa mize nabyvat hodnot od
-1 do +1, pficemz ¢im bliZ je hodnota nule, tim slabsi je vztah mezi proménnymi. Pozitivni
korelace vypovidaji o tom, ze se proménné paraleln¢ snizuji nebo zvySuji a negativni

korelace ukazuje, ze jedna proménna klesd, zatimco druhé stoupa.

V tabulce 6 jsou uvedeny Spearmanovy korela¢ni koeficienty pro vS§echny proménné
naSeho souboru, které vypocital software statistického programu Statistica 12. Zarovenl
s tim byl automaticky proveden test statistické vyznamnosti, ktery urcil, zda spolu
proménné na hladiné vyznamnosti p <0,05000 koreluji ¢i nikoliv. Pokud byl test
programem vyhodnocen za signifikantni, tak byla vysledna hodnota Spearmanova
korela¢niho koeficientu v tabulce zvyraznéna Cervené. Statisticky nevyznamné korelace
jsou oznaceny cerné. NaSe pozornost je v této praci zameiena predevSim na vztah mezi
RET-He s dalSimi parametry, které jsou uvedené v tabulce. Zkoumani vztaht téchto
ostatnich parametrti mezi sebou neni cilem této bakalaiské prace, a proto nebudou dale
rozebirdny. Z tabulky 6 je tedy patrné, ze s RET-He vyznamné koreluje MCV a MCH.
Tyto statisticky vyznamné korelace jsou v tabulce 6 zvyraznény cervenym tuénym

pismem.
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Tabulka 6 — Spearmanovy korelace [vlastni zdroj]

Spearmanovy korelace
ChD vynechany parové
Oznac. korelace jsou vyznamné na hl. p <0,05000

promemns | RET.He | MCHC | HGB | MCV | MCH Fe t;ﬁt;re?fﬁu Transferin | Feritin
(9/m) (a/m) (f1) (pg) | (umol/l) (%) (9/m (ng/h
RET-He | 1,000000 | 0,018460 | -0,045480 | 0,067691 | 0,069718 | 0,020186 | -0,000102 | -0,029869 | 0,005712
MCHC
(g) | 0018460 | 1000000 | 0,094932 | 0,028804 |-0016994  -0,046526 | 0,009206 | -0.083735 |-0,049418
?55 -0,045480 | 0,094932 | 1,000000 | 0,001865 | -0,021331 | -0,092306 | -0,155307 | -0,097900 | -0,060729
'V(']EI:)V 0,067691 | 0,028804 | 0,001865 | 1,000000 | 0,000820 | 0,110083 | -0,068838 | -0,090878 | 0,053301
'\("p%')* 0,069718 |-0,016994 | -0,021331 | 0,000820 | 1,000000 | 0,049030 | 0,076779 | -0,003212 |-0,092379
(“nﬁgm) 0,020186 | -0,046526 | -0,092306 | 0,110083 | 0,049030 | 1,000000 | -0,019081 | -0,085772 | 0,045717
Saturace
transferinu | -0,000102 | 0,009206 | -0,155307 | -0,068838 | 0,076779 | -0,019081 | 1,000000 | -0,114263 | 0,069378
(%)
Transferin
() | “0.029869 | -0,083735 | -0,097900 | -0,090878 | -0,003212 | -0,085772 | -0114263 | 1000000 |-0,084650
'zflrg'}g‘ 0,005712 | -0,049418 | -0,060729 | 0,053301 | -0,092379 | 0,045717 | 0,069378 | -0,084650 | 1,000000
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6 DISKUZE

RET-HE je rozSifeny parametr krevniho obrazu, ktery informuje o obsahu
hemoglobinu v retikulocytech. Vzhledem k tomu, ze se jednd o posledni vyvojové
stadium cervené krvinky, které je jeSté schopné syntetizovat hemoglobin, tak stanoveni
RET-He vypovidéa o erytropoéze v poslednich 3—4 dnech. Z tohoto diivodu by podle
nejnovejSich studii mohl byt i idedlnim ¢asnym markerem k diagnostice sideropenické
anémie, pii které dochazi k poruseni erytropoézy vlivem nedostatku zeleza nebo

ukazatelem spravné 1€cby tohoto onemocnéni.

V soucasné dobé se laboratorni diagnostika sideropenické anémie opird piedevsim
o parametry krevniho obrazu spolu s kombinaci parametrii monitorujici metabolismus

zeleza.

