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EXPERIMENTALNI FYZIOLOGIE
Laboratorni zvirata ve vyuce fyziologie

Experimenty na zvifatech jsou stale diilezité pro rychly vyvoj
| biomediciny. Je vSak nezbytné dodrzovat etické aspekty a tomu
| odpovidajici legislativni ramec. Zakony podporujici 3R zasady
| — Replacement, Reduction, Refinement — zavedli Russell a
" Burch (1959) a postupné byly piijaty ve Velké Britanii,
: Némecku, Nizozemsku, USA a dalSich zemich EU. Zaklady
téchto zasad vytvofil jiz roku 1945 Hume.

Replacement zahrnuje metody, které umoziuji dosazeni daného zaméru bez nutnosti

v

vyuziti laboratornich zvitat. PouZzivaji se alternativni metody, z nich jsou nejrozsifenéjsi in
vitro/ex vivo kultivace bun&k, tkani nebo organtl, ale také techniky in silico. Rada téchto
metod zahrnuje také vylepSené uklddani, vyménu a pouziti informaci o pfedchozim
experimentovani se zvifaty, aby se piedeslo zbyte¢nému opakovani pokusi. Pouzivaji se také
matematické a pocitacové modely.

Reduction zahrnuje postupy pro ziskani srovnatelnych trovni
informaci pfi pouZziti miniméalniho poctu zvifat nebo pro ziskani validnich
informaci z daného poctu zvifat. Je tfeba vychazet ze statistickych
pozadavkl na prikaznost vysledkli. Podhodnoceni poctu zvifat muze
paradoxné vést k neprtikaznosti vysledkli a nutnosti opakovani celého
pokusu, tedy vyssi potieb¢ zvifat.

Refinement zahrnuje metody, které snizuji nebo minimalizuji bolest a

uzkost a zvySuji u zvitat pocit zdravi a celkové pohody (welfare). Bolest
vyvolana experimentadlnim zasahem je komplexnim faktorem vyvolavajicim stres (stresorem).
Lze ji do jisté miry eliminovat pouzitim anestetik a analgetik. Uzkost je stav, ve kterém zviie
neni schopno kompenzovat zatézové faktory (stresory). Refinement zahrnuje také kroky
vedouci k zajisténi komfortu v danych podminkach. V praxi se jedna zejména o obohaceni
stimull (environmental enrichment).

Prace s laboratornimi zvifaty podléha platné legislativé. Piima ochrana zvifat je zajiSténa
zékonem ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozd¢jSich ptedpisi.
Aktudlni znéni je dano zdkonem ¢. 359/2012 Sb. ze dne 19. zati 2012, kterym se méni zdkon
¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjSich piedpist, zdkon ¢.
634/2004 Sb., o spravnich poplatcich, ve znéni pozdé€jsich predpisti, a zdkon €. 166/1999 Sb.,
o veterinarni péci a o zmén¢ nekterych souvisejicich zadkond (veterindrni zdkon), ve znéni
pozd¢jsich predpist. Na zaklad¢ zakona €. 246/1992 Sb. je zfizovana Odborna komise pro
zajiStovani dobrych zivotnich podminek pokusnych zvifat.



Ucelem zéakona je chranit zvifata, jeZ jsou Zivymi tvory schopnymi pocitovat bolest a
utrpeni, pred tyranim, poskozovanim jejich zdravi a jejich usmrcenim bez diivodu, pokud byly
zpisobeny, byt’ i z nedbalosti, clovekem.

Pokusnym zvifetem se rozumi zivy obratlovec, s vyjimkou ¢lovéka, véetné samostatné se
zivicich larvalnich forem a ploda savcll od posledni tfetiny jejich bézného vyvoje, ktery je
nebo ma byt pouzit k pokusiim; za pokusné zvife se povazuje také zvite, které je v ranéjSim
stadiu vyvoje, nez je stadium samostatné se Zzivicich larvalnich forem a plodd savcd od
posledni tfetiny jejich béZzného vyvoje, pokud ma byt zvifeti umoznéno zit nad ramec tohoto
stadia vyvoje a v dusledku provadénych pokusi je pravdépodobné, ze po dosazeni tohoto
stadia vyvoje je postihne bolest, utrpeni, strach nebo trvalé poskozeni. Za pokusné zvite se
povazuji také zivi hlavonozci (§ 3 pism. j).

Pokusem se rozumi jakékoliv invazivni ¢i neinvazivni pouZiti zvifete pro pokusné nebo
jiné védecké ucely se znamym nebo neznamym vysledkem nebo pro vzdélavaci ucely, které
muze zvifeti zplsobit bolest, utrpeni, strach nebo trvalé poskozeni nejméné o intenzité
odpovidajici vpichu jehly podle bézné veterinarni praxe. Pokusem se rozumi rovnéz jakykoliv
zpusob jednani, ktery ma nebo muize vést k tomu, ze se zvife narodi nebo vylihne nebo ze
vznikne a je zachovana geneticky modifikovana linie zvifete v takovém stavu; usmrceni
zvifete pouze pro vyuziti jeho orgdnt nebo tkani se za pokus nepovazuje (§ 3 pism. t).

Pokusy lze provadét vyhradné pro tyto ucely:

a) zakladni vyzkum,

b) translacni nebo aplikovany vyzkum s cilem (1) zabranit a pfedejit onemocnéni, $patnému
zdravotnimu stavu nebo jinym anomaliim nebo jejich nasledkiim u lidi, zvitat nebo rostlin a
diagnostikovat je nebo Iéc¢it, (2) posoudit, zjistit, regulovat nebo upravit fyziologické
ptedpoklady lidi, zvifat nebo rostlin, nebo (3) zlepsit Zivotni podminky a podminky produkce
zvitat chovanych k zemédélskym ucelim,

c¢) pro jakykoliv z cilli uvedenych v pismeni b) pii vyvoji, vyrobé nebo zkouseni kvality,
ucinnosti a nezavadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki, d) ochrana
ptirodniho prostedi v zajmu zdravi nebo dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvirat,

e) vyzkum zaméteny na zachovani druhd,

f) vy$si vzdélavani nebo odbornd piiprava za ucelem ziskdni, udrzeni nebo zlepSeni
odbornych znalosti,

g) trestni fizeni a jiné soudni fizeni (§ 18).

Projektem pokusu se rozumi pracovni program s definovanym védeckym cilem, jehoz
soucasti je jeden nebo vice pokustl (§ 3 pismene u).

Nikdo nesmi provést nebo nafidit provedeni projektu pokusii nebo pokusu bez jeho
piedchoziho schvaleni statnim orgdnem piislusnym ke schvalovani projekti pokust. Pokusy
smi uzivatel pokusnych zvifat provadét vyhradné v ramci urCitého schvalen¢ho projektu
pokusii. Projekt pokusu musi byt provadén v souladu s rozhodnutim o schvaleni projektu
pokusit (§ 16). Projekt pokusu je predklddan v kazdém piipadé, kdy se pro védecke,
vzdélavaci nebo jiné ucely planuje vyuziti laboratornich zvitfat. Projekty pokust schvaluje
Odborna komise pro zajistovani dobrych Zivotnich podminek pokusnych zvitat a pfedava je k
vyjadieni nadfizené odborné komisi.



Na urovni planovani, vedeni a provadéni pokusti v CR je nezbytné Osvédéeni pro praci s
laboratornimi zvitaty, které vydava Ustfedni komise na ochranu zvifat. Evropské osvédéeni
pro
praci s laboratornimi zvifaty vydavda FELASA (Federation of European Laboratory Animal
Science Associations, http://www.felasa.eu/).
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Osvédceni umoZnujici prdaci s laboratornimi zviraty a jejich vyuZiti pro védecké,
vzdelavaci a jiné ucely

ZADOST O SCHVALENI PROJEKTU POKUSU
podle § 16a zikona & 246/1992 Sb., na ochranu zviiat proti tyrini, ve znéni pozdéjsich piedpisi
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BUNECNA FYZIOLOGIE
Bunécny cyklus, proliferace

Uvod

Buiiky jako zékladni funkéni jednotky organismu prochazeji mnohondsobnym délenim
(proliferuji). Casovani a fizeni proliferace je zalozeno na specifickych mechanismech
bunécného cyklu (Nobelova cena za fyziologii/medicinu 2001), které zajiStuji souslednost
jednotlivych fazi cyklu. V prvni fazi (G1) bunééného cyklu bunika zvétSuje svilij objem, dale
dochéazi k syntéze (replikaci) DNA (S faze), nasleduje piipravna faze na déleni (G2) a
nakonec burika podstupuje mitozu (M faze). Kontrolni body jsou umistény v G1/S (G1
kontrolni bod), G2/M (G2 kontrolni bod) a v metafazi (M kontrolni bod). Kazdy krok
bunééného cyklu zahrnuje aktivaci fady molekul. Jako markery se oznacuji molekuly typické
pro danou fazi.

Nejbéznéjsim markerem proliferace je PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), ktery
se uplatituje pii replikaci DNA. Dalsim pouzivanym markerem je Ki67 (product of the
MK167 gene), ktery ma proti PCNA kratsi polo¢as rozpadu. Oba markery jsou vhodné pro
vyzkumné 1 diagnostické ucely. Jedna zb&Zné pouzivanych detekénich metod je
imunohistochemie umoziujici prikaz téchto markert in situ (tj. v misté jejich ptsobent).

Zhodnoceni zivotniho cyklu buné€k tkani s rychlou obnovou (naptiklad tenké stievo)
Identifikace jednotlivych bunéénych typt

Imunohistochemicka detekce markerti proliferace

>

>

» Lokalizace zony proliferace, diferenciace a apoptozy

>

» Vyhodnoceni vysledkt a zhodnoceni bunécného cyklu v tenkém stievé

Metody

Piiprava vzorki
v" Odbér tkané, fixace, dehydratace, zaliti do blo¢ku (ndvaznost na cviceni z histologie)

10



Imunohistochemie
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1. ¢ast: reakce antigen-protilatka

Histologické fezy odparafinovat v xylenu a zavodnit sestupnou etanolovou fadou
Aplikovat predpiisobeni (revitalizace antigentl), je-li nutné

Promyt 3xPBS (Phosphate Buffered Saline)

Inhibovat endogenni peroxidazu peroxidem vodiku v PBS

Promyt 3xPBS

Aplikovat primarni protilatku ve vlhké komirce pii laboratorni teploté, 30—-60 min
Promyt 3xPBS

2. ¢ast: vizualizace

Aplikovat sekundarni protilatku ve vlhké komirce pti laboratorni teploté, 30 min
Promyt 3xPBS

Aplikovat komplex streptavidin/avidin-POD (peroxidaza) ve vlhké komurce pii
laboratorni teploté, 30 min

Promyt 3xPBS

Aplikovat chromogenni substrat (sledovat intenzitu hnédého zbarveni pozitivnich
jader pod mikroskopem!)

Promyt destilovanou vodou

Provést protibarveni hematoxylinem (5 min hematoxylin, 10 min tekouci voda)
Odvodnit, zamontovat, vyhodnotit

‘ Pti pouziti biotinylované primarni protilatky se vynechava krok aplikace sekundarni protilatky. ‘

hematoxylin

PCNA pozitivni
proliferujici

PCNA negativni
neproliferujici

Prehled krokii vicestupnové imunohistochemické metody

Vysvétlivky: Ab = protilatka, POD = peroxidaza, DAB = diaminobenzidin, PCNA = proliferating cell nuclear

antigen.
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Vysledky

» ldentifikace bun¢k tenkého stieva a jejich funkce, zhodnoceni zivotniho cyklu

enterocyty

poharkové
buriky

Lieberkithnovy
krypty

svalova a
vazivova tkan

tunica muscularis

» Vyhodnoceni proliferace jednotlivych typti bunék tenkého

apoptoza

diferenciace

proliferace

stteva na zakladé

imunohistochemického znaceni (PCNA pozitivni buiiky maji hnéda jadra, negativni

modrd)

Vysledek imunohistochemické detekce proliferace

» Vyjadreni proliferacni aktivity v %

Celkovy pocet Pocet PCNA % PCNA
hodnocenych bunék | pozitivnich bunék pozitivnich bunék
Enterocyty
Panethovy buiiky
Buriky v jedné
krypté
Bazalni buiiky
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Diskuse

Imunohistochemicka reakce je zalozena na kompatibilit¢ antigenu a protilatky. Antigen
(antibody generating) je kazda cizoroda latka, ktera dokaze vyvolat specifickou imunitni
odpovéd’, na jejimz konci je tvorba protilatek. Této skutecnosti, Ze proti kazdému tkdnovému
antigenu lze vyrobit protilatku, se vyuziva ve vyzkumu i diagnostice. Moznych zptisobu je
nekolik — od injekce antigenu do téla kralika, mysi, kozy nebo dalSiho Zivoc¢isného druhu a
odbéru protilatek z krevniho séra, az po piipravu protilatek v kulturach hybridomu a jejich
odbér z kultiva¢niho média.

PCNA se ucastni topologického propojeni mezi DNA a DNA polymerazou pii replikaci
(DNA clump). Z toho je ziejmé, ze tento protein je lokalizovan v jadfe (nuclear), kde dochazi
k replikaci a dosahuje nejvyssi hladiny béhem S faze bunécného cyklu. Kromé syntézy DNA
je PCNA protein dalezity i pii opravach DNA (DNA repair).

Procento proliferujicich bun¢k v dané tkani charakterizuje jeji prolifera¢ni aktivitu.
Hodnoceni je také dilezitou soucasti analyzy tkani z hlediska obnovy a je soucasti vySetfeni
nékterych zhoubnych nédort (karcinomt). Vysoké bunécnost (celularita), vysoky proliferacni
index, infiltrativni rlst (prostoupeni tkdn€¢ nadorovymi buitkami bez jejiho niceni) a nekrozy
jsou obecné povazovany za markery agresivniho chovani naddort. Tuto metodu lze vyuzit také
pro hodnoceni ristu explantat v orgdnovych kulturach.

Pti pouziti popsaného systému jsou jadra PCNA pozitivnich bun¢k hnéda (reakce POD a
DAB), negativnich bun¢k modra (dobarveni hematoxylinem). PBS pouzivany k promyvani
vzorkli je izotonickym roztokem pro zivocisné bunky s vybalancovanym zastoupenim
sodnych a draselnych kationtt, které odpovidaji situaci in vivo. Tento roztok je proto vhodny
pro praci s buikami, tkdnémi 1 organy mimo organismus.

Hybridom je buné¢na linie odvozena z bunééného hybrida vzniklého fuzi bunek, z nichz
jedna je nadorova.

Zaveér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Homeostaze na urovni bunék

Uvod

Homeostaze zivych organismi pfedstavuje dynamicky stabilni vnitini prostfedi, které je
nezbytnou podminkou pro jejich fyziologické funkce, 1 kdyz se vné€j$i podminky méni.
Vhodné simulace rtiznych prostiedi pro volné buniky umoznuje pifimé hodnoceni nasledkt
zmény vnéjsiho prostiedi na interiér bunék, jeho ucinky na bunééné membrany a dalsi funkéni
aspekty. Pro demonstraci byl vybran detergent (naptiklad Septonex), alkohol (naptiklad
etanol) a dale hypotonické a hypertonické prostiedi. Jako kontrolni prostiedi Ize vyuzit
izotonicky fyziologicky roztok. Morfologicky nejlépe patrny je U¢inek zmény vnéjSiho
prostfedi u bezjadernych bunék, naptiklad savéich erytrocyta.