Jak jiz bylo vyse zmin€no, cilem této bakalatské prace bylo posoudit hypoteticky vztah
mezi bézné uzivanymi hematologickymi a biochemickymi parametry pro diagnostiku
sideropenické anémie s ekvivalentem hemoglobinu v retikulocytech. Nasledujici
odstavce jsou vénovany zhodnoceni statistického souboru naméfenych dat a porovnani

nasich zavéra s dostupnou literaturou.

Pro zhodnoceni naSich dat byla vyuzita deskriptivni (popisnd) statistika. Jeji
vyhodnoceni v podobé ¢iselnych udaji pro jednotlivé parametry je mozné zhodnotit
v tabulce 5 v kapitole 5.1. V tabulce jsou popsany miry polohy a variability namétenych
dat jednotlivych parametrt, kterymi jsou RET-He, MCHC, HGB, MCV, MCH, Fe,
saturace transferinu, transferin a feritin. Je mozné zde posoudit minimélni a maximalni
naméfené hodnoty jednotlivych parametri. Z téchto hodnot je patrna vysoka variabilita
méfeného souboru. Tu je mozné posoudit iz vyslednych rozptyla, které
naptiklad u feritinu dosahuji velmi vysoké hodnoty. Z dat v tabulce lze také vycist,

ze soubory se medidnem a primérem vétSinou nachazely ve fyziologickém rozmezi.

Ciselné idaje byly interpretovany v podobé grafii, které jsou na obrazcich 8 aZ 16
v podkapitole 5.1.1. Vysledné histogramy na obrazcich ukazuji nejen rozlozeni nasi
populace, ale je podle nich i mozno ur¢it, jedna-li se o normalni rozdéleni ¢i nikoliv.

Jedinym parametrem, jehoz hodnoty odpovidaly normélnimu rozdéleni, byl transferin
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(obrazek 15). Z tohoto divodu byly vyuZity Spearmanovy korelace, které jsou vuci

odchylkam od normality odolné.

Nasledn¢ jsme v podkapitolach 5.1.2 az 5.1.9 statisticky porovnali RET-He s ostatnimi
parametry pomoci box-plotli. Krabicové grafy jsou vzdy ohranic¢eny dolnim a hornim
kvartilem a v boxu je symbolem c¢tverce znazornén medidn. Pomoci tzv. ,,vousi® je
mozno zobrazit rozsah hodnot daného souboru. Jedna se tedy o vizualizaci Ciselnych
udaju v tabulce 5. Pomoci box-ploti byly naméfené hodnoty jednotlivych parametra
porovnany s RET-He. Napiiklad na obrazku 29 je mozné pozorovat, Ze rozptyl dat
transferinu je oproti RET-He uZz§i. OvSem vétSinou tomu bylo naopak. Nejvétsi rozptyl
byl zaznamenan u feritinu, ktery byl tak velky, Ze jednotlivé ¢asti box-plotu parametru
RET-He nejsou rozpoznatelné (viz obrazek 31). Také bylo vyuzito bodovych grafi,
pomoci kterych jsme zjistili vzajemny vztah obou parametri. VétSina parametrd
s RET-He korelovala jen slab¢, coz je statisticky nevyznamné. Vyjimku tvoii srovnani
RET-He s MCV a RET-He s MCH, coz jsme zjistili podle vyslednych p-hodnot, ktera pii
srovnani RET-He s MCV byla 0,0124 a u srovnani RET-He s MCH tato hodnota Cinila
0,0003. V obou ptipadech jsou p-hodnoty mensi nez 0,05, a proto je nalezena korelace

mezi soubory statisticky vyznamna.

Tento zavér potvrzuji 1 Spearmanovy korelace, které jsou prezentované v tabulce 6.
Obsahuje korelacni koeficienty vypocitané programem Statistica 12. Na zaklad¢
statistické vyznamnosti urcil také, zda spolu proménné na hladiné vyznamnosti
(p <0,05000) koreluji. V nasem piipad¢ byla opét zaznamenana statisticky vyznamna
korelace mezi RET-He a MCV, kde korela¢ni koeficient odpovida hodnoté 0,067691
a mezi RET-He a MCH, kde je korelacni koeficient 0,069718.

Zavérem naSeho statistického srovnani tedy je, Ze byl nalezen vzdjemny vztah mezi
nami sledovanym ekvivalentem hemoglobinu v retikulocytech a stfednim objemem
erytrocytu azarovenn byl nalezen ivztah mezi ekvivalentem hemoglobinu

v retikulocytech a sttednim mnozstvim hemoglobinu v erytrocytech.

V soucasné dobé¢ v souvislosti s RET-He existuje pomérné velké mnozstvi studii, které
se snazi riiznymi zpusoby prokazat uzitecnost tohoto parametru. Ptikladem takové

literatury je ¢lanek z roku 2017, kde se autor Yasumichi Toki s kolektivem zaméfil na
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vyuziti RET-He pfii diagnostice anémie z nedostatku Zeleza. V dal§im ¢lanku z roku 2019
se autor Mehmet Ali Ucar se svymi kolegy pokusil prokazat uzite¢nost RET-He nejen pii
diagnostice nedostatku zeleza a sideropenické anémie, ale také pii hodnoceni jeho
odpovédi na peroralni 1é¢bu Zelezem. Tyto studie a vétSina dalSich se zamétily predevsim
na vyhledavani korelaci mezi parametry konkrétnich skupin populace. Nejcastéji byli
pacienti tfidéni do Ctyt skupin — kontrolni skupina, pacienti s nedostatkem zeleza, pacienti
s anémii z nedostatku zeleza a pacienti sjinym typem anémie. Toto rozdéleni bylo
provedeno na zaklad¢ vysledki laboratornich testd. Stézejni pro tyto studie bylo vySetieni
RET-He a HGB, pomoci kterého bylo mozné skupiny rozd¢lit na anemické a neanemickeé.
Dale byli pacienti tfidéni podle toho, zda u nich byl laboratorné prokazan nedostatek
zeleza. NejcCastéji se k tomuto roztfidéni vyuzival feritin. Po rozdéleni do skupin byla
zjistovana korelace RET-He s ostatnimi parametry krevniho obrazu a metabolismu

zeleza, které se pro detekci anémie z nedostatku zeleza standardné vysetiuji [43; 46; 50].

V literatute se shodné potvrzuji statisticky vyznamné korelace mezi RET-He
a n¢kterymi parametry metabolismu Zeleza a krevniho obrazu (nejcastéji feritin a HGB)
u skupiny pacientl s nedostatkem zeleza. U pacientt se sideropenickou anémii koreluje
vice parametrd (napt. feritin, HGB, MCYV, Fe) a daleko silnéji nez v piedchozi skuping.
Obecné se autofi studii shodli na tom, Ze RET-He koreluje s mirou nedostatku Zeleza.
Naopak statisticky vyznamny vztah mezi RET-He a ostatnimi parametry nebyl vétSinou

nalezen u kontrolniho souboru a pacientii s anémii zptisobenou jinou pri¢inou.

Yasumichi Toki a jeho kolegové navic zkusili vSechny Ctyfi skupiny spojit a porovnat
vztah smésnych dat feritinu k RET-He, avSak nebyla analyzou prokazéna statisticky
vyznamna korelace proménnych. U nasi smésné populace byl vysledek podobny, protoze
vysledna korelace c¢inila 0,005712, coz je velmi blizko nule, atudiz se nejednd

o statisticky vyznamnou korelaci [46].

Vétsina studii zabyvajici se danou problematikou odstranila ze statistického souboru
pro lepsi interpretaci n€které skupiny pacientli — nej€astéji pacienty trpici chronickym
onemocnénim, téhotné zeny aty, ktefi byli v nedavné minulosti 1éCeni piipravky
obsahujicimi Zelezo. AvSak tim byla odstranéna ¢ast populace, u které jsou znalosti
o vztahu RET-He k ostatnim parametrim omezené. Déle bych rdda zminila studii z roku

2018, kde Aseem K Tiwari a kolektiv uvedli, Ze RET-He je idedlnim markerem pro
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indikaci latentniho nedostatku Zeleza u darci krve. V tomto ptipadé se ale op¢t setkdvame
s eliminaci chronicky nemocnych pacientti, protoze do sledovani byli zapojeni pouze
darci krve, ukterych se na zadkladé¢ podrobného dotazniku, fyzikdlniho vySetieni

a analyzy krve pfedpoklada, Ze jsou zdravi [78].

Pfi nasi analyze dat jsme timto zpisobem skupiny pacientli neseparovali a pokusili se
prokdzat mozné zakonitosti mezi RET-He snékterymi  hematologickymi
a biochemickymi parametry ve smésné populaci, kterda obsahovala jak zdravé

a z piipadné anémie jiz vylécené jedince, tak nemocné pacienty s riiznymi diagnézami.