Cile

» Sledovani uc¢inku riznych prostiedi na zivocisné buiky (savéi erytrocyty), dynamické
pozorovani zmén pod mikroskopem

» Sledovani G¢inku Septonexu

Sledovani G¢inku etanolu

Y

» Sledovani t¢inku rizné osmoticky aktivnich prostiedi

Metody

Utinek detergentu na Zivo¢isné buiiky

v Kontrolni vzorek: na podlozni sklo kdpnout kapku Gerstvé krve stabilizované heparinem a
stejny objem PBS, piekryt krycim sklem, pozorovat pod mikroskopem

v Experimentalni vzorek: kapku krve piekryt krycim sklem, umistit do mikroskopu, k hrané

kryciho skla kdpnout Septonex, pozorovat U€inek na buiiky pfi pronikani Septonexu pod
kryci sklo

14



fyziol.
roztok detergent

o/ [/ @

U¢inek etanolu na Zivo¢isné bunky

krev

v Kontrolni vzorek: na podlozni sklo kapnout kapku éerstvé krve stabilizované heparinem a
stejny objem PBS, piekryt krycim sklem, pozorovat pod mikroskopem

v Experimentalni vzorek: kapku krve piekryt krycim sklem, umistit do mikroskopu, k hrané
kryciho skla kapnout koncentrovany etanol, pozorovat ucinek etanolu na bunky pfi
pronikéni etanolu pod kryci sklo

krev fyziol. konc. etanol
roztok

o/ L]/ @F

Osmoticka aktivita prostiedi bunék

v Kontrolni vzorek: na podlozni sklo kdpnout krev a stejny objem PBS, piekryt krycim
sklem, pozorovat pod mikroskopem

v Experimentalni vzorek A: na podlozni sklo kapnout krev a stejny objem 1,5% NaCl,
piekryt krycim sklem, pozorovat pod mikroskopem

v Experimentalni vzorek B: na podlozni sklo kapnout krev a stejny objem 0,3% NaCl,
piekryt krycim sklem, pozorovat pod mikroskopem

0,3%
NaCl

1,5%
NaCl

A ed /] [®]
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Vysledky

» Popis pozorovanych jevi
o Utinek detergentu:
o Uginek etanolu:
o Utinek osmotické aktivity prostiedi:

Diskuse

Detergent je schopen snizovat povrchové napéti molekul tekutin, interfaze dvou tekutin nebo
rozhrani tekutiny a pevné latky. Uéinek na buiiky piedstavuje destabilizaci cytoplazmatickych
membran. Nasledkem je uvolnéni intracelularnich slozek do prostfedi a tim sniZzeni objemu
(velikosti) buniky. Etanol vaze vodu, ¢imz dochazi ke sniZzeni objemu bun¢k. Nasledek je tedy
obdobny ucinku detergentu, ale mechanismus piisobeni je odlisny. Ke snizeni objemu bunék
dochazi také v hypertonickém prostiedi, kdy vlivem osmotického tlaku na polopropustnou
cytoplazmatickou membranu ptechdzeji molekuly rozpoustédla (vody) do extracelularniho
prostfedi. Opaény Ucinek je zfetelny v hypotonickém prostiedi, kdy se voda vlivem
osmotického tlaku dostava do intracelularniho prostoru a dochézi ke zvétSeni objemu burky.
Tlak na cytoplazmatickou membranu je do ur€ité miry kompenzovan, pak dojde k jeji
destrukci a uvolnéni intracelularniho obsahu do okoli (lyza bunék, v ptipadé erytrocyti
erytrolyza nebo hemolyza) — viz také téma Osmoticka rezistence erytrocytl. Fyziologicky
roztok NaCl pouzivany u kontrolnich vzorkt predstavuje izotonické prostredi.

Tonicita krve je osmoticky tlak roztoku proti krevni plazmé,
izotonicita = 1 (tzn. osmoticky tlak roztoku = osmotickému tlaku krevni plazmy),
hypertonicita >1 (tzn. osmoticky tlak roztoku je vyssi nez osmoticky tlak krevni plazmy),
hypotonicita <1 (tzn. osmoticky tlak roztoku je nizsi nez osmoticky tlak krevni plazmy).

Zaveér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Alternativni metody, organové explantatové kultury

Uvod

Jednou z alternativnich metod pouzivanych nejenom v experimentalni fyziologii jsou
organové explantatové kultury. Umoznuji zachovani bunéénych interakci, sledovani
bunécnych komunikaci a signali na autokrinni (latka/signal produkovany bunkou ovlivituje
buitku samotnou) a parakrinni (latka/signdl produkovany buiikou ovliviiuje buiky
V bezprostiednim okoli) Grovni a také cilené modulace mimo vlastni organismus.

Propojeni bunééné a molekularni fyziologie s biomedicinskymi aplikacemi je zalozeno na
funkénich experimentech, které vychazeji ze zvitfecich, pfedev§im mySich modelt. Mysi
explantatové kultury jsou Casto pouzivanym systémem respektujicim principy 3R, a to
zejména diky své velikosti umoziujici snadnou difuzi zivného média. Na druhou stranu je
nezbytné zvladnuti technik mikromanipulace pro pfipravu takovych kultur a jejich dalsi
modifikace. Explantatové kultury jsou proto pfipravovany s vyuzitim stereoskopického
mikroskopu za dodrzeni podminek maximalni sterility z divodu eliminace rizika
kontaminace.

Explantaty jsou kultivovany na plastovych miskach, které obsahuji nosnou miizku a
kultivacni ter¢iky zajiStujici optimalni rozhrani mezi Zivnym médiem a CO2 atmosférou, coz
simuluje fyziologickou situaci v organismu.

Cile

> Priprava explantatovych kultur
v Odbér organu (tkané) pro kultivaci na piikladu mySich organovych kultur
v' Ptiprava kultiva¢niho média a kultivaéni misky

» Kaultivace explantata
» Umisténi explantatt a jejich kultivace
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Metody

Disekce organu pro zaloZeni explantatové kultury

v’ Préace v co nejsterilngjSich podminkach (oSetieni pracovni plochy
70% etanolem, sterilni ndastroje, rukavice, piipadné¢ rouska,
idedln€ prace v lamindrnim boxu)

v Veskerd manipulace probihd v kultivaénim médiu (prevence
vysychani tkani a oxida¢niho stresu bun¢k)

v" Na manipulaci s my$imi orginy se vzhledem k jejich velikosti
vyuzivaji mikrochirurgické nastroje (ndcvik mikrochirurgickych
technik a manipulace pod stereoskopem)

Priprava kultiva¢ni misky
v Kultivace mysich explantati probiha ve Falcon miskach se stfedni jamkou.
o Vngjsi obvod je vyplnén navlhéenym filtracnim papirem (nejlépe pufr +
antibiotika)
o Vnitini jamka je piekryta podplirnou mfizkou, na kterou se umistuje kultivacni
tercik s explantatem a ktera je poté prevrstvena médiem

Prostor pro zvlh¢eny filtracni papir
Podpirna miizka
Prostor pro kultivacni médium

Kultivacni miska pro mysi explantatoveé kultury

Piiprava kultivaéniho média

v" Nejbézngjsim kultivaénim médiem je DMEM (Dulbecco’s
Moditied Eagle’s Medium) oSetfené antibiotiky
(penicilin/streptomycin), obohacené L-Glu a 10% FBS
(fetdlnim bovinnim sérem). Cervenou barvu média zptsobuje
pfidand fenolova Cerven, ktera slouZzi jako indikator zmén pH.
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Umisténi a kultivace explantata
v Explantaty jsou v uzavienych miskach kultivovany v CO2 inkubatoru
v' Zakladni kultiva¢ni podminky zahrnuji atmosféru 5% CO- a teplotu 37°C

Umisteéni explantatu na kultivacni tercik, do kultivacni misky a do CO> inkubdtoru

Vysledky

» Disekovany organ umistény na kultivacni teréik v pozadované orientaci
» Odpovidajici prevrstveni médiem (rozhrani zivin a CO2 atmosféry)

» Fotodokumentace explantatu

» Umisténi misky s explantaty do CO. termostatu

Diskuse

Explantaty mohou byt také cilené manipulovany, a to fadou zplisobti na urovni genomu,
transkriptomu 1 proteomu. Pouzivanymi technikami jsou zejména elektroporace (plsobeni
elektrického pole umozni vstup DNA do cilové buitky) DNA konstruktii, RNA interference
(Nobelova cena za fyziologii/medicinu 2006), implantace proteinovych nosict, ale také rizné
(naptiklad heterotypické, heterochronické) rekombinace epitelidlnich a mezenchymalnich
Casti zubnich zakladl. Explantaty lze kultivovat ve standardni CO: atmosféfe po dobu
nékolika dnti, ptipadné dale naptiklad v ledvinné kapsule (hostitelské dosp€lé mysi).

Genom je soubor vSech molekul DNA nebo RNA (jen u RNA-virti) organismu, které se
vyznacuji replikaci a dédi se na potomstvo.
Replikace je tvorba replik (kopii) molekul nukleovych kyselin zajistujici prenos genetické
informace z DNA do DNA nebo z RNA do RNA.
Transkriptom je soubor vSech molekul RNA vznikajicich transkripci (ptepisem DNA do
RNA) genomu a jejich posttranskripénimi upravami.
Proteom je soubor vSech proteint, jejich interakcei a funkénich vztahti kédovanych
genomem bunék a virdQ.

Zavér, pozndmky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni
J. Doubek, K. Rehakova, E. Matalova, P. Hamouzova, 1. Vatiova, S. Stehlikova, L. Cerna

KREV
Krevni plazma
Suspenzni stabilita krve

Uvod

Krev predstavuje suspenzi krevnich elementti v krevni plazmé. Krevni plazma je tekutina
zbavena bunécnych krevnich elementd pfi zachovalé koncentraci v ni obsazenych proteinti a
dalSich latek. Stabilita, tedy rovnomérnost rozlozeni elementll, této suspenze je klicova pro
funkce krve. Suspenzni stabilita krve je zajiSt€éna negativnimi ndboji na erytrocytech
(membranové sialoproteiny), coz zamezuje piilnuti (adhezi) erytrocytll k sobé navzijem, a
dale negativnim ndbojem membrany endotelovych bun€k, coz zabranuje adhezi erytrocytl na
stény krevnich cév. Negativni ndboje jsou kompenzovany plazmatickymi proteiny. Dynamika
poctu erytrocytll a koncentrace proteint je tedy pro suspenzni stabilitu zasadni.

Sedimentace erytrocyti (ESR — Erythrocyte Sedimentation Rate) predstavuje metodu,
S jejiz pomoci lze kvantifikovat a hodnotit suspenzni stabilitu krve. Jednd se o metodu
zalozenou na mefeni rychlosti (v mm/h), kterou sedimentuji bunééné krevni elementy ke dnu
sedimentacni kolony. Odecita se horni hranice sedimentovanych erytrocytii za ur€ity cas.

Cile
» Stanoveni sedimentace u vybranych zvifecich druht

» Srovnani vysledki s referen¢nimi hodnotami
» Diskuse

Metody

Piiprava vzorki
v Odbér krve a jeji stabilizace (1 dil 3,8% citratu sodného ku 4 dilim plné krve)

Naplnéni sedimentacni kolony
v’ Klasicka Fahraeus-Westergrenova kolona:

o Naplnéni rezervoaru po rysku
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o Fixace kapilary a rezervoaru (zavitem)
o Vytlaceni krve po nulovou hodnotu
o Umisténi kolony kolmo na vodorovnou pracovni desku laboratorniho stolu

v' Jednorazové kolony:
o Odbér krve ptimo do zkumavky s citratem sodnym nebo umisténi vzorku mezi
rysky
o Vytlaceni krve po nulovou hodnotu
o Umisténi kolony do drzaku v kolmé poloze
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Vysledky

Sledovani pribéhu sedimentace, odecitani miry poklesu sloupce erytrocytu v intervalech

15, 30 a 60 min.

Zaznam sedimenta¢ni rychlosti

0

10

20

prubéh :

sedimentace

gravitaéni
sila

plasma s
rozptylenymi
erytrocyty

sloupec krve

Vzorek krve 15 min 30 min 60 min
(druh zvirete) [mm] [mm] [mm]
Kun
Skot
Srovnani vysledku s referen¢nimi hodnotami
Druh Cas [h]

0,5 1 2 24

[mm] [mm] [mm] [mm]

Kocka 15 3 6 25
Skot 0,5 1 2 12
Pes 1 2 4 15
Kun 63 69 71 74
Prase 2 5 10 45
Ovce 0,25 0,5 1 8

Podle Jelinka a Koudely et al. (2003)
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Diskuse

Sedimentace je zalozena na principu gravitacni sily, kterd zplsobuje klesani erytrocytu,
majicich vyssi hustotu, krevni plazmou, ktera ma nizsi hustotu. Je zavisla na poctu krevnich
bunék a vlastnostech jejich povrchu (velikosti jejich elektrického naboje). Sedimentaci

usnadnuje penizkovaténi erytrocytti (rouleaux efekt), ke kterému v kolon¢ dochazi.

Sedimentaéni rychlost je nepfimo imérné suspenzni stabilité¢ krve. Zvysena sedimentace
indikuje nerovnovahu mezi krevnimi bunéénymi elementy a krevni plazmou. NejcastéjSimi
pri¢inami zvySené sedimentace krevnich bunéénych elementl je nartst frakce proteini krevni
plazmy v souvislosti se zanétovou a obecné imunitni reakci (naptiklad imunoglobulind, t;.
protilatek, proteinii akutni faze zanétu atd.) a zvySena degradace proteinti v organismu.
Zvysena hladina uvedenych plazmatickych proteinti kompenzuje negativni naboje erytrocytu,
které pak vice k sobé adheruji a rychleji sedimentuji. Sedimentac¢ni rychlost je rozdilna u

jednotlivych zvitecich druhil a je také zavisla na pohlavi.

Terminem plna krev se oznacuje odebrana krev, ale nezpracovana na jednotlivé slozky.
Krevni plazma je tekuta slozka krve bez bunéénych elementd, ktera se pro laboratorni
analyzy ziskava Setrnou centrifugaci plné krve s antikoagula¢nim prostiedkem co nejdiive
po odbéru krve.

Krevni sérum je rovnéz tekuta slozka krve bez bunéénych elementt, vznika ale po
vysrazeni plné krve a naslednym odstranénim krevni srazeniny (koagula) centrifugaci. Na
rozdil od krevni plazmy neobsahuje fibrinogen a dalsi proteinové koagulaé¢ni faktory krve.
Rouleaux (rulo) efekt se fyziologicky vyskytuje u koni, maji proto vysokou sedimentaci
erytrocytu.

Z hlediska laboratorni diagnostiky je sedimentace erytrocytll nespecificka metoda (test)
kterd je vhodna pro orientacni skrining zejména zdnétovych onemocnéni.

Zaveér, poznamky & komentare
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Funkce a separace plazmatickych proteinu

Uvod

Plazmatické proteiny jsou soucasti organického profilu krevni plazmy. Patii mezi né zejména
albuminy (prealbumin, albumin), globuliny (a-, B-, y-) a fibrinogen. Funkce plazmatickych
proteind jsou mj. transportni, zadsobni, dale se uplatiiuji jako koagulacni faktory a protilatky,
podileji se na onkotickém tlaku, udrzovani suspenzni stability krve, nékteré jsou antioxidanty
atd.

Jednou z metod pro detekci a separaci plazmatickych proteind je elektroforéza krevni
plazmy, pfipadné krevniho séra. Jednd se o semikvantitativni metodu zaloZzenou na odd¢€leni
proteint v gelu pusobenim elektrického pole na zaklad¢ jejich velikosti a néboje.

Zastoupeni jednotlivych typl proteini zavisi na zivo¢iSném druhu a jeho zdravotnim stavu.

Cile

» Separace krevni plazmy/séra ze vzorku krve vybranych zivocisnych druht
» Separace proteini gelovou elektroforézou

» Identifikace proteinovych frakci a jejich funkce

» Mezidruhové srovnani

> Diskuse

Metody

Piiprava vzorki
v Odbér séra po koagulaci krevniho vzorku
v" Odbér plazmy z krve odebrané na antikoagulans

Naneseni vzorki na gel
v Na nosi¢ aplikovat 120 ul destilované vody
Vyjmout elektroforeticky gel z ochranného obalu, osusit jej filtraénim papirem
Fixace pozice gelu
Do jamek aplikatoru napipetovat vzorky o objemu 10 pl
Odlomit ochranny ramecek zoubki aplikatoru

ANER NI NERN
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v Umistit aplikator na nosi¢ do pozice 5

v Odaretovanim nosiée otisknout vzorky z aplikatoru na povrch gelu v nosiéi, nechat je
difundovat 40 s

v" Vyjmout aplikator z nosice

v Gel obsahujici vzorky vyjmout z nosiée

Elektroforéza

v Umistit gel do elektroforetické vany s tris-barbitalovym pufrem (orientace podle
sméru elektrického proudu)
v’ Uzavfit vanu a nastavit napéti 90 V na 22 min

Fixace a barveni gelu (proteinii)

v' Vysusit v desikatoru (10 min/80 °C)

v Obarvit amido¢erni (4 min)

v Promyt ve 3 nddobach s odbarvovacim roztokem Kyseliny citronové
v VysusSeni gelu v desikatoru (1 min)

- 1 :
E. gy

Pipetovani vzorkii do jamek aplikatoru a umisténi aplikatoru do nosice

Vysledky

Nabarveny elektroforeticky gel se separovanymi proteiny

31-888-007.

20 30 40 50 ¢
4WM\VHLﬁquﬂwhW‘M‘
| I
|
|
[ I
TR R T
N J I 5 P s 7
JE IO B i s ) P I
8! | e

[ 0 o o

li,mrluupmlm||||nllm||||||||||||||||1|||‘|ml
10 20 30 40 50 60

Elektroforetickeé zarizeni pro separaci proteinii, upevneni gelu, vysledek
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Identifikace proteinovych frakei

| Prealbumin |-
| Albumin

| al-kysely glykoprotein | “ |

a -lipoprotein

| al-antitrypsin | %

| a2-antichymotrypsin

| a2-makroglobulin |

|
|
|
| Transferin |
|
|
|

| Haptoglobin |
| B -lipoprotein
|| ICZ || | Fibrinogen
g
IR L e

15 zakladnich proteinovych frakci krevni plazmy
Vysvétlivky: C3 = frakce 3 komplementu, Ig = imunoglobuliny

Mezidruhové srovnani vysledki

o e

Se_Ses
Tamem-

'l

1 2 3 4 5 6

Separované proteinové frakce u vybranych Zivocisnych druhu
(vzorek 1, 6 — kun, 2, 5 — pes, 3 — kralik, 4 — kocka)

Diskuse

Elektroforéza je separacni metoda vyuzivajici schopnosti nabitych Castic pohybovat se v
elektrickém poli. Rychlost pohybu castic zavisi na jejich velikosti, povrchovém elektrickém
naboji, tvaru molekuly a také koncentraci v roztoku. Elektroforeticky gel je trojrozmérna sit,
kterou putuji proteiny k elektrodé s opacnou polaritou. Malé molekuly putuji rychleji nez
velké, jsou tedy identifikovatelné bliZze elektrody s opacnou polaritou. Pfi pouziti markert
(proteinli o zndmé velikosti) Ize identifikaci jednotlivych frakei jeste zpiesnit.

Pro dalsi specifikace se vyuzivd 2D elektroforéza, kapilarni elektroforéza a dalsi
modifikace. Jednoduchd separace proteinti je orientacni metodou.
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V krevni plazmé je obsazeno nékolik stovek plazmatickych proteinti. Syntetizovany jsou
hlavné hepatocyty a potom plazmatickymi buiikami (protilatky) aj. Degradovany jsou
V jatrech a mononukledrnim fagocytarnim systému. Zajist'uji fadu funkei:

- albuminy: transport latek (nékterych hormont, vépniku, mastnych kyselin, bilirubinu,
antibiotik aj.), udrzovani onkotického tlaku, maji funkci nutri¢ni a nékteré z nich funkci
zasobni atd.,

- globuliny: souc¢ast imunitniho systému (imunoglobuliny), transport mikroprvka, nékterych
hormonii, nékteré jsou proteiny (reaktanty) akutni faze zanétu (snizuji poskozeni vyvolané
zanétem, podileji se na regeneraci poskozené tkan¢ atd.),

- fibrinogen: patii mezi srazeci faktory krve (faktor I, FI), je i proteinem akutni faze zanéctu.

Onkoticky tlak krve je vytvaren plazmatickymi proteiny a vyjadiuje vztah krevni plazmy
K intersticialni tekuting.
Komplement je soubor nékolika desitek glykoproteind, vétsinou se nachazejicich v krvi,
kde jsou v neaktivnim stavu. Aby se uplatnily, musi byt aktivovany (napiiklad
protilatkami).

Zaveér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Erytrocytarni komplex
Funkce erytrocytu, jejich podil v celkovém objemu krve

Uvod

Krev je suspenze plazmy a krevnich elementti, z nichz nejvétsi pocetni i objemovy podil
zaujimaji erytrocyty (RBC, Red Blood Cell). Podil erytrocytt v ur¢itém objemu krve (v 1 1) se
oznacuje pon¢kud neptesné jako hematokrit (Ht, HCT) nebo také PCV (Packed Cell Volume).
Jednotkou je tedy I/1, ale v klinické praxi se jednotka neuvadi nebo se pouziva %. Hematokrit
patfi mezi dilezité parametry vySetfeni krve, protoze na vysi jeho hodnoty pfimo zévisi
funkce krve. Hematokrit 1ze stanovit pfimym méfenim nebo vypoctem. Pro pfimé stanoveni
se vyuziva klasicky (Wintrobliv) hematokrit nebo mikrohematokrit. Mikrohematokritova
metoda umoznuje stanoveni hematokritu 1 z velmi malého objemu krve, Ize ji tedy snadno
aplikovat i u (pokusnych) drobnych savcu.

Cile

» Urceni hematokritové hodnoty u vybranych zivo¢isnych druhti
» Mezidruhové srovnani vysledki
> Diskuse

Metody

Mikrohematokrit
v" Naplnéni hematokritové kapilary krvi oSetienou antikoagulacnim ¢inidlem (EDTA,
ptipadné heparin) nebo pfi pfimém odbéru pouZit heparinizovanou kapilaru
v Na jednom konci zaslepit kapilaru
Vlozit kapilary (zaslepenym koncem vné€) do hematokritové centrifugy, uzavitit viko
v" Provést centrifugaci 3-5 min pti 10 000-15 000 g

<

28



Hematokritova centrifuga

Vysledky

Hodnoceni hematokritu

Po ukonceni centrifugace jsou u zdravého zvifete v mikrohematokritové kapilare okem patrné
dvé frakce, erytrocyty a krevni plazma, které jsou oddéleny tenkou vrstvou leukocyti a
trombocyti oznacovanou jako buffy coat (tato frakce ale neni ve vzorku krve ze zdravého
zvitete prostym okem vidét).

100 %

{ _plazma
GACE

CEN

{  buffy coat

0%

Odecteni hematokritové hodnoty

Mikrohematokritové kapildry nemaji vyznaCenou ciselnou stupnici, proto se pouzivaji
posuvna Cteci méfitka, ktera navic umoznuji uzpusobeni odecitani vychozimu objemu krve
(sloupec vzorku se umistuje mezi ¢isla 0 a 100).
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Posuvné cteci meritko s mikrohematokritovou kapilarou po centrifugaci

Pro ptesny vysledek bychom méli odectenou hodnotu hematokritu nasobit koeficientem

0,98, nebot’ ve sloupci erytrocytt ziistava i po uvedené centrifugaci malé mnozstvi plazmy
(asi 2 %).

Wew 7

Zivo&isny druh Mikrohematokritova hodnota

Mezidruhové srovnani hematokritu [I/l] s referenénimi hodnotami

Pes Kocka Kuan Skot Ovce Koza Prase Kralik*
0,35- 0,22- 0,32- 0,30- 0,27- 0,22- 0,32- 0,33-
0,52 0,38 0,52 0,38 0,45 0,38 0,50 0,48

Podle Doubka et al. (2014), = podle Knotka et. al. (2017)

Diskuse

V mikrohematokritové kapilafe jsou po centrifugaci vrstvy: dole erytrocyty, nad nimi
tenka vrstva leukocytd a trombocytl, oznacovana buffy coat, a nahote krevni plazma.
Mikrohematokritové kapilary nemaji vyznaCenou c¢iselnou stupnici, proto se pouzivaji
posuvna ¢teci méftitka.
Hodnota hematokritu zavisi na poctu erytrocytl a jejich velikosti (ta je vyjadiena sttednim
objemem erytrocytu (MCV, Mean Cell Volume). Nasobkem téchto dvou hodnot Ize stanovit
tzv. kalkulovany hematokrit, pouzivany v automatizované hematologii.

Velikost erytrocytd je rozdilnd nejen mezidruhové, ale i interindividualné. Tento jev se
oznacuje anizocytdza erytrocytl a je vyjadien Priceovou-Jonesovou kiivkou.
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Ta zobrazuje pik v oblasti normocytl a pokles poc¢tu smérem k mikrocytim (niz§i MCV) a
makrocytim (vyssi MCV). Podle velikosti erytrocytii se klasifikuji anémie na mikrocytarni,
normocytarni a makrocytarni.

Hematokritova hodnota vyjadiuje podil erytrocytii v 1 1 plné krve. Na jeji vysi zavisi
pfedevsim transportni funkce krve (transport O a CO2). Hodnota Ht zavisi na Zivo¢iSném
druhu, respektive plemeni (vyS$i hodnoty u nékterych plemen psi a koni). Vyssi hodnoty jsou
také u samcii — sam¢i pohlavni hormon testosteron stimuluje tvorbu erytropoetinu (je
uvoliiovan hlavné z ledvin a méné pak také z jater) a tim zvySuje poCet erytrocytil a tedy i
hodnotu hematokritu. Sami¢i pohlavni hormony — estrogeny pusobi naopak inhibi¢né.
Hematokrit je ovlivnén také parcidlnim tlakem kysliku (pO2) ve vdechovaném vzduchu (klesa
se stoupajici nadmoiskou vyskou) nebo v organismu. Pokles pO2 syntézu erytropoetinu
stimuluje. V organismu vyvolavaji pokles pO2 také hormony stimulujici metabolismus, vedle
androgenti (testosteronu) to jsou hormony §titné zlazy (trijodtyronin a tyroxin), rustovy
hormon (somatotropin) z adenohypofyzy, kortizol z kiry nadledvin aj.

Na proporci mezi krevni plazmou a bunéénymi krevnimi elementy ma také vliv stupen
hydratace organismu — pii dehydrataci je hematokrit relativné zvySen a kromé toho se
uplatiiyje 1 deficit kysliku v diisledku zhorSeného prokrveni tkani a organt (kvili zvySené
viskozité krve). K deficitu kysliku v organismu dochazi také napiiklad pii nahromadéni
tekutiny (propotku — transudatu p#i poruchach cirkulace nebo vypotku — exsudatu pfi
zanétech) v dutiné bfiSni nebo hrudni, coZ vede ke stlaCovani plic a tim ke ztiZenému dychani.
Na hodnotu hematokritu ma vliv i metabolismus Zeleza. Pti jeho nedostatku se nachazeji
V krevnim obéhu mikrocyty.

ZvySeni hematokritu (hemokoncentrace) miize mit nasledky v nedostate¢né funkci organt
— zejména srdce, ledvin a plic. Extrémni zvySeni hematokritu (naptiklad pti krevnim dopingu)
muze byt fatalni.
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Anémie je onemocnéni cervené krevni fady, pii némz je rozhodujici snizend hladina
hemoglobinu v periferni krvi pod dolni hranici referen¢niho rozmezi daného druhu zvitete.
Anémie byva doprovazena i snizenim absolutniho poctu erytrocyti a/nebo hodnoty
hematokritu.

V klinickych projevech dominuje anemicky syndrom (bledost nepigmentované klize
a sliznic, slabost, inava, zrychlena ¢innost srde¢ni, dusnost aj.). U hemolytickych anémii
byva ikterus (zloutenka) nepigmentované kiize a sliznic v disledku imbibice tkani
bilirubinem, vznikajicim pti destrukci erytrocyta.

Anémie vznikaji pti sniZené krvetvorbé (erytropoéze), pti zvysenych ztratach krve véetné
zvySené destrukce erytrocytu.

Zaveér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Funkce erytrocytu, jejich pocet v objemu krve

Uvod

Pocet erytrocytll v objemu krve je zdkladnim fyziologickym parametrem. Na poctu erytrocytd
vV objemu krve zavisi hematokritova hodnota (viz vyse).

Stanoveni poctu erytrocytl lze provadét automaticky s vyuzitim hematologickych
analyzator(i, ale 1 manudlné. K manudlnimu stanoveni se pouziva Biirkerova komirka. Tato
komtrka ma presné¢ dané rozmeéry, které jsou na ni uvedeny a vymezuji plochy/objemy na
pocitani jakychkoliv bun¢k. Erytrocyty se vzhledem k vysokému poctu v objemu krve pocitaji
v malych c¢tvercich nebo obdélnicich komiirky a normativné se pouziva 200x fedéna krev.
K fedéni slouzi Hayemiiv roztok. Tento roztok je mirné hypertonicky a v ném obsazeny
sublimat (HgCl2) fixuje erytrocyty a eliminuje leukocyty.

Cile
» Seznameni s Biirkerovou komurkou
» Urceni poctu erytrocytti v objemu krve vybranych zivocisnych druhti

» Mezidruhové zhodnoceni a srovnani s referenénimi hodnotami
» Diskuse

Metody

Vyuziti Biirkerovy komurky




T Biirkerova komiirka je tvofena opakujicimi se obrazci,
. zékladni obrazec sestava z geometrickych utvart: centralniho
¢tverce, prilehlych obdélnikt a rohovych malych ¢tverct.

Na podloznim skle Biirkerovy komurky jsou udany hodnoty
0,04 mm? (tj. 1/25 mm?), 0,0025 mm? (tj. 1/400 mm?) a 1/10
mm. Tato ¢&isla vyjadiuji v mm? plochu centralniho a malého
¢tverce a hloubku komutrky v mm. Na zaklad¢ uvedenych cisel
lze snadno dopocitat objemy jednotlivych geometrickych
utvart, se kterymi se pracuje pfi vlastnim vypoctu.

1/25 mm?2

Piiprava vzorku
v’ Naftedit 25 pl stabilizované krve Hayemovym roztokem do celkového objemu 5 000 ul
v Promichat a nechat 2 min stat

Plnéni Biirkerovy komiirky

v Na komurku umistit kryci sklo, jemné& zafixovat

v' Jemné promichat vzorek, kapku umistit k hrané kryciho skla — kapilarnimi silami dojde
k pfesunu tekutiny pod sklo

v" Pevné zafixovat drzak kryciho skla

v' Kontrola pod mikroskopem — vzorek musi byt rovnomémé rozptylen a nesméji byt
pritomny vzduchové bubliny

Pocitani erytrocyti

v' Pocitat pii zvétSseni minimalné 200x, nejlépe 400x (tzn. objektiv 40)

v' ProhliZet vzorek meandrovitym zpisobem (zadny objekt se nesmi pogitat vicekrat)
Dodrzovat Biirkerovo pravidlo o hrani¢nich ¢aréach:

o Vybrat dvé na sebe kolmé strany utvaru, ve . .
kterém jsou buniky pocitany . .
o @
\J O

o Do celkového poctu bunck uvnitf utvaru
zapocitat ty, co leZi na nebo se dotykaji
téchto dvou stran

o Nezapocitat buiiky, které¢ lezi na, nebo se dotykaji zbyvajicich dvou stran
v" Spocitat butiky v 80 malych &tvercich nebo ve 20 obdélnicich (obdélniky maji 4x vétsi
obsah nez malé ¢tverce, proto ve 20)
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Erytrocyty v Biirkerové komiirce, postup prohlizeni

Vysledky

Stanoveni po¢tu erytrocyti v objemu krve
v Kalkulace poctu erytrocytii v objemu pivodniho (nefedéného) vzorku krve
Ptiklad:
o V 80 malych ctvercich bylo nalezeno 800 erytrocyti
o Objem jednoho &tverce vyplyva z udaji na Biirkerové komdrce: obsah 1/400 mm?,
hloubka 1/10 mm, tzn. objem 1/4000 mm?3
o Celkovy objem geometrickych utvari, ve kterych byly erytrocyty pocitany:
80x1/4000 mm? = 1/50 mm®
V 1 mm? je tedy 50x vice erytrocyti, tzn. 800x50
Vzorek byl fedén 200x%, v nefedéném plivodnim vzorku je tedy 200x vice
erytrocytl, tzn. 800x50x200
o Vyjadfeni v objemu 1 litr (1 | = 10® mm?®): 800x50x200x10°
o V11 vysetfovaného vzorku krve je 8x10'? erytrocytl

v Kalkulace a vyjadieni poétu erytrocytii v 1 1 pivodniho (nefedéného) vzorku krve:

Zivotisny druh Pocet erytrocytii/l krve

Mezidruhové srovnani poétu erytrocytd [x10'%/1] s referenénimi hodnotami

Pes

Kocka

K

Skot

Ovce

Koza

Prase

Kralik*

5,2-7,9

4,9-9,8

6,9-13,1

5,0-7,0

9,0-15,0

8,0-18,0

5,0-8,0

4,2-7,0

Podle Doubka et al. (2014), * podle Knotka et. al. (2017)
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Diskuse

Pocet erytrocytli v objemu krve zdravého zvifete zavisi na jeho druhu, pohlavi a véku
(mlad’ata vs. dospé€la). Pohlavni rozdily jsou dany ucinkem pohlavnich hormonti na syntézu
erytropoetinu, testosteron ma uc¢inek stimulacni, estrogeny inhibi¢ni. Evolu¢né je tento rozdil
dan ziejm¢ obecné vyssi svalovou hmotou a naroky na kyslik u samcti. Relativné snizeny
pocet erytrocytli maji mlad’ata (Sténata nebo kotata do 3 mésict veku), dale se vyskytuje
V posledni tfetiné gravidity a u dojnic s vysokou laktaci, kdy se zvySuje podil krevni plazmy
(krev se zfed'uje — hemodiluce), aby byl zajistén dostatecny pratok krve tkdnémi. Pocet
erytrocytll ovlivituje parcialni tlak kysliku (pO2), at’ jiz v prostiedi nebo v organismu. Pii jeho
poklesu dochazi ke stimulaci erytropoézy v kostni dieni.

Nartst poctu erytrocytii nad fyziologickou hranici (referencni rozmezi) se oznacuje
erytrocytemie/erytrocytdza (coz jsou ziidka uzivané terminy, v klinické hematologii se uziva
termin polycytemie), pokles erytrocytopenie (zase mén¢ Casto pouzivany termin, v klinické
hematologii oligocytemie). Onemocnéni, jehoZ jednim ze zakladnich znakli miZe byt sniZzeny
pocet erytrocytli spojeny s nizkou koncentraci hemoglobinu, se nazyva anémie. Anémie
vznikaji pfi poruchach erytropoézy, dale ze zvysenych ztrat krve vcetné zvySené destrukce
erytrocytl (viz vyse). Je tfeba si uvédomit, ze bezprostiedné po ztraté krve (naptiklad pii
urazu) je pocet erytrocytli nezmeénény, nebot” erytrocyty a krevni plazma se ztraceji ve stejném
poméru a obnova krve jesté nenastala. Pfi mirné anémii nebyva snizeny pO: obvykle
stimulem pro zvySenou syntézu erytropoetinu.

Referen¢ni hodnoty jsou hodnoty laboratorniho vySetfeni ziskané za uplatnéni standardnich
metod, mezi nimiz lezi vétSina naméfenych hodnot (95 % vysledki) souboru jedincii
s definovanym zdravim. Pojem referenc¢ni hodnota jednozna¢né€ nahradil pojem normalni
hodnota, nebot’ nelze presn¢ vymezit hranici mezi zdravym a nemocnym jedincem a
vysledky laboratorniho vySetfeni jsou ovlivitovany fyziologickymi odchylkami, rozdilnymi
podminkami a postupy uplatnénymi pii vySetieni.

Zavér, pozndmky & komentadre
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Osmoticka rezistence erytrocytu

Uvod

K hodnoceni osmotické rezistence bunck lze vyuzit test osmotické rezistence (fragility)
erytrocyti. Cytoplazmatickd membrana erytrocytti je velmi flexibilni, protoZe erytrocyty
museji prochdzet i tenkymi kapilarami. Této funkci napomdha i1 bezjadernost savcich
erytrocytl, kterd kromé zvySeni povrchu pro vazbu kysliku a sniZzeni oxidativniho
metabolismu umoziuje zvySenou reverzibilni deformabilitu erytrocytt. Flexibilita
membrany erytrocytd zavisi na jeji struktute. Testuje se rezistence membrany erytrocyttl proti
zménénému osmotickému tlaku okolniho prosttedi. Vyuziva se hypotonického prostiedi, tzn.
jeho osmoticky tlak je niz$i nez osmoticky tlak krevni plazmy. V hypotonickém prostiedi
vstupuje rozpoustédlo (voda) do bunc¢k a jejich rostouci objem zvySuje tlak na
cytoplazmatickou membranu. Po dosazeni tlaku, ktery vyvolad destrukci membrany, dochazi
K uvolnéni intracelularniho obsahu erytrocytd do okolniho prostiedi, coz se oznacuje
erytrolyza, respektive hemolyza.

Cile

» Urceni koncentrace NaCl, ktera zpisobuje lyzu erytrocyti vlivem zmény osmotického
tlaku

» Urceni minimalni a maximalni osmotické rezistence erytrocyti

» Porovnani vysledkt s referen¢nimi hodnotami, mezidruhové srovnani

> Diskuse

Metody

Priprava gradientu hypotonického prostredi
v' Ptipravit sérii roztoki NaCl s klesajici koncentraci smichanim zasobniho roztoku
(1% NaCl a destilované vody, dH20)

37



Cislo 1 2 3 4 5 6
zkumavky
1% NaCl 8 7 6 5 4 3
[ml]
dH20 2 3 4 5 6 7
[ml]
NacCl 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3
[%0]

v Do kazdé zkumavky ptidat dvé kapky krve a jemné promichat
v" Nechat stat 30 min
v’ Provést éteci zkousku
o Je-li pfes zkumavku jasné Citelny text, doslo k uplné hemolyze, je-li text
hite ¢itelny, hemolyza je ¢astecnd, je-li necitelny, k hemolyze nedoslo.

Hodnoceni osmotické rezistence
A. Praktické cviceni

bez castecna uplna
hemolyzy hemolyza hemolyza

e Citelny text, doslo
text hare Citelny,

3, je-li necitelny,
edoslo.

kumav
emoly
zaje €
k he

Je-li
Kt

B. V klinicko-laboratorni praxi se pouzivaji normativni testy osmotické rezistence,
napftiklad:

(1) do aglutina¢nich zkumavek se pipetuje hypotonicky roztok s koncentraci 0,24 az
0,70% NaCl (2,4 g/l az 7,0 g/1),

(2) do kazdé zkumavky se ptida 25 pl vendzni krve odebrané na antikoagulacni prostiedek
(K3EDTA aj.) a stojan se zkumavkami se Setrné protiepe,

(3) hodnoceni: pti pocatecni hemolyze mé hypotonicky roztok nad sedimentovanymi
erytrocyty nacervenalou barvu = minimalni osmoticka rezistence, pii uplné hemolyze je
ve zkumavce sloupec hypotonického roztoku souvisle zbarven ¢ervené (hodnoti se
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srovnanim s kontrolou), chybi sediment erytrocyti (na dn¢ zkumavky jsou pouze jejich
stromata) = maximalni osmoticka rezistence

0,24 026 028 0.30 0.36 0,38 0,40 0,42 0.44 0,70

T L

Zkumavka s koncentraci NaCl 0,44 % = minimalni osmoticka rezistence, zkumavka
s koncentraci NaCl 0,36 % = maximalni osmoticka rezistence, 0,44 az 0,36 = rezisten¢ni Sife
(rezistencni interval).

Vysledky

Testovany krevni vzorek (Zivo¢iSny druh):
(1) Koncentrace NaCl zptlisobujici ¢astecnou hemolyzu:
Koncentrace NaCl zptsobujici uplnou hemolyzu:

(2) Minimalni osmoticka rezistence erytrocyti:
Maximalni osmoticka rezistence erytrocytu:

Porovnani vysledkii s referen¢nimi hodnotami, mezidruhové srovnani

Druh Osmoticka rezistence
minimalni maximalni
[% NaCl] [% NaCl]
Pes 0,40-0,50 0,32-0,42
Kocka 0,66-0,72 0,46-0,54
Skot 0,52-0,66 0,44-0,52
Ovce 0,58-0,76 0,40-0,55
Koza 0,74 0,44
Prase 0,70 0,45

Podle Jainové, cit. Doubek et al. (2003)
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Diskuse

Minimalni osmoticka rezistence odpovida pocatku hemolyzy (slaba hemolyza). Je to
koncentrace NaCl, pti které je nad sedimentem erytrocytl svétle Cervend tekutina. Maximalni
osmoticka rezistence odpovida uplné hemolyze. Je to koncentrace NaCl, pii které¢ je nad
vrstvickou erytrocytarniho stromatu Cervena tekutina. Rozdil mezi maximalni a minimalni
osmotickou rezistenci se oznacuje rezistenéni Sife (rezisten¢ni interval).

Roztok NaCl o koncentraci 0,85-0,90 %, neboli fyziologicky roztok NaCl, je pro sav¢i
buiiky izotonickym prostfedim, stejn¢ jako krevni plazma. Niz§i koncentrace ptedstavuji
prostiedi hypotonické. V tomto prostfedi se molekuly rozpoustédla (vody) pohybuji smérem
do buiky, tj. do kompartmentu s vy$§Sim osmotickym tlakem (transport na zaklad¢
koncentra¢niho gradientu) a objem bunky se zvétSuje. Pii dosazeni hranice rezistence bunika
praska a jeji obsah se vléva do okolniho prostfedi. Dochazi k cytolyze. Je-li butikou erytrocyt,
oznacuje se tento d& hemolyza (erytrolyza). Dochazi pfitom k uvolnéni hemoglobinu,
fragmenty bungk klesaji ke dnu testovaci zkumavky a obsah zkumavky se stava prihlednym.
Pokud k hemolyze nedojde, erytrocyty zustavaji rozptylené a znemoznuji Cteni textu. Vyssi
koncentrace predstavuji prostiedi hypertonické, molekuly rozpoustédla (vody) se tedy
pohybuji smérem ven z buiiky a objem bunky se zmensuje.

Snizen4d osmotickd rezistence je spojena s defekty erytrocytid (zejména membrany), ke
kterym dochazi pfi anémiich, které se oznacuji hemolytické.

Osmoticky tlak roztoku proti krevni plazmé je vyjadien terminem tonicita (viz vyse). |

Zaver, pozndmky & komentar
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Pocet retikulocytu

Uvod

Retikulocyt je klinicko-hematologické oznaceni pro vyvojovy stupeii erytrocytu, oznacovany
proerytrocyt. Je to bezjaderné stadium erytrocytu, majici maly (rezidudlni) obsah RNA
(ribozomy) a zbytky dalSich organel. Ribozomalni RNA je uspotfddédna do zrnek a vldken,
tvoticich sitovinu, retikulum — odtud také oznaleni retikulocyt. Tato struktura se oznacuje
substantia  granulofilamentosa. Je viditelnd supravitalnim barvenim, napiiklad
brilantkrezylovou modii nebo novou metylenovou modifi. VySetieni retikulocytli slouzi
k posouzeni stupné erytropoézy.

Supravitalni barveni znamena, ze se barvivo smicha s krvi jest¢ pred zhotovenim krevniho
natéru.

Cile

Ptiprava smési vzorku krve vybranych druhil zvifat a barviva
Supravitalni barveni krevniho preparatu

Identifikace retikulocytlh mikroskopicky u vybranych druhi zvitat
Vyhodnotit retikulocyty z 1000 erytrocytt

Mezidruhové srovnani

Diskuse

YV VVYVY

Metody

Pripravit trvaly krevni preparat s brilantkrezylovou modri

o Smichat EDTA krev s 0,1% roztokem brilantkrezylové modii (1 dil krve + 1 dil
barviva)

o Nechat 20 min inkubovat pfi laboratorni teploté

o Zhotovit natér

Mikroskopie
v' Umistit preparat do mikroskopu, objektiv 100x (celkové zvétseni 1000x) s vyuZzitim
imerzniho oleje
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v" Vyhodnotit 1000 erytrocyti v 5 nahodné vybranych zornych polich s hustotou 200
erytrocytli/zorné pole (zv. 1000x) do 1 h. Ziskané vysledky slouzi k vypoctu nasledujicich

parametrii:

Pocet retikulocyti v 1 | krve =

retikulocyty (v %) x poCet erytrocytu/l krve
100

Retikulocytarni index (RI) =

retikulocyty (v %) x Htjizcsny (V %)
Ht eferenini (V %)

nebho

retikulocyty (v %) x Hbjixtsny

Hbreferem‘:’nl’
Retikulocytarni produkéni index (RPI) =

retikulocyty (v %) x Ht zjistény (v %)
doba zrani v perif. krvi (dny) x Ht eferenzni (V %)

Vysvétlivky: Ht = hematokrit, Hb = hemoglobin

Doba zrani retikulocytti v periferni krvi psa nebo koc¢ky pti hodnoté Ht 45 % = 1 den,
pti Ht 35 % = 1,5 dne, pti Ht 25 % = 2 dny, pii hodnotach Ht mezi uvedenymi body je doba
urcena trojclenkou.

Vysledky

Trvaly krevni preparat (pouzita brilantkryzolova modr)
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Identifikace bunék: mikroskopické urceni retikulocytli, zhodnoceni jejich morfologie
(pouzita brilantkrezylova modf)

Vypocty

&

i

¢
%

%
"

Na obrazku 10 retikulocytii, 1 erytroblast (vlevo)

Druh zvirete

Pocet retikulocytii/ RI RPI
11krve

Mezidruhové srovnani poétu retikulocyti [x10%1] s referenénimi hodnotami

Pes Kocéka

do 90 do 60

Podle Klinické laboratore pro mala zvirata FVL VFU Brno (2018)

Diskuse

Retikulocyty jsou vyvojovy stupeil erytrocyti tésné po vypuzeni (enukleaci) jadra. Signalem
pro vypuzeni jadra je zména metabolické aktivity bunky. Vyvoj retikulocytu trva za
fyziologickych podminek asi 4-5 dni. Dal§im, kone¢nym vyvojovym stupném, je erytrocyt
(denné je produkovano u zdravého jedince 2x10'! erytrocytl). Fyziologicky zvyseny pocet
retikulocytli maji novorozena mladd’ata. Retikulocyty maji proteosyntetickou aktivitu — jesté

V nich probiha syntéza hemoglobinu.

V ribozomech retikulocyti ptretrvavd obsah RNA. RNA se prokazuje barvenim
brilantkrezylovou modii nebo novou metylenovou modii: barvivo pronikne do buiitky a RNA
je potom viditelna jako sitovitd nebo teckovita tmavé modie zbarvena struktura, oznacovana
substantia granulofilamentosa. U zralejSich retikulocytt je tato substance fid$i. Retikulocyty
se identifikuji mikroskopicky za pouziti imerze. Stanovuje se jejich podil v 1000 erytrocytech,
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ten pak slouzi ke stanoveni jejich poctu v 1 litru krve. Vypovédni hodnotu tohoto ukazatele
lze zptesnit vypoctem retikulocytarniho indexu (s kalkulaci hematokritu nebo hemoglobinu)
¢i retikulocytarniho produkéniho indexu, ktery kalkuluje s dobou zrani retikulocytt.

Vysetieni periferni krve na retikulocyty je cennym diagnostickym testem pro hodnoceni
anémii u pst a kocek. Pii regenerativni anémii, na rozdil od neregenerativni, je priukaz
vysSiho poctu retikulocyti — je vyssi regeneracni odezva kostni difené. Mezi regenerativni
anémie patii napiiklad anémie z rozpadu erytrocyti (hemolytické) nebo anémie ze ztrat krve
(posthemoragické).

Zaver, pozndmky & komentare

44



Fyziologie | — prakticka cviceni

Indexy Cerveneho krevniho obrazu

Uvod

Krevni obraz ptfedstavuje bézné skriningové vysetieni. Jeho zédkladnimi soucastmi tykajicimi
se Cervené krevni fady jsou pocet erytrocytd v objemu krve, hematokrit, koncentrace
hemoglobinu v objemu krve. Z téchto hodnot lze vypocitat indexy ¢erveného krevniho
obrazu.

Tyto parametry zahrnuji stiedni objem erytrocytu (MCV, Mean Corpuscular/Cell Volume),
stfedni obsah hemoglobinu v erytrocytu (MCH, Mean Corpuscular/Cell Hemoglobin), stfedni
koncentraci hemoglobinu v erytrocytech/erytrocytarni mase (MCHC, Mean Corpuscular/Cell
Hemoglobin Concentration), pfipadné distribu¢ni S§ifi erytrocyti podle MCV (RDW, Red
Corpuscular/Cell Distribution Width) nebo stfedni primér erytrocytu (MCD, Mean
Corpuscular/Cell Diameter).

Cile

» Vypocet indexti krevniho obrazu u vybranych zivocisnych druhti
» Mezidruhové srovnani a porovnani s referen¢nimi hodnotami

» Vztah indext krevniho obrazu k fyziologickym funkcim krve

> Diskuse

Metody

Vypoctové vztahy
v’ Stfedni objem erytrocytu (MCV) se udava ve femtolitrech [fl, femto = 10°] a
vypocita se z hematokritu a poctu erytrocyta v 1 litru krve:

hematokrit [1/1] x 1000
pocet erytrocyti [101%/1]
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v Sti‘edni obsah hemoglobinu v erytrocytu (MCH) se udava v pikogramech [pg, piko
=102 a vypocita se z obsahu hemoglobinu v objemu krve a poétu erytrocyti v 1 litru
krve:

hemoglobin [g/l]
pocet erytrocyti [10%%/1]

v Sti‘edni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC) se udava v gramech na
1 litr [g/1] a vypocita se z obsahu hemoglobinu v objemu krve a hematokritu.

hemoglobin [g/l]
hematokrit [I/1]

Ery
%
2
0
&

Ht < Hb
MCHC [g/]

Vysvétlivky: Ery = erytrocyty, Ht = hematokrit, Hb = hemoglobin, ostatni viz text

v’ Site distribuce erytrocyti vyjadiuje §ifi hlavni populace erytrocyti v jejich
histogramu podle MCV.
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v Histogram erytrocyti podle MCYV vyjadiuje zavislost stfedniho objemu erytrocyti
(MCV) na jejich Cetnosti.

[%] 100+
B
=
B 50
RDW
| | I T I [ T |
0 80 100 MCV [fi]

Histogram erytrocytit
Vysvétlivky: RDW = §ite distribuce erytrocytti (Red Cell Distribution Width)

Vysledky

Vypocet indexii cerveného krevniho obrazu u sledovaného vzorku
Ptiklad:

Hematokrit = 0,32 I/l

Hemoglobin = 111 g/I

Pocet erytrocytii = 3,49x10%?/|

v MCV:

v MCH:
v" MCHC:

Mezidruhové rozdily indext krevniho obrazu

MCV MCH MCHC
[f1] [p] [9/1]

Pes 605-71 22-26 344-381
Kocka 30-435 12-17 332-390
Kiin 36-57 12-20 319-392
Skot 40-60 11-17 300-360
Ovce 28-40 8-12 310-340
Koza 16-25 5-8 300-360
Prase 50-68 12-30 300-340
Kralik 50-75 17-23 270-340

Podle Doubka et al. (2003, 2010, 2014)
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Diskuse

V klinické praxi se vyskytuji nejcastéji z indext ¢erveného krevniho obrazu odchylky MCV a
MCHC.

Snizeny MCV vyjadiuje mikrocytézu. Ta je charakteristickd pro mikrocytarni anémie,
naptiklad z nedostatku Zeleza (oznacované také sideropenické), mize se také vyskytovat pii
sférocytozach (vyskyt malych kulovitych erytrocytd, tj. bez centralniho projasnéni), talasemii
(vyznacuje se poruchou syntézy globinovych fetézcti hemoglobinu) aj.

Zvyseny MCV vyjadiuje makrocytézu. Ta je fyziologickd u novorozencti, patologicky je
pfitomna u makrocytarnich anémii, naptiklad megaloblastové (zptisobené nedostatkem
vitaminu B2 nebo folatu) a dale u hematoonkologickych onemocnéni spojenych s vys$im
vyskytem prekurzorti erytrocytarni fady (proerytroblastli a erytroblasti) v periferni krvi.

Snizené hodnoty MCH znac¢i hypochromii. Ta je charakteristickd pro hypochromni
anémie, kam lze zafadit anémie hemolytické, sideropenické, pfi chronickych onemocnénich
aj.

Zvysené hodnoty MCH znaci hyperchromii. Ta se fyziologicky vyskytuje u novorozencu.

Anémie se klasifikuji podle riiznych hledisek. Castym hlediskem je morfologicka
charakteristika: anémie mikrocytarni, a. normocytarni, a. makrocytarni;
nebo a. hypochromni, a. normochromni, pfipadné a. s/nebo bez anizocytdzy apod.
Podle prubchu: a. akutni nebo a. chronické. Z hlediska prognoézy: a. regeneracni

(neposkozena krvetvorba v kostni dfeni) a a. neregeneracni (poskozena krvetvorba).

Clenéni podle pii¢in vzniku a mechanismi rozvoje (etiopatogenetické hledisko):
a. Z nedostatecné krvetvorby, a. z nadmérného zaniku nebo ztrat cervenych krvinek.

Obe¢ tyto skupiny se bohat¢ ¢leni, naptiklad a. hemolytické, a. z poruch hemoglobinu, a.
nutricné podminéné, a. posttraumatické atd.

Zaveér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Krevni skupiny

Uvod

Sav(i erytrocyty jsou bezjaderné buiky, na svém povrchu nemaji MHC antigeny. Jejich
membrana vSak obsahuje antigeny jin¢ho typu, jejichz znalost je dilezitd pro prevenci
aglutinace krve napftiklad pfti transfuzi.

Aglutinogeny jsou povrchové receptory erytrocytd, které se na jejich povrchu exprimuji
(vyjadiuji) béhem maturace pted ztratou jadra.

Aglutininy jsou protilatky proti témto aglutinogentim, které¢ se vyskytuji v krevni plazmé.

Aglutinace je reakce aglutinogenu s odpovidajicim aglutininem, vysledkem je shlukovani
erytrocytll. Na aglutinaéni reakci je také zalozen princip uréovani krevnich skupin.

Hlavni histokompatibilni komplex (MHC, major histocompatibility complex) zahrnuje
nékolik typt komplexti, glykoproteinové povahy, lokalizovanych na vnéjsi strané
cytoplazmatické membrany bunék obratlovct. M4 vyznam v imunitnich reakcich.

U psa se oznacuje DLA, kocky FLA, kon¢ ELA, skotu BoLA, ovce OVA, kozy CLA, prasete
SLA. MHC geny koduji MHC antigeny.

Cile

» Pochopeni principu aglutinace a krevnich skupin

» Urceni krevni skupiny u vybranych zivocisnych druhi
> Diskuse

Metody

Aglutina¢ni reakce v kapce s vyuzitim komer¢né dostupnych protilatek
v’ Pouzit komeréné dostupnou sadu protilatek (ABC set)
v" Pouzit vzorky lidské krve z transfuzni stanice
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v Smichat kapku krve s protilatkou anti-A a kapku krve s protilatkou anti-B
v Promichat a pozorovat reakci

-
G

Aglutina¢ni reakce s vyuzitim imobilizovanych protilatek
v Pouzit komeréné dostupné karty s imobilizovanymi protilatkami

— Anti-A

v’ Pouzit vzorky lidské krve z transfuzni stanice
v Pouzit vzorky zvifeci krve (koc¢ka)
v Nanést kapku vySetfované krve do kazdé kolonky
o V kolonce jsou v prouzcich gelu imobilizovany protilatky, pro ABO skupinu
naptiklad modfe anti-A, Zluté anti-B, zelené anti-D, posledni kolonka je
kontrola centrifugace (bez protilatek)
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v Provést centrifugaci
v Zhodnotit vysledek

Pes, antigen DEA 1.1 (3 pozitivni jedinci)
Vysvétlivky: ctl = kontrola

Aglutinaé¢ni reakce s vyuzitim monoklonalnich protilatek

Prenést 3 kapky pufrovaciho roztoku do eppendorf zkumavky
Pridat 10 ul EDTA krve

Jemné promichat

Vlozit testovaci prouzek do eppendorf zkumavky

Za 2-4 min odecist vysledek testu

ANANENENEN
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Kocka, krevni skupina A (C = kontrola)

Vysledky

Aglutina¢ni reakce
v’ Pozitivni reakce (vlevo), shlukovani
erytrocytli
v' Negativni reakce (vpravo), ke
shlukovéani nedochazi

Princip urcovani krevnich skupin aglutina¢ni reakci

Za fyziologickych podminek in vivo neni nikdy pfitomen antigen a jeho protilatka (naptiklad
antigen A a anti-A) u téhoz jedince. Demonstrace principu na piikladu ABO skupiny u
¢lovéka.



o
ol

Aglutininanti- B ||

Urceni krevni skupiny aglutina¢ni reakei v kapce
Vzorek krve: ¢lovek

Reakce s anti-A: negativni/aglutinace

Reakce s anti-B: negativni/aglutinace

Krevni skupina:

Urceni krevni skupiny aglutinaéni reakei s vyuZitim imobilizovanych protilatek
Vzorek krve: ¢lovek

Reakce v kolonce s anti-A: negativni/aglutinace

Reakce v kolonce s anti-B: negativni/aglutinace

Reakce v kolonce s anti-A/anti-B: negativni/aglutinace

Reakce v kolonce s anti-D: negativni/aglutinace

Kontrolni kolonka:

Krevni skupina:

Vzorek krve: kocka

Reakce v kolonce s anti-A: negativni/aglutinace
Reakce v kolonce s anti-B: negativni/aglutinace
Kontrolni kolonka:



Krevni skupina:

Diskuse

Objev principu krevnich skupin je spjat se jménem rakouského biologa a Iékare Karla

Landsteinera (Nobelova cena 1930), ale také ceského 1¢kare Jana Janského, ktery nezavisle 0

néco pozdéji dosel ke stejnym vysledkim.

Krevni skupiny u zvirat

» Antigeny u riznych druhli byvaji ozna¢ovany stejnymi pismeny, nejednd se vSak o tytéz
antigeny (naptiklad A u kocky neni shodné s A u koné nebo ¢lovéka)

» Vétsina krevnich skupin u zvitat se dédi mendelovsky s uplnou dominanci

» Mnoho krevnich systémut u zvifat je polyalelickych, sestavaji tedy z desitek az stovek
faktort (naptiklad 300 alel u skotu)

Krevni transfuze u zvirat

» Krevni trasfuze predstavuje pfistup ndhrady krve nebo jejich komponent pro zachranu
zivota nebo zlepSeni zdravotniho stavu

» Zatimco u ¢loveéka je nezbytné urceni krevni skupiny, ve veterinarni mediciné je Casto
vyuzivana k¥iZova zkouska (cross-matching). Ta je zaloZena na smichani krve darce a
ptijemce a hodnoceni aglutinace. Kfizova zkouska informuje o kompatibilité krve, nikoliv
o krevni skupiné

» Antigeny krevnich skupin se stejné jako u ¢loveka 1isi svoji antigenicitou (mirou imunitni
reakce, kterou vyvolavaji). Také aglutininy se v krevni plazmé bud’ objevuji spolecné
s antigeny na membranach erytrocytt, pak se oznacuji jako prirozené protilatky nebo se
vyskytuji az po imunizaci, pak se jedna o protilatky imunitni. Pfirozené protilatky jsou
typické pro lidsky systétm ABO a koCici syst¢tm AB, imunitni pro lidsky Rh systém a
vétSinu psich DEA (Dog Erythrocyte Antigen). U zvifat s imunitnimi protilatkami je proto
obecné piijiméano, Ze prvni tranfuze je bez rizika. K imunizaci dochazi pfi transfuzi, ale
také transplacentarnim pienosem

Zavér, pozndmky & komentadre
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Hemostaze
Funkce trombocytu, jejich poc€et v objemu krve

Uvod

Hemostaze (hemostaza, zastava krvaceni) piedstavuje fyziologicky mechanismus obrany
organismu pred nezadoucim krvacenim. Dilezitou soucasti je proces hemokoagulace (srazeni
krve). Zahrnuje nékolik fazi, pti kterych se uplatiiuji pfedev§im cévni sténa, krevni desticky
a plazmatické koagula¢ni faktory spolu s inhibitory koagulace. Spasmus cévy v misté
poranéni eliminuje ptipadné krevni ztraty, agregace destic¢ek prispiva k tvorbé primarni krevni
zatky a hojeni poskozené cévy a kaskada aktivaci koagulacnich faktori s uplatnénim
inhibitorti koagulace zajiStuje vytvotreni adekvatni fibrinové sité (tvorba sekundarni zatky).
Féze (zjednodusen¢):

vazokonstrikce
4 pritoku krve a A mtb. endotelu

4

primarni krevni zatka
adheze, aktivace, agregace
trombocytd, retrakce koagula

hemokoagulace
aktivace koagul. f., zpevnéni trombu,
gelifikace plazmy

U

trombolyza a reparace
poskozeni
efekt plazminu

Vysvétlivky: A =zména, mtb. = metabolismus, f. = faktor

Hlavnim spoustécim faktorem pro zastavu krvaceni je poranéni stény cévni. Po splnéni své
ulohy musi byt koagulum odstranéno — trombolyzou a potom nastdva reparace poskozené
cévy. Stézejnim faktorem trombolyzy je plazmin, ktery rozpousti fibrin na rozpustné
degradac¢ni produkty fibrinu a D-dimery.

55



Hlavni spoustéci
faktor:

poskozeni cévy

zastava
krvaceni

Trombocyty vznikaji postnatdlné v kostni dfeni procesem, ktery se oznacuje
megakaryopoéza (podle kone¢ného vyvojového stadia, v némz jsou jiz piitomné zralé
trombocyty).

Hemostazeologické vysetieni (vySetfeni hemostaze) je dulezité pro hodnoceni krevniho
statusu organismu a ma vyznam pro diagnostiku poruch srdzeni krve. Nedilnou soucasti
tohoto vysetfeni je vySetieni trombocytl. Pro praci s krevnimi vzorky jsou kli¢ova
antikoagula¢ni ¢inidla.

Cile
» Fyziologické aspekty hemostaze se zaméfenim na trombocyty
» Stanoveni poctu trombocytti v objemu krve u vybranych zivocisnych druht

» Mezidruhové zhodnoceni a srovnani s referenénimi hodnotami
> Diskuse

Metody

Stanoveni po¢tu trombocytu (metoda podle podle Brechera-Cronkita)
Vyuziti Biirkerovy komiirky (viz stanoveni poctu erytrocytti v objemu krve)
Priprava vzorku
v Naftedit 25 pul EDTA krve 1% $tavelanem amonnym do celkového objemu 500 pl
(pipetu ne¢kolikrat proplachnout fedicim roztokem z banic¢ky)

v Michat 1-2 min (manudlné nebo v laboratorni michacce)
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v Pienést Pasteurovou pipetou kapku suspenze do pocitaciho prostoru pfipravené
Biirkerovy komurky (dobfe upevnéné kryci sklo), aby dosSlo k zaplaveni celého
prostoru

v Pockat 10 min, aby se naplav trombocytt ustalil v jedné horizontalni roving

Pocitani trombocytiu
v Spocitat trombocyty pod mikroskopem pfi zvétSeni 400x ve 20 obdélnicich (obsah
jednoho obdélniku je 1/100 mm?)

1 !40?

1

1/100 mni 1/26 mni

v" Prohlizet vzorek meandrovitym zptisobem (zadny objekt se nesmi pocitat vicekrat)
v" Dodrzovat Biirkerovo pravidlo o hrani¢nich ¢arach (viz stanoveni poétu erytrocyti
v objemu krve)

Pti pocitani trombocytl je tieba poloZit dliraz na ¢istotu pomucek, nebot” trombocyty se jevi
jako drobné svétlolomné elementy, které 1ze snadno zameénit s necistotou. Taktéz sviyj
vyznam ma 10minutova doba vyckéni, neZ se za€nou pocitat — po této dobé& se ustali
V jedné horizontalni rovin€ a nemusi se tedy pouzivat mikrozaostfovani.

Krevni desticky se velmi dobie pocitaji pti pouziti fdzového kontrastu.
Samoziejmé dnes se ke stanoveni poctu trombocytli pouzivaji hematologické automaty.

Vysledky

Manualni stanoveni po¢tu trombocyti v objemu krve
v" Kalkulace poc¢tu trombocytii v objemu ptivodniho (nefedéného) vzorku krve

Ptiklad:
o Ve 20 obdélnicich bylo nalezeno n trombocytti
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o Objem jednoho po¢itaného geometrického titvaru: 1/100 mm?, hloubka 1/10 mm,
tzn. objem 1/1000 mm?3

o Celkovy objem geometrickych utvari, ve kterych byly trombocyty pocitany:
20x1/1000 mm? = 1/50 mm?
V 1 mm? je tedy 50x vice trombocyti, tzn. nx50
Vzorek byl fedén 20x, v nefedéném plivodnim vzorku je tedy 20x vice
trombocytd, tzn. nx50x20

o Vyjadieni v objemu 1 litr, tj. v jednotkach SI (1 1= 10° mm?): nx50x20x10°

Pocet trombocytt 1ze kvalifikovan¢ odhadnout mikroskopii z panopticky (ptehledn¢)
obarveného krevniho natéru pti zvétseni 1000, pak plati:
pocet trombocytil (x10%1) = primémy podet trombocytii v 10 zornych polich x 20.

Zivotisny druh Pocet trombocytii/l krve

Mezidruhové srovnani poétu trombocytii [x10%1] s referenénimi hodnotami

Pes Kocka Kuan Skot Ovce Koza Prase Kralik#
180-500 | 175-360 | 130-470 800- 800- 300-600 520 250-600
1100 1100

Podle Doubka et. al. (2014), * podle Knotka et. al. (2017)

Diskuse
Trombocyty savct jsou bunééné bezjaderné fragmenty oddélené z megakaryocytd (z 1
megakaryocytu az 1-3 tis. trombocytl).

Megakaryocyt
Jejich tvorba probiha postnatalné v kostni dieni. Megakaryopoéza je pod vlivem riistovych
faktori: trombopoetinu (produkovan v jatrech) a erytropoetinu (produkovan zejména
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V ledvindch a pak v jatrech). Nefunk¢ni trombocyty jsou odstranovany makrofagy jater a
sleziny.

Z hlediska funkce se v trombocytu rozlisuji 4 zony: (1) v periferni zoné jsou mj. receptory
zprosttedkujici aktivaci koagulacnich procest (napiiklad pro kolagen, faktor aktivujici
desticky aj.), ddle membranové fosfolipidy, které se uplatituji v koagulaci jako destickovy
faktor 3, kontraktilni vldkna obsahujici aktin pfispivaji k retrakci vybézka (pseudopodii)
trombocytll v prubéhu koagulace; (2) zéna rozpustného (solubilniho) gelu (zona sol-gel)
obsahuje systém vldken (mikrofilament) a kandlki (mikrotubulll), tvofenych kontraktilnimi
proteiny (myozinem a aktinem) a majicimi vyznam pro zajiSténi tvaru desticky a sekreci
granuli (viz dale); (3) v z6né organel se nachédzeji mj. mitochondrie a granule (alfa, delta,
lambda) — o-granule obsahuji destickové faktory 2 a 4, von Willebrandiv faktor,
imunoglobuliny, destickovy rlstovy faktor pro fibroblasty nebo pro hladkosvalové bunky
cévni stény aj., v S-granulich se skladuji serotonin, Ca%*, ADP, ATP aj., lyzosomalni A-
granule obsahuji kyselé hydrolazy (naptiklad katepsiny), v zon€ organel jsou také pfitomné
peroxisomy, v nichZ jsou obsazené antioxida¢ni enzymy (napiiklad glutathionperoxidaza); (4)
zéna membranovych systémi obsahuje dva vzijemné propojené systémy: otevieny
kanalikularni systém — mé vyznam pro transport granuli na povrch desticky, a hutny (denzni)
tubularni systém — obsahuje Ca?* a enzymy, zapojené do tvorby derivatd kyseliny
arachidonové (prostaglandinti, prostacyklinu a tromboxanu Ap,) které rovnéz ovliviuji
hemostazi. Na povrchu desti¢ky jsou také rlizné antigeny.

Trombocyty jsou jednou zhlavnich komponent, uplatiiujicich se v procesu
hemokoagulace. Jejich ucast v ni probihd v soucinnosti s dal§imi faktory — cévni sténou a
plazmatickymi faktory (koagula¢nimi faktory a jejich inhibitory). Vyznamna je jejich ucast i
v dalSich procesech:

Ptfedpokladem zapojeni trombocytii v hemostazi je jejich aktivace (tzn. zvySeni obsahu a
aktivity enzymil, zména tvaru, tvorba pseudopodii, zvySena exprese povrchovych receptord,
zvySené uvoliovani medidtort aj.). Proces aktivace destiCek je dusledkem jejich interakci
s porusenym cévnim endotelem a plazmatickymi faktory. Ucast desti¢ek v hemostazi spo¢iva
zjednodusSené vyjadieno v tvorbé primarni krevni zatky a v usnadnéni (facilitaci) koagulace,
tzn. v prokoagula¢nim plisobeni.

Primarni zvysSeni poctu trombocyti se oznacCuje trombocytemie, pii¢ina je v kostni dieni
(vétSinou esencidlni trombocytemie, tj. neznamého plvodu, napiiklad pii nédorovych
onemocnénich). Sekundarni (reaktivni) zvySeni poc¢tu trombocyti se oznacuje trombocytoza,
pfi¢ina je mimo kostni dfeni a je reakci na rtizné patologické procesy (naptiklad na zanéty,
akutni stres doprovazeny zvysenou kontrakei sleziny u nékterych zvifat — psa, koné aj.).
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Snizeni poctu trombocytl se oznacuje trombocytopenie, pfi¢inami je snizena tvorba (pfi
aplikaci kortikoidt, estrogentl, parvovirovém onemocnéni psi, autoimunitnich procesech aj.),
zvysena destrukce (imunitné zprostiedkovand onemocnéni), zvysena sekvestrace, tj. oddéleni
casti krve od krevniho obéhu (naptiklad ve slezing pfi jeji torzi).

Pro poruchu funkce se pouziva oznafeni trombocytopatie, zvySena funkce byva pii
diabetes mellitus, infekénim zanétu peritonea u kocek aj., snizena funkce pti tézkych
onemocnénich ledvin, nadorech aj.

Tvorba trombocytl se oznacuje megakaryopoéza — vyvoj prekurzori totiz probiha do
stadia megakaryocytu a v ném jsou jiz zralé trombocyty, které se uvolnuji do krevniho
reciste.

Trombocyty Ize blize charakterizovat pomoci trombocytarnich indexi. Ty poskytuji udaje
zejména o tvorb¢ trombocytl a jejich uplatnéni v hemostazi. Mezi hlavni indexy (hodnoty
desticky) patfi: stfedni objem desticky (MPV, Mean Platelet Volume), coz je pramérna
hodnota praméra desti¢ky ziskané pfimo v automatickych analyzatorech, vyjadiuje se ve fl,
destickovy hematokrit (Pt, Plateletcrite), ktery vyjadiuje podil objemu krevnich desti¢ek
na celkovém objemu krve, je vypocitan z hodnoty MPV a poctu trombocyti, vyjadiuje se
v I/I; histogram podle MPV, ktery vyjadiuje kiivku zavislosti MPV na Cetnosti krevnich
desticek, se zjist'uje na automatickych analyzatorech; distribu¢ni Site desticek (PDW,
Platelet Distribution Width) udava §ifi hlavni populace destiéek v jejich histogramu podle MPV.

Zavér, pozndmky & komentadre
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Funkce koagulacnich faktoru, protrombinovy ¢as
a aktivovany parcialni tromboplastinovy Cas

Uvod

V procesu hemostaze hraji podstatnou roli mechanismy hemokoagulace. Tyto jsou vysledkem
interakci mezi strukturami cévni stény, trombocyty a faktory pfitomnymi v krevni plazmé.
Plazmatické faktory lze rozdélit na faktory srazeci (koagulacni), faktory rozpoustéjici krevni
srazeninu (fibrinolytické) a inhibitory koagulace. Aktivace plazmatickych faktord vede v
konecném efektu k pteméné fibrinogenu na fibrin, zpevnéni trombu a pfeméné tekuté plazmy
na gel.

K hodnoceni hemostaze se pouziva, jak bylo uvedeno vyse, hemostazeologické vySetieni.
Patfi mezi n€ stanoveni protrombinového Casu (test se také oznacuje Quickiv), pomoci néhoz
se vyhodnocuje zejména vnéjsi cesta koagulace, dale stanoveni aktivovaného parcialniho
tromboplastinového Casu, kterym lze vyhodnotit pfedev§im vnitini cestu koagulace krve.

Cile

Fyziologické aspekty hemostaze se zamétrenim na koagulaci
Protrombinovy ¢as a jeho stanoveni

Aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as a jeho stanoveni
Antikoagulacni ¢inidla

Hemostazeologicke testy

Diskuse

YV VYV VY

Metody

Protrombinovy c¢as

Piiprava vzorku
v Cerstvy vzorek krve stabilizovat citritem sodnym
v" Centrifugaci ziskat citratovou plazmu
v" Pouzit reagencie Tromboplastin-S
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VySetieni vzorku

v Vyuzit koagulometr

Pristroj pro méreni hemostazeologickych parametrii

v" Stanovit protrombinovy ¢as
o Pracovnim postup — viz laboratof

v Vyuizit kapesni systém CoaguChek s testovacimi prouzky (orientaéni stanoveni)
o Odbér kapky krve naptiklad z usni zily
o Pracovni postup — viz obrazek

Tester CoaguChek
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Protrombinovy ¢as a aktivovany parcialni protrombinovy ¢as

v Automatizovana hematologie
o Pracovni postup — viz laboratot

Hematologicky automaticky analyzator

1D 311l PY 27.4 sec
Final APTT 30.7 sec
10/10 07:42 000008-01  Fbg 5.6 sec  3.58 g/i
Valid TT 26.5 sec
AT3 0,141 40D 118.0 %

Priklad vysledku hemostazeologického vysetreni
Vysvétlivky: PT = protrombinovy ¢as, APTT = aktivovany parcialni tromboplastinovy cas, Fbg = fibrinogen, TT
= trombinovy ¢as, AT3 = antitrombin 3
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Vysledky

Protrombinovy ¢as (Quickuyv test)

v VySetfovana krev (Zivoc¢isny druh):

v" Stanovena hodnota:

v" Srovnani s referenénimi hodnotami:

Aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as
v VySetfovana krev (Zivoc¢isny druh):

v" Stanovena hodnota:

v" Srovnani s referenénimi hodnotami:

Mezidruhové srovnani PT [s] a APTT [s] s referen¢nimi hodnotami

Pes Kocka Kun
PT 7-10 9-13 21-57
APTT 12-17 14-20 64-110

Podle Doubka et. al. (2014)

Diskuse

Klasicky vyklad charakterizuje hemokoagulaci jako sled aktivaci koagulacnich faktori
(vétSinou serinovych proteindz), uspotadanych stupnovité (kaskadovité). V zdsadé podle
tohoto modelu probiha aktivace koagulace vnéjsi cestou (ma vyznam pro spusténi koagulace)
a vnitini cestou (ma vyznam pro zesileni koagulace). V zgymu zachovani tekutosti krve a

prachodnosti cév jsou v plazmé pfitomné inhibitory koagulace, naptiklad antitrombin.
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hemokoagulacni faktory

Produkce: hepatocyty (vétsina), megakaryocyty (FV, von Willebrand(v
faktor), endotel (tkanovy faktor, von Willebrandiv faktor),
monocyty, mozek, plice, placenta (tkanovy faktor)

{poradi podle okamZiku z:;:jt:;i do koagulacnich reakei) Fumkre - specifikace
prekallikrein (Fletcherdv faktor) serinova proteinaza
kallikrain kofaktor
FXII (Hagemaniv faktor) serinova proteinaza
Vysokomolekularni kininogen (HMWE, Fitzgerald{v faktor) kofaktor
FXI (Rosenthaldv faktor, antihemofilni faktor C) serinova proteinaza
FIX (Christmas faktor, antihemofilni faktor B) serinova proteinaza
FVIII (antihemofilni faktor &) kofaktor
FVII (prokonwvertin) serinova proteinaza
tkanowy faktor (FIIT, tromboplastin) kofaktor
FX (Stuartiiv-Prowerové faktor) serinova proteinaza
FV (proakcelerin) kofaktor
FIV Ca?*
destickove fosfolipidy (FL) kofaktor
FII (protromibin) serinova proteinaza
el stavebni (tvorba sitoviny)
FXIII (faktor stabilizujici fibrin) transaminaza

VeétSina koagulaénich faktorti je v krevni plazmé ptitomna v neaktivni (prekurzoroveé)
formé& (mimo tkafiového faktoru a Ca?*) a v priibéhu koagulace je aktivovana.
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Klasicky model hemokoagulace

Vnéjsi koagulacni kaskada
Iniciace: ruptura cévy, unik krve

do okolni tkané, aktivace f IV
faktoru Ill (tkanovy faktor, .
vomboplastny |l — V]2 =— Xa

Spole¢na koagula¢ni kaskada @
Aktivace protrombinu (f. IlI) faktorem X,

trombin aktivuje fibrinogen (f. 1) a vytvari Ia <:| Ila

se sit fibrinovych viaken.

Revidovany model hemokoagulace

il

iniciace o
= zahajeni,

v mist& poranéni, Winill 1 S 3 =

fibroblasty, monocyty,... Flita [t FIX

X —— 'ﬂ L

amplifikace Pl || CaPL
= zesileni,

povrch adherovanych = RVl »|FVllla

trombocytd . m # v

Fil * Flla
propagace e : > FXIll
= rozsireni,
povrch aktivovanych FBG ———— Eﬂbﬁn I Ca®
trombocytil

+— Fillla

L
nerozpustny fibrin

Novy (revidovany) model hemokoagulace vychézi z klasického modelu, jeho ptednosti je,
ze vysvétluje fyziologickou i1 patologickou hemokoagulaci probihajici in vivo. Je to
ttistupiiovy model s fazemi: iniciace, amplifikace, propagace.
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Antikoagula¢ni ¢inidla

Antikoagulacni ¢inidla jsou latky zabranujici koagulaci. Podle mechanismu ucinku lze tato

¢inidla rozd¢lit do nékolika skupin:

» Antagonisté vitaminu K: zasahuji do metabolismu vitaminu K, ktery je nezbytny pro
tvorbu fady koagula¢nich faktorii v jatrech (zejména karboxylaci FFII, VII, X), plsobi
tedy pouze in vivo a pouzivaji se i terapeuticky (napiiklad kumarinové preparaty,
warfarin)

> Utinek na urovni aktivace trombinu. Na bazi potenciace u¢inku antitrombinu a inhibice
FXa (a dalSich serinovych proteindz) piisobi heparin (obsazen v granulich zirnych bunék a
bazofili), ktery se pouziva pii aplikacich in vitro i in vivo, kde se vyuziva i pfi terapiich
(nizkomolekulové hepariny). Pfimym inhibitorem trombinu je hirudin (secernovan
slinnymi zlazami pijavice Hirudo medicinalis), ktery uc¢inkuje jak in vivo, tak in vitro.
Trombin a FXa jsou inhibovdny i novéjSimi perordlnimi antikoagulancii (gatrany —
trombin, xabany — FXa)

» Dekalcifikaéni ¢inidla: reverzibilné 1ze koagulaci zabranit vazbou kalciovych iontt (FIV).
Takto plsobi citrat sodny, oxalaty ¢i soli EDTA

Kumarin je obsazen v rostlinach — tomce vonné, semenech silivoné obecného, svizeli
obecném aj. Od kumarinu jsou odvozené i nékteré rodenticidy (brodifakum), které jsou
potenciondlmi pric¢inami otrav psti a dalSich savct.

Hemostazeologické testy

Hemostazeologické testy lze ¢lenit na:

» nespecifické:
a) globalni — hodnoti jeden systém srdZeni krve, naptiklad hemostatickou funkci
trombocytu,
test: Cas krvaceni (sledovani zastavy krvaceni po vpichu, nejcastéji do bukalni sliznice);
b) vyhledavaci (skupinové) — hodnoti vnéj$i a vnitini cestu koagulace a pfeménu
fibrinogenu,
testy: protrombinovy Cas, PT, aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as, APTT (viz
dale);

» specifické — hodnoti plazmatické koagulacni faktory, naptiklad koncentraci fibrinogenu,
pfipadné inhibitory koagulace, naptiklad aktivitu antitrombinu
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Hemostazeologicky analyzator

Hlavnimi vyhleddvacimi hemostazeologickymi testy uzivanymi ve veterinarni medicing jsou:

o PT (protrombinovy ¢as, Quickiv test). Test ovétuje funkénost vnéjsi cesty koagulacni
kaskady (FFVII, X, II a V) a fibrinogenu a také spole¢né cesty. UrCuje Cas od aktivace
FIII do vytvoreni fibrinové sité a vyjadiuje se bud’ v sekundach nebo jako INR
(International Normalized Ratio). VyuZziva se pii diagnostice naptiklad onemocnéni jater,
nedostatku vitaminu K, diseminované intravaskularni koagulace (DIC), dale pied
chirurgickymi zakroky a pro monitoring 1é€by warfarinem nebo kumariny. Principem
testu je pfidani CaClz a FIII (tkanového faktoru neboli tromboplastinu) ke stabilizované
(dekalcifikované) krvi. Hodnoceni je zaloZeno na optické a mechanické detekci fibrinové
sité

o APTT (aktivovany parcialni tromboplastinovy c¢as). Test ovéifuje funkénost vnitini
cesty koagulaéni kaskady (FFXII, XI, IX, VIII) a spole¢né cesty. Uréuje ¢as od aktivace
FXII po vytvofeni fibrinové sité. Pro aktivaci se vyuzivaji kontaktni povrchy (naptiklad
kaolin a parcidlni tromboplastin, parcidlni se oznaCuje proto, ze se vyuZziva jen jeho
fosfolipidova slozka, coz je nahrada destickového faktoru 3), které in vivo poskytuji
trombocyty. Nezbytné je (stejné jako u dalSich testil) pfidani vapenatych iontd. Vyuziva se
zejména k diagnostice deficiti vySe uvedenych koagulacnich faktor. Hodnoceni je
zalozeno na optické a mechanické detekci fibrinové sité

o Vyhledavacim testem je také stanoveni trombinového ¢asu (TT). Slouzi k testovani
Stépeni fibrinogenu trombinem (tzn. spolecné cesty) po pfiddni trombinu k plazmé.
Uzitecny je pii diagnostice onemocnéni jater, pfi nichZ je naruSena proteosyntéza (mj.
snizena syntéza fibrinogenu, hypofibrinogenemie nebo albuminu, hypoalbuminemie)
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APTT

FXlla

prekallikrein
HMWK

FXla

FIXa
fosfolipidy
Cast

-

fosfolipidy
Ca?*

FVa

v

TT protrombin =——————>Jpp trombin

fibrinogen =————J fibrin
Fbg

Zakladni skupinové hemostazeologické testy
Vysvétlivky: APTT = aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as, PT = protrombinovy cas, TT =
trombinovy ¢as, Fbg = fibrinogen, Pre-K = prekallikrein, HMWK = vysokomolekularni kinogen (high
molecular weight kininogen), PL = fosfolipidy

K posouzeni fibrinolyzy slouzi stanoveni fibrin(ogen) degrada¢nich produkt a D-dimert,
které jsou §t€pnymi produkty fibrinu.

Pristroj pro stanoveni D-dimertu

Zaver, pozndmky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Leukocytarni komplex
Funkce leukocytu, jejich pocCet v objemu krve

Uvod

Funkce leukocytii predstavuji komplex interakei s dalSimi bunéénymi systémy. Interakce se
uskuteCiiuji  vétSinou prostiednictvim fady latek v leukocytech obsazenych nebo jimi
produkovanych (protilatek, cytokinli a reaktivnich forem kysliku aj.) a které jsou podstatou
jejich pestrych efekti. K hodnoceni leukocytli se pouzivaji kvantitativni (numerické) testy,
kvalitativni (morfologickd) vysetfeni a funkéni vysSetfeni.

Leukocyty (bilé krvinky, WBC, White Blood Cell) jsou krevni buiiky, které jsou dilezitou
soucdasti imunitniho systému. Pro jeho spravnou funkci je dulezity adekvatni pocet leukocyta.

Pocet leukocyti vobjemu krve je tedy dulezitym fyziologickym i diagnostickym
parametrem. Pocet leukocytil Ize stanovit manualné pomoci Biirkerovy komirky (viz pocet
erytrocytll v objemu krve). Pro fedéni krve se pouziva Tiirkliv roztok, ktery lyzuje erytrocyty
a trombocyty a barvi jadra leukocytli metylenovou (gencidnovou) violeti, ktera je v ném
obsazena. V souCasné¢ dob&é se pocet leukocytl stanovuje pomoci automatickych
hematologickych analyzatora.

Protilatky (Ab, Antibodies, 1g, imunoglobuliny) jsou chemicky y-globuliny, které se syntetizuji
V plazmatickych buikéach (vznikaji z B-lymfocytl po jejich stimulaci antigenem). Skladaji
se ze 2 identickych tézkych fetézcii a 2 identickych lehkych fetézct. Tézkym fetézcim
odpovidaji tfidy Ig — A, D, E, G a M. Funkce Ig spocivaji naptiklad ve zvySeni uc¢innosti
fagocytdzy, inaktivaci bakterialnich toxind, neutralizaci virovych ¢astic aj.
Antigen (Ag) je zjednodusené cizi protein nebo polysacharid (tedy substance s velkou
molekulovou hmotnosti), rozpoznatelny imunitnim systémem a schopny vyvolat imunitni
odpovéd’ (naptiklad tvorbu protilatek).

Cytokiny jsou riznorodé skupina latek, nejednotné klasifikace, s pomérné velkou
molekulovou hmotnosti (chemicky peptidy). Jsou produkovany monocyty, neutrofily a
dal$imi buiikami po jejich stimulaci (naptiklad pfi zdnétu, nadorovém onemocnéni aj.).
Pisobi v bezprostfednim okoli svych producentli nebo piimo na né, pficemz Gcinky jsou
mnohostranné: n¢které ovlivituji zdn€tovou reakci (interleukiny), jiné piisobi virocidné
(interferony), dalsi jsou mediatory horecky (n€které interleukiny, faktory nekrotizujici
tumory aj.) atd. U&inné jsou jiz ve velmi malych koncentracich (nmol aZ pmol). Piisobi
receptorovym mechanismem, jsou zndmy i inhibitory jejich ti¢inku.

Reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species) maji vysokou chemickou
reaktivitu. Obvykle se ¢leni (1) na volné kyslikové radikaly, které maji ve vnéjsi sfére
svého elektronového obalu volny (nesparovany) elektron — patii sem naptiklad
superoxidovy anion, hydroxylovy radikal aj., a (2) formy bez nesparovaného elektronu —
napftiklad singletovy kyslik, peroxid vodiku. Mezi ROS se fadi i1 reaktivni formy dusiku
(jeho slouceniny s kyslikem), naptiklad radikalova forma oxidu dusnatého.
Zdroje vzniku ROS lze rozdélit na (1) endogenni, naptiklad ox.-red. reakce dychaciho
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fetézce, reperfuze (obnova prokrveni tkané po ptedchozi nedokrevnosti, coz nastava
napftiklad po operacich apod.) aj., (2) exogenni, naptiklad UV zateni, znecisténé ovzdusi
pramyslem, dopravou, v potravé obsazené tézké kovy (Fe, Cu, Cd), nékteré 1éky.
Obrana proti u¢inkim ROS muzZe byt zajisStovana antioxidacnimi enzymy (naptiklad
superoxiddismutdzou, glutathionperoxidazou, cytochromoxiddzami dychaciho fetézce aj.)
a také neenzymov¢ (naptiklad vitaminy E, C, dale B-karotenem, albuminem,
ceruloplazminem, bilirubinem, selenem aj.).

Hlavnim efektem ROS je peroxidace fosfolipidii bunécnych membran s naslednym
poskozenim dalSich soucasti bunky. Z tkani je k jejich u€inku nejcitlivéjsi cévni endotel.
Pisobeni ROS je 1 prospésné, naptiklad pii smrceni zivého objektu béhem fagocytdzy, na

jejich uvoliiovani je zaloZen také efekt nckterych 1€kt (chemoterapeutik) aj.

Cile

» Stanoveni poctu leukocytll v objemu krve vybranych druht zvirat

» Mezidruhové zhodnoceni a srovnani s referenénimi hodnotami
» Diskuse

Metody

Manualni stanoveni po¢tu leukocyti

Vyuziti Biirkerovy komurky
v" Viz cviceni Pocet erytrocytt v objemu krve

Biirkerova komurka

Piiprava vzorku krve
v’ Naftedit 25 pl krve stabilizované krve do 475 ul Tiirkova roztoku
v Ve sklenéné bani¢ce jemné promichat, nechat 2 min stat
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Automatické pipety

Vysvétlivky: 1 — pro Hayemuv roztok (pocitani erytrocytd — 4975 ul), 2 — pro Tiirktiv roztok (pocitani leukocyta
— 475 ul), 3 — pro krev (pocitani erytrocytu, leukocytd, trombocytt — 25 ul)

PInéni Biirkerovy komiirky
v Viz cviceni Polet erytrocyt v objemu krve

1/400

1100

mm? 1/25 mm?

Poditani leukocyti

v' Umisténi Biirkerovy komtrky na stolek mikroskopu

v’ Nastaveni finalniho zvétSeni 400x (objektiv 40)

v" Prohlizeni preparatu meandrovitym zptisobem

v' Poéitani bun&k v 50 velkych étvercich (obsah jednoho &tverce je 1/25 mm? — viz udaj na
komirce) s dodrZzenim Biirkerova pravidla (viz Pocet erytrocyti v objemu krve)
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Leukocyty v "/
Biirkerove komuirce, meandrovité prochdzeni
preparadtu a Biirkerovo pravidlo

o hranicnich carach

Vysledky

Stanoveni po¢tu leukocyta v objemu krve
v Kalkulace poc¢tu leukocytl v objemu ptivodniho (nefedéného) vzorku krve.
Ptiklad:
o V 50 velkych ¢tvercich bylo nalezeno 80 leukocytt
o Objem jednoho geometrického utvaru vyplyva z Gdaji na Biirkerové komtrce
(obsah 1/25 mm?, hloubka 1/10 mm), tedy 1/250 mm?
o Celkovy objem geometrickych tutvari, ve kterych byly leukocyty spocitany:
50x1/250 mm?® = 1/5 mm?
V 1 mm?3 je 5x vice leukocytti, coz ¢ini 80x5
Vzorek byl fedén 20x, v nefedéném ptivodnim vzorku je tedy 20x vice leukocyti,
tedy 80x5x20
Vyjadieni v objemu 1 1 (1 I = 10° mm?): 80x5x20x10°
V 1| vysetiovaného vzorku krve je 8x10° leukocytii

v Kalkulace a vyjadieni poétu leukocytti v 1 1 ptivodniho (nefedéného) vzorku krve:

Zivo&isny druh Pocet leukocytii/l krve

Mezidruhové srovnani poétu leukocyti [x10%1] s referenénimi hodnotami

Pes Kocka K Skot Ovce Koza Prase Kralik*

6,0-180 | 6,8-16,8 | 5,6-14,8 | 6,0-10,0 | 4,0-120 | 4,0-13,0 | 11,0-220 | 51-125

Podle Doubka et al. (2014), * podle Knotka et al. (2017)
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Diskuse

Leukocyty jsou krevni bunééné jaderné elementy. Postnatalné za fyziologickych podminek se
tvofi v primarnich (centralnich) lymfatickych orgénech (kostni dieni a thymu). Mimo krevni
feCisté se vyskytuji ve slezin€, ale také vystupuji z krevniho fecisté (diapedezi) a migruji do
tkani, kde se né¢které mizou diferencovat v dalsi bunky (naptiklad tkanové makrofagy).

Pocet leukocytil za fyziologickych podminek zavisi na zivo¢isSném druhu (viz tabulka vyse)
a také aktudlnim stavu organismu — véku (novorozenci maji ¢asto vyssi pocet, predevsim
neutrofill), pocet leukocytll vykazuje také cirkadianni kolisani (rdno nejméné, v prub¢hu dne
nartistani poctu), pohlavi pocet leukocytl pfili§ neovlivituje. Pfi¢inami patologickych zmén
poctu leukocytl jsou naptiklad stres, infekce a zanéty, hypoxické stavy (deficit kysliku),
nadorova onemocnéni, hemolyzy, vrozené poruchy imunitniho systému aj.

Funkce leukocyti koncentrované vyjadieno spoéivaji v zajistovani obranyschopnosti
(pomoci v nich obsaZzenych enzymu, dale jimi uvoliiovanych cytokini a dalSich latek).
Granulocyty pfitom zajist'uji nespecifickou imunitu (neutrofily, eozinofily — fagocytozu),
agranulocyty nespecifickou (monocyty, NK-buriky) a specifickou imunitu (B-lymfocyty —
protilatkovou imunitu, T-lymfocyty — bunéénou imunitu). Podrobné&ji — viz dale.

Odchylky v poctu krevnich leukocytii od referenéni hodnoty mohou indikovat nékteré
Z téchto pripadu:

Leukocytéza — zvyseny pocet leukocytll v obvodové (periferni) krvi nad referencni rozmezi
daného zvifecitho druhu. Nastava napiiklad pii bakteridlnich zanétech a hematologickych
malignitach (nékterych lymfomech, leukemiich).

Leukopenie — snizeny pocet leukocyti v obvodové krvi pod referenéni rozmezi daného
zviteciho druhu. Nastdva napiiklad pti virovych infekcich, nékterych terapiich (aplikace
imunosupresiv) aj. a vede ke zvySené nachylnosti organismu k infekcim.

Tyto odchylky jsou dény hlavné zménami poctu neutrofild a lymfocytl, tj. dvou
nejpocetnéj$ich populaci leukocytu.

Zaveér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Funkce a zastoupeni jednotlivych populaci leukocytu

Uvod

V periferni krvi lze na zakladé¢ morfologickych kritérii rozliSit pét zakladnich populaci
leukocytti, které se fadi na =zdkladé tvaru jadra a pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
cytoplazmatickych specifickych granuli do dvou skupin: (1) leukocyty s vice ¢i méné
Clenitym jadrem a piitomnosti specifickych granuli se nazyvaji granulocyty, (2) leukocyty
s kompaktnim jadrem a bez specifickych granuli se oznacuji agranulocyty. Granule jsou
vlastné lyzosomy. Neutrofilni granulocyty (dale rozliSovany na tyCky/tyCe a segmenty),
eozinofilni granulocyty a bazofilni granulocyty se fadi mezi polymorfonuklearni leukocyty
se specifickymi granulemi. Monocyty a lymfocyty patii mezi monomorfonuklearni leukocyty
bez specifickych granuli.

Uvedené populace leukocytl jsou vytvafeny v rizném poctu vzhledem ke svym
specifickym funkcim a aktudlnim potfebam organismu. Podil jednotlivych populaci leukocytt
na celkovém poctu leukocytl je dilezitym fyziologickym parametrem a diagnostickym
ukazatelem a oznacuje se diferencialni rozpocet leukocyti. Obecné pficiny patologickych
zmén jednotlivych populaci leukocytli maji ptivod v poruchéch jejich tvorby a uvoliiovani do
cirkulace, v jejich zkraceném ptezivani, ve zvySené konzumpci (spotfebovani), redistribuci
(neutrofily marginujici, tj. ,,nalepené* na stény cévy vs. axialni, tj. proudici podle osy cévy),
nahradni krvetvorbé (pfi nadorovych onemocnénich kostni diené probihd nahradni krvetvorba
ve slezin¢, v jatrech) a také fazi onemocnéni. Faze pfi bakteridlnim zanétu vyjadiuje
Schillingova kiivka. Ta je tvofena postupné nésledujicimi fazemi: (1) bojovou se zvySenym
poctem neutrofili s posunem doleva, (2) obrannou se zvySenym poc¢tem monocyti a (3)
ozdravnou se zvysenym poctem lymfocyta.

faze
ozdravna

neutrofilie

posun doleva monocytéza lymfocytoza
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Pro manuélni hodnoceni diferencidlniho rozpoctu se vyuziva trvaly krevni preparat. Trvaly
krevni preparat je mikroskopicky film ziskany Setrnym rozetienim kapky krve na podlozni
sklo a jeho ptehlednym (panoptickym) obarvenim. Pouziva se metoda podle Pappenheima
(kombinace barviv podle Maye-Griinwalda a podle Giemsy-Romanowského). Panoptické
barveni se vyuziva na vizualizaci a hodnoceni jak leukocytl, tak erytrocyt i trombocyti.
Barvivo podle Maye-Griinwalda barvi cytoplazmu, barvivo podle Giemsy-Romanowského
jadra bilych krvinek.

Oznacenti bilé krvinky pochazi z obdobi, kdy se nepouzivalo barveni krevnich natéra.
Viktor Schilling (*1883-11960) — némecky hematolog, zavedl klasifikaci leukocytu a jejich
diferencialni rozpocet.

Artur Pappenheim (*1870-11916) — némecky hematolog, ktery mj. vypracoval metodu
panoptického barveni, naptiklad krevnich natérii nebo aspirati kostni diené.
Podstatou tohoto barveni je pouZiti barviv podle Maye-Griinwalda a Giemsy-
Romanowského.

(Richard May /*1863-11937/ — némecky patolog, Ludwig Griinwald /*1863-11927/ —
némecky otorinolaryngolog, Gustav Giemsa /*1867-11948/ — némecky chemik, Dmitri L.
Romanowsky /*1861-11921/ — rusky parazitolog.)

Cile

Ptiprava trvalého krevniho preparatu vybranych druhi zvifat

Panoptickeé barveni trvalého krevniho preparatu s vyuzitim protokolu podle Pappenheima
Identifikace (morfologické hodnoceni) leukocytti obvodové krve u vybranych druhti zvitat
Stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocytt

Mezidruhové srovnani a hodnocent

Diskuse

YVVVVYVY

Metody

Pripravit krevni natér

v' Kapnout krev (kapka velikosti barevné Spendlikové hlavicky) na podlozni sklo
k matovému okraji

v" Uchopit palcem a ukazovakem zabrousené roztérové sklo, pfiloZit ho pod thlem asi 45 °

az se kapka krve rozlije po celé hran¢ roztérového skla a zhotovit natér lehkym pohybem

smérem k opacnému konci podlozniho skla tak, aby natér byl rovnomérny, tenky,

S rovnymi okraji a prechazel do ztracena

Oznacit natér

Susit pfi laboratorni teploté ve stojanu na natéry nebo na pracovnim stole (minimalné 10

min)

AN
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Postup zhotoveni krevniho natéru

Kategorickym pozadavkem je, aby krevni natéry byly technicky dokonalé.
- -
—

Nativni krevni natery
Vysvétlivky: 1 = spravny natér, nespravné natéry: 2 = kratky, 3 = dlouhy, 4 = bez cip,

5 = s mastnymi oky, 6 = izky, 7 = §iroky, 8 = nerovnomérny

Barveni krevniho natéru
v" Barvit podle Pappenheima (podlozni skla v horizontalni poloze):
o Pftidat asi 20 kapek roztoku podle Maye-Griinwalda, nechat ptisobit 3 min
o Oplachnout destilovanou vodou — 3 min

o Prfidat roztok podle Giemsy-Romanowského (fedéni zasobniho roztoku:

kapek do 10 ml vody) — 15 min
o Opléachnout v destilované vodé, nechat oschnout pfi laboratorni teploté
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Postup barveni krevniho ndtéru podle Pappenheima (podlozni skla v horizontalni poloze)

v" Barvit podle Pappenheima (v kyvetach):

[ \ [ \ [ \ [ \ [ \ agn

. 4

May-Griinwald fosfatovy pufr Giemsa-Romanowsky fosfatovy pufr fosfatovy pufr tekouci voda

Ulozit natér do 1. kyvety s Mayovym-Griinwaldovym roztokem — 10 min
Oplachovat ve 2. kyveté fosfatovym pufrem o pH 6,7-6,8 (podle potieby vyménovat)
Ulozit do 3. kyvety s Giemsovym-Romanowského roztokem — 10 min

Oplachnout ve 4. kyvet¢ fosfatovym pufrem o pH 6,7-6,8

Opléachnout v 5. kyveté fostatovym pufrem o pH 6,7-6,8

Opléachnout pod tekouci vodou a nechat oschnout pfi laboratorni teploté

Natéry po nabarveni zkontrolovat mikroskopicky:

erytrocyty rizovosedé, leukocyty — jadra tmave¢ fialova, eozinofily — granule
zlutohnéd¢ az oranzové, neutrofily — granule purpurové, bazofily — granule tmavé
fialové, trombocyty tmaveé rizové — viz dale

O O O O O O O
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Barvit metodou rychlého barveni — naptiklad Hemacolorem

O O O O

O

Barveni natéru — Hemacolor

Fixovat natér v alkoholové smési po dobu 5-30 s

Barvit v roztoku eozinu Y po dobu 3x1s az 2 min

Barvit v roztoku azuru B po dobu 6x1s az 3 min

Ponofit natér do roztoku s pufrem o pH 7,2 na 45 s, ptipadné oplachnout pod tekouci
vodou

Ulozit natér do stojanu a nechat oschnout pii laboratorni teploté¢ — 3 min

Natéry po nabarveni zkontrolovat mikroskopicky:

jadra vSeobecné purpurova az fialova, lymfocyty — cytoplazma svétle Sedd az modra,
pfipadné azurofilni granule purpurové cervené, monocyty — cytoplazma Sedava,
neutrofily — granule narGizovélé az svétle fialové, eozinofily — granule oranzovoruzové
az Cervenohnédé, bazofily — granule tmavé fialové az ¢erné

Fixovany nenabarveny natér 1ze uchovévat pii laboratorni teploté n¢kolik tydnt (do
okamziku barveni), fixovany obarveny natér Ize uchovavat pii laboratorni teploté nékolik
rokll. Zbarveni granuli urcité populace granulocytt vykazuje rozdily u jednotlivych druht

Rychlé testy (Hemacolor, Diff-Quik) barvi intenzivnéji erytrocyty — proto nemusi byt

zvitat, ptipadné plemen (u pst).

odhaleny odchylky v barvé erytrocytli (polychromazie).

v" Mikroskopie

o Umistit trvaly krevni preparat do mikroskopu, objektiv 100 (celkové zvétSeni
1000x) s vyuzitim imerzniho oleje

o Meandrovité prochézeni preparatu v mistech rovnomérného rozprostieni bunék (1-
3 cm od konce natéru), hodnoceni 100 leukocytl, u patologickych nalezii se
doporucuje 200 bunék
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Meandrovité prohlizeni trvalého krevniho preparatu

o Kategorizace hodnocenych leukocytl (granulocyty neutrofilni — ty¢ky, segmenty,
granulocyty eozinofilni, granulocyty bazofilni, lymfocyty, monocyty) na zaklad¢
jejich morfologie (tvar buniky a jadra, tinkéni vlastnosti cytoplazmy a jadra,
pritomnost granuli, pomér jadra a cytoplazmy, velikost buiiky aj.).

L

Schematicke znazorneni morfologie neutrofilnich granulocytu (vlevo tycka, vpravo segment)

Schematicke zndazornéni morfologie eozinofilnich (vlevo) a bazofilnich (vpravo) granulocytii
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Schematické zndzornéni morfologie agranulocytii (vlevo lymfocyt, vpravo monocyt)

Leukocyty

O Vyjadreni diferencialniho rozpoctu leukocytli v % nebo v absolutnich poctech
(nx10%/1),
pro vyjadieni v absolutnich poctech je nutné znat celkovy pocet leukocytl (viz
predesly ukol)
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Vysledky

Identifikace (morfologické hodnoceni) leukocyti obvodové krve a jejich popis u

vybranych druhi zviirat

Druh zvirete Neutrofil

Eozinofil

Bazofil

Lymfocyt Monocyt

Diferencialni rozpocet leukocytii [%0] u psa a kocky

Leukocyty

Pes

Kocéka

Neutrofily — ty¢ky

Neutrofily — segmenty

Eozinofily

Bazofily

Lymfocyty

Monocyty
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Mezidruhové srovnani diferencidlniho rozpoétu leukocytt [x10%1] s referenénimi
hodnotami

Pes Koéka Kurn Skot Ovce Koza Prase | Kralik*

Neutrofily
- tyeky 0,0-045 | 00-03 | 0001 | 000,12 | 0,0-0,12 | 0,0-0,12 | 0,0-0,9

Neutrofily 0,6-9,9*
- segmenty | 33105 | 36-120 | 2386 | 06-40 | 0760 | 1272 | 31103

Eozinofily 0,0-0,6 0,0-0,9 0,0-0,1 0,0-2,4 0,0-1,0 | 0,05-0,65 | 0,06-2,4 0,0-0,2

Bazofily 0,0-0,1 0,0-0,1 0,0-0,3 0,0-0,2 0,0-0,3 0,0-0,12 0,0-0,4 0,0-0,7

Lymfocyty | 1.0-3,6 1,0-6,0 1,5-7,7 2,575 2,0-9,0 2,0-9,0 4,3-13,6 | 2,6-11,2

Monocyty 0,0-0,5 0,0-0,6 0,0-0,1 | 0,02-0,84 | 0,0-0,75 | 0,0-0,55 0,2-2,2 0,0-0,9

Vysvétlivky: * neutrofily celkem
Podle Doubka et al. (2014), * podle Knotka et al. (2017)

Diskuse

Panopticky obarveny krevni natér souzi kromé diferencialniho rozpoctu bilych krvinek: (1) u
leukocytli k hodnoceni charakteru jejich jadra (chromatin, patologické segmentace), (2) u
neutrofild k prikazu inkluzi v jejich cytoplazmé (naptiklad Dohleho télisek, coz jsou
modré/modrosedé utvary obsahujici RNA, vyskytuji se pii tézkych infekcich), vakuol a
toxickych granulaci (granule obsahuji RNA a vyskytuji se pii téZkych infekcich), (3) u
erytrocytll k posouzeni jejich velikosti, tvaru, barvitelnosti, pfitomnosti jader (erytroblasty) a
inkluzi v cytoplazmé& (napiiklad Howellovych-Jollyho télisek, coz jsou zbytky jadra
erytroblastu) a (4) u trombocytl k prikazu jejich velikosti, aktivace (pseudopodie) apod.

990 ""0 0'0 (

©
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trombocyty

V
) O ©
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Nejvice zastoupené bunécné krevni elementy jsou erytrocyty, coz je dano jejich celkovym
podtem v objemu krve (x10'%/1), dale trombocyty (Fadové stovky x10%/1) a leukocyty (x10%/1).
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Funkce jednotlivych populaci leukocyti

Neutrofilni granulocyty patii pro svou fagocytarni schopnost a malou velikost mezi
mikrofagy. Pfedstavuji prvni bunéfnou linii obrany pii bakteridlnich infekcich. Ve
specifickych granulich jsou obsazeny alkalickd fosfatdza, lyzozym, myeloperoxidaza,
kolagenaza, elastdza, defenziny (peptidy s antimikrobidlnim a cytotoxickym efektem).
V mechanismech fagocytozy uplatiiuji svlij ucinek ROS, které vznikaji pii respira¢nim
(oxidacnim) vzplanuti neutrofili (respiratory burst). Do mista poskozeni (zédnétu) pronikaji
z krevniho fecCist¢ diapedézou. Podle stupné vyzravani (stupné segmentace jadra, tj. jeho
roz¢lenéni na useky/segmenty spojené tenkymi mustky) se rozliSuji neutrofilni tyCe/tycky
(jadro neclenéné, nesegmentované) a neutrofilni segmenty (jadro Clenéné, segmentovangé).
Primérny pocet segmenti se vyjadiuje Hynkovym ¢islem (Schillingovym indexem).
Hynkovo ¢islo je pocet jadernych segmentti na 100 neutrofilti. Jeho fyziologickd hodnota se
blizi 3. Je-li v obvodové krvi vyssi pocet tyek, znamena to jejich piedcasné vyplavovani
Z kostni diené€ (z riiznych pficin), coz se oznacuje posun doleva (podle toho, Ze pii sefazeni
vyvojovych stadii neutrofili zleva doprava, jsou mladé formy vlevo). Opaclny stav se
oznacuje posun doprava, je-li pocet segmentli vyssi nez 5 oznacuje se to hypersegmentace.
V obvodové krvi ptezivaji neutrofily fddové jednotky hodin, miizou na zaklad¢ riznych
signall prestupovat do tkani, kde Ziji 5-6 dni.

doleva doprava

n

&

v

myelocyt
segment

tycka

metamyelocyt

Eozinofilni granulocyty Maji schopnost fagocytdzy, plsobi cytotoxicky proti
parazitarnim infekcim a inhibicné u hypersenzitivit. V jejich granulich jsou piitomné
myeloperoxidaza, histamin, elastdza, defenziny.

Bazofilni granulocy maji v granulich heparin, serotonin, histamin. Uplatiuji se pfi
hypersenzitivitach, zdnétovych reakcich, pfi inhibici parazitarnich infekci. Funkéné jsou to
vlastné cirkulujici zirné buiiky, ale s odliSnym — segmentovanym jadrem. U kocCek a psu
jejich granule nejsou tmavé, ale spiSe v odstinech razové az purpurové.

Lymfocyty jsou zapojené do mechanismu specifické i nespecifické imunity. Recirkuluji
mezi krvi a lymfou. MuZou se tak setkavat s antigeny v lymfatickych tkanich a vykonavat tim
imunitni dohled. Obsahuji fosfatazy, lipidy aj.

B-lymfocyty (B-bunky) zajistuji humoralni imunitu (produkci protilatek —
imunoglobulini), diferencuji se v kostni dfeni. Délka zivota B-lymfocytl se uvadi ptiblizn¢ 2
az 3 tydny.

T-lymfocyty (T-buiiky) zprosttedkovavaji bunéénou (ptimy cytotoxicky ucinek) imunitu.
Rozlisuji se subpopulace (1) pomocnych T-lymfocyti (TH), které stimuluji B-lymfocyty
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k produkci protilatek proti uréitym antigenim (virim, bakteriim, alergenim), (2)
cytotoxickych T-lymfocytd (Tc), které vykazuji toxicky (lyticky) efekt na cilové buiiky a (3)
regulacnich T-lymfocytt (Treg), které tlumi imunitni reakce. T-lymfocyty (T-bunky) se
diferencuji v thymu. Délka zivota T-lymfocytti mize ¢init roky.

Subpopulaci lymfocyti jsou také non B- a non T-lymfocyty (NK-buiiky), které vykazuji
cytotoxicitu proti nadorovym builkkam, virem napadenym buiikam aj., uplatiuji se tedy
nespecificky.

B- a T-lymfocyty a jejich subpopulace nelze rozliSit s vyuzitim trvalého obarveného
krevniho natéru, jejich diferenciace je zalozena na detekci specifickych povrchovych markert,
nejcastéji metodou imunofenotypizace s vyuzitim pratokové cytometrie.

Monocyty jsou nejvétsi bunikami obvodové krve. Patii mezi profesionalni fagocyty — jsou
soucasti monuklearniho (monocyto-makrofagového) fagocytarniho systému (MPS/MFS) a
zajistuji tedy nespecifickou imunitu. Ve tkanich se diferencuji na tkanové makrofagy.
Fagocytuji bakterie, mikroskopické houby, viry, zestarlé buiiky (erytrocyty), cizorodé latky.
Vykazuji cytotoxicky efekt proti nadorovym buiikdm. Predkladaji (prezentuji) antigen T-
lymfocytim.  Obsahuji esterdzy, myeloperoxiddzu (pouze mladé), lyzozym aj. Tvoii se
Vv kostni dfeni, po vyplaveni z kostni diené ¢asto marginuji na endotel cév. Délka Zivota je ve
dnech, ale ve tkanich ptfezivaji i n¢kolik let.

Kristian Hynek (*1879-11960) — Cesky internista.
Karl G. P. Déhle (*1855-11928) — némecky patolog.

Regulace a dysregulace bunéénych krevnich rad (obecné€)
Tvorba krevnich buné€k je v dynamické rovnovaze s jejich zdnikem

zanik krevnich

tvorba krevnich bunék
bunek * slezina
kostni dren, jatra,
thymus kostni dien
MFS

Vysvétlivky: MFS — mononuklearni (monocyto-makrofagovy) fagocytarni systém

Ztrata krve nebo zvySena potieba €i spotfeba krevnich bunék indukuje jejich nahrazovani
zvysenou proliferaci. Pii takové kompenzaci vznikaji 1 kvalitativni zmény bunééného slozeni
obvodové krve. V ramci obrannych pochodt se v obvodové krvi mizou objevit nezralé formy
leukocytl (posun doleva).
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ztrata nebo kﬂ?penzaEni
tvorby

T(S)p(’treba - nebo uvolnéni
krEVl'IVICh krevnich bunék
bunéek z depo

!

vyplaveni
vyvojovych forem
nebo zralych
bunék
(neutrofili)
do periferni krve

Stimulace ur¢ité bunécné linie mlze vyvolat potlaceni jiné fady. Naptiklad zmnoZzeni
nezralych forem pti akutni myeloidni leukemii (myeloblastli) potlai ostatni krevni fady, coz
muze mit za nasledek, je-li potlacena naptiklad megakaryopoéza, snizeny pocet trombocyti a
vznik teckovitych krvacenin (petechii) na kizi nebo sliznicich.

inhibice jiné linie,
napf. akutni myeoloidni

stimulace ,
o leukemie
urcite == potlaceni
krevni bunécne ostatnich linif:
. s { trombocytl —
linie krvaceniny

Pro hematopoézu jsou nezbytné substraty — naptiklad Fe, biokatalyzatory — naptiklad vit.
Bi2 a folat. Jejich nedostatek vyvold poruchy krvetvorby. Pro krvetvorbu je dilezité
hematopoetické induktivni mikroprosttedi zahrnujici rizné bunécéné systémy (endotelie,
makrofagy, fibroblasty, vyvojova stadia krevnich bunék aj.). Regulaci hematopoézy zajist'uji
humoralni (latkové) faktory — klasické hormony (pohlavni hormony, hormony S§titné Zlazy

aj.), rastové faktory (erytropoetin, trombopoetin aj.).

deficit
urcitych selektivni
substrati inhibice
nebo hematopoézy
biokatalyzatord
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Mezi myelotoxické faktory (plsobici toxicky na kostni diefl) patii naptiklad chemikalie,
Iéky, zareni, chronické infekce nebo nadory. Myelotoxickymi faktory byvaji nejméné
zasazeny lymfocyty a trombocyty.

myelotoxické inhibice
faktory hematopoézy

Abnormality poctu leukocytli v obvodové krvi zahrnuji jak zvySeni poctu, tak jeho sniZeni
ZvySeny pocet leukocytii nad horni hranici referenéniho rozmezi dané¢ho zvifeciho druhu se
oznacuje leukocyt6za. Snizeny pocet leukocytli pod dolni hranici referencniho rozmezi
daného zviteciho druhu se oznacuje leukopenie. Jejich hlavni pti¢iny jsou uvedeny vyse.

ZvySeny pocet neutrofild nad horni hranici referenéniho rozmezi daného zviteciho druhu
se oznaCuje neutrofilie. Jejimi pfi¢inami byvaji (akutni) bakterialni zanéty (vyrazna
neutrofilie bakteridlniho ptivodu je zejména u psa, koCky a prasete, naopak u skotu nemusi byt
zjisténa), dale stres, nadory kostni dfené aj. Snizeny pocet neutrofili pod dolni hranici
referenéniho rozmezi daného zviteciho druhu se oznacuje neutropenie. Vyskytuje se pfi
virovych onemocnénich (parvovirdze), septickych stavech aj. ZvySeny pocet eozinofilii nad
horni hranici referenéniho rozmezi daného zvifeciho druhu se oznacuje eozinofilie. Byva
zjiStovana pii hypersenzitivitach, parazitarnich infekcich aj. SniZeny pocet eozinofili pod
dolni hranici referen¢niho rozmezi daného zviteciho druhu se se oznacuje eozinopenie, byva
zjistovana napiiklad pti zvySené funkci kliry nadledvin nebo po aplikaci kortikoidd. ZvySeny
pocet bazofilli nad horni hranici referenéniho rozmezi daného zviteciho druhu se oznacuje
bazofilie, doprovazi parazitarni infekce a hypersenzitivity. Snizeny pocet bazofili vzhledem
k jejich velice malému poctu v obvodové krvi je prakticky neprokazatelny.

Zvyseny pocet lymfocytll nad horni hranici referenéniho rozmezi daného zvitecitho druhu
se oznacuje lymfocytéza. Byva zjiStovdna pii chronickych infekcich, nadorovych
onemocnénich krvetvornych orgénd aj. SniZeny pocet lymfocytdi pod dolni hranici
referen¢niho rozmezi daného zvifeciho druhu se oznacuje lymfopenie. Vyskytuje se pfi
stresu, akutnich virovych infekcich aj. ZvySeny pocet monocyti nad horni hranici
referen¢niho rozmezi daného zvifeciho druhu se oznacuje monocytéza. Byva pii tézkych
zanétech (spojenych s destrukci tkdné a uvolnénim monocyti do krve). SniZeny pocet
monocytl pod dolni hranici referenéniho rozmezi daného zvifeciho druhu se oznacuje
monocytopenie, ma vsak maly vypovidaci vyznam.

Hodnoceni funkci leukocytl (fagocytarni aktivita, aktivita lymfocyti, hladiny protilatek,
pfipadné dalsi testy) je pfedmétem dal$iho tématu.

Zavér, pozndmky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni
J. Doubek, P. Hamouzova, E. Matalové, K. Rehakova, S. Stehlikova

IMUNITNI SYSTEM
Nespecificka imunita
Fagocytoza

Uvod

Leukocyty se uplatiiuji jak pfi nespecifické, tak specifické imunitni odpovédi organismu.
Mezi dtlezité funkce neutrofilnich granulocytti a makrofagi patii fagocytéza. Tento obranny
proces probihd v n¢kolika fazich, jejichz podstatou je rozpoznani cizorodé ¢astice fagocytujici
buiikou, jeji navazani na Castici, pohlceni ¢éastice a potom degradace pohlceného materialu
(v ptipadé zivych objektu, naptiklad bakterii, jejich usmrceni). Podminkou je, aby ¢astice
mély primér alespont 0,1 um. Pohlcovani ¢astic nepochézejicich z fagocytujici bunky se
oznacuje heterofagie, pohlcovani ¢astic pivodem z vlastni buniky (poskozené organely) se
oznacuje autofagie.

Hodnoceni fagocytarni schopnosti leukocyti slouzi k posouzeni pfipravenosti
nespecifické slozky imunitniho systému. Testy fagocytdézy jsou dilezitym vySetfenim
nespecifické bunécné imunity. K testovani schopnosti fagocytli pohltit cizorody material se
pouzivaji ruzné substraty. Principem jedné z metod je predlozeni arteficialnich Castic
(mikrosférickych hydrofilnich partikuli, MSHP) bunkam obvodové krve a po inkubaci
hodnoceni fagocytd na trvalém obarveném krevnim preparatu. Analyza se provadi bud u
vSech potencidlnich fagocytl, nebo separatné pro jednotlivé populace (neutrofilni granulocyty
vs. monocyty). Vysledkem pro hodnoceni nespecifické imunity je Cislo udavajici podil
skutecné fagocytujicich bun€k v populaci potencidlnich fagocytl, tj. fagocytarni aktivita
(FA) a prumérny pocet Castic fagocytovanych jednou butikou, tj. fagocytarni index (FI).
Tato metoda se tyka pouze vySetfeni fagocytarni fdze pohlcovani.

Dals8i metodou jsou naptiklad baktericidni testy. Je to skriningové posouzeni vSech fazi
fagocytdozy az do usmrceni pohlcené bakterie, tzn. Zivého mikroorganismu. PouzZiva se
napiiklad Candida albicans nebo Staphylococcus aureus aj. Principem metody v ptipadé
pouziti C. albicans je inkubace krve se suspenzi kandid, dale obarveni trypanovou modii a
lyza fagocytl (napiiklad osmoticky). Hodnoceni se provadi pod mikroskopem, pificemz
usmrcené kandidy jsou zbarvené modie, neusmrcené maji barvu nezménénou, tj. bilou.
Metoda mé vyznam ve vyzkumu, v diagnostice