PrestoZze na naSich datech nebyla prokazana pfili§ velka korelace RET-He s MCV
a MCH, coz miize pravé naznacovat, ze stanoveni RET-He nemusi byt idealni pro
vSechny skupiny pacienttl, existuje cela fada studii, které jeho uzite¢nost potvrzuji. Také
muze nizka mira korelace nasich vysledkii byt zplisobena tim, Ze se v naSem statistickém
souboru nachézi i pomérné velké zastoupeni z ptipadné anémie jiz vylécenych pacientt,
u kterych dle dostupné literatury neni zaznamenana piilis velka korelace. Z téchto diivoda

nelze z nasich populacnich dat vyvodit Zzadné obecné platné pravidlo.

Na zékladé¢ zjisténych vysledki se priklanim k nazoru autort vyse zminéného ¢lanku.
Mehmet Ali Ugar se svymi kolegy v zavéru své prace zminili, ze ackoliv se predpoklada,
ze ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech neni ovlivnén infekénimi a chronickymi
stavy, jsou pro jeho bezpecné pouziti v klinické praxi nutné dalsi studie, které zahrnou
rizné veékové skupiny, riazné geografické oblasti a pfedevsim pacienty s chronickym

onemocnénim [43].

Podobnym nazorem zakoncili svou praci i v jiném jiZ zminéném c¢lanku. Yasumichi
Toki s kolektivem prokazali, ze RET-He je vhodnym markerem sideropenické anémie
a nedostatku Zeleza a zaroven otestovali, zda v jejich statistickém souboru koreluje
RET-He sCRP, coz bylo vyvraceno. Ipfesto autoii doporucuji dalsi studium,

a to zejména na pacientech trpicich anémii chronickych onemocnéni [46].

S podobnymi zavéry o doplnéni dosavadnich studii se setkdvame napii¢ odbornou

literaturou, pfestoze byla uzitecnost parametru nékolikrat prokazana.
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Réda bych dale poznamenala to, Ze se Vanessa Neef se svymi kolegy snaZila prokézat,
zda je RET-He vhodny jako screeningovy marker nedostatku zeleza u déti a v zavéru své
prace upozornila na to, Ze tento parametr nemusi byt nizky pouze u nedostatku zeleza, ale
1 u hemoglobinopatii, jako je a-talasémie a B-talasémie. Autoti ¢lanku taktéz doporucuji

dalsi studie zohlediyjici pacienty s timto onemocnénim [50].

Nejspise z téchto diavodi se RET-He v soucasnosti pouziva spole¢né s jinymi
parametry krevniho obrazu a biochemickymi markery sledujici metabolismus Zeleza.
Pravé kombinaci vice testi ziskavame spolehlivy soubor dat, protoze stejné jako by
sideropenickd anémie mohla byt pfi zdnétem zvySeném feritinu skrytd, tak i napiiklad
MCYV nemusi byt pfi tomto onemocnéni vzdy snizené. Kombinace anémie z nedostatku
vitaminu B12 a folatl, kdy MCV byva zvySené a anémie z nedostatku zeleza muze
zpusobit, ze vysledné MCV je normalni. Z tohoto diivodu je vhodné parametry hodnotit
v kombinaci a ptipadné mohou byt pouzita i dalsi vySetfeni (napt. mikroskopie krevniho
natéru). RET-He je navic levny, rychly a provedenim jednoduchy test, ktery je dokonce
vysetfovan ze stejné zkumavky a na stejném analyzatoru jako zbytek parametri krevniho
obrazu. Navic jeho vyuzivani na pacientech s riznymi diagnézami v bézné praxi také
testuje schopnost odhalit nedostatek Zeleza a sideropenickou anémii, protoze na kazdého
pacienta je Iékafem nahlizeno individudlné na zaklad¢ fyzikdlniho vySetfeni,

laboratornich testl, pfiznakti a informaci z anamnézy.

,, Pokud bychom pri hodnoceni lécby vychazeli pouze z oficidlné publikovanych
klinickych studii, pak by nam v celkové skladance chybéla az vétsinova kohorta pacienti

a rizikovych stavii, které do klinickych studii nelze z ruznych ditvodii zaradit “ [79].

Nutno na zavér podotknout, ze veskeré pfipominky zminuji pouze na urovni
domnénky a ziskané vysledky by mély byt hodnoceny s nadhledem. Ptestoze nas soubor
proménnych obsahoval v porovnani s odbornou literaturou dostatecné mnoZzstvi
vysledkd, je tfeba brat v potaz, ze kazda studie méla jina kritéria pro vybér pacienti do
statistick¢ého souboru. Z toho vyplyva, ze na§ vybér pacientl mohl vysledek ovlivnit.
Avsak rada bych v této souvislosti citovala vétu, ktera zazn€la v roce 2011 v ramci
35. roéniku Brnénskych onkologickych dnli a 25. ro¢niku Konference pro laboranty

a sestry.



., Populacni data, jakkoli heterogenni a problematicka, miizeme tedy povazovat i za

cenny nastroj korekce informacni strategie diktované klinickymi studiemi“ [79].

72



7 ZAVER
Tato bakaldfskd prace je zaméfena na stanoveni rozSifeného parametru krevniho
obrazu RET-He a hledani jeho vztahu s vybranymi hematologickymi a biochemickymi

parametry, mezi které byly zatazeny MCHC, HGB, MCV, MCH, Fe, saturace transferinu,

transferin a feritin.

Z namétenych dat bylo potvrzeno, ze u sledovanych osob smésné populace byla mezi
RET-He a nékterymi parametry nalezena korelace. Témito parametry jsou MCV a MCH.
Avsak nalezeny vztah nebyl natolik statisticky vyznamny, jako je tomu v dostupné
literatufe, kterd se zabyva jeho analyzou u pfedem stanovenych skupin pacientil. Tyto
skupiny byly vybirany na zéklad¢€ laboratornich testii a diagndzy, a tudiZ nebyla vyuzita
smésnd data jako v ptipad¢ této prace. Na zakladé vysledk neni mozné odvodit obecné

platné pravidlo, které by platilo pro vSechny pacienty.

Ziskané zavéry tedy ukazuji, ze by vztah ekvivalentu hemoglobinu v retikulocytech
k parametrim krevniho obrazu a metabolismu Zeleza v souvislosti s diagndézou mél byt

dale sledovan.

I ptes nesporné vyhody laboratorni diagnostiky RET-He na nékterych pacientech klade
tato prace diraz na jeho vySetfovani s jiz zavedenymi laboratornimi testy. Kombinace
vice vysledkl laboratorni analyzy se zohlednénim anamnézy a ptiznakli mize slouzit
jako cenny ndstroj pro diagnostiku sideropenické anémie a ptipadné i pro sledovani 1éCby

tohoto onemocnéni.

Stanoveny cil prace byl timto splnén.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CD163

CHr

CHS CLS JEP

CSKB CLS JEP

Dcytb

Delta-He

DMTI

DNA

ECLIA

ESA

Fe

Fe?*

Fe¥*

HCP

HCT

HGB

diferenciacni antigen 163 (cluster of differentiation 163)
obsah hemoglobinu v retikulocytech

Ceska hematologicka spolenost Ceské 1ékatské spole¢nosti Jana

Evangelisty Purkyné

Ceska spole&nost klinické biochemie Ceské 1ékai'ské spole¢nosti

Jana Evangelisty Purkyné

duodenalni cytochrom b

Rozdil obsahu hemoglobinu v retikulocytech a erytrocytech
divalent metal transporter 1
deoxyribonukleova kyselina
Elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza
latky stimulujici erytropoézu

zelezo

zelezo ve dvojmocném stavu

Zelezo v trojmocném stavu

heme carrier protein

hematokrit

hemoglobin
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ICIS

ICSH

IREs

IRPs

LD

LIS

Max

MCH

MCHC

MCV

Min

mRNA

NIS

OHKT

OKB

PK

Intensive Care Infection Score

Mezinarodni vybor pro standardizaci v hematologii

iron responsive elements

iron responsive proteins

kostni dien

laktatdehydrogenaza

laboratorni informacni systém

maximum

sttedni mnozstvi hemoglobinu v erytrocytech

sttedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech

sttedni objem erytrocytu

minimum

medidtorova ribonukleova kyselina

pocet platnych proménnych

nemocni¢ni informacni systém

Odd¢leni hematologie a krevni transfuze

Oddéleni klinické biochemie

periferni krev
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PLT

RBC

RDW

RET-He

RNA

rRNA

SD

SEKK

SLS

TR

UVN

WBC

WHO

trombocyty

erytrocyty

distribu¢ni Sife erytrocyti

ekvivalent hemoglobinu v retikulocytech
ribonukleova kyselina

ribosomalni ribonukleova kyselina
smérodatnd odchylka

Systém externi kontroly kvality
sodiumlaurylsulfat

transferinovy receptor (TfR1 a TfR2)

Ustifedni vojenskd nemocnice — Vojenska fakultni nemocnice

Praha
leukocyty

Svétova zdravotnickd organizace (z anglického nazvu World

Health Organization)
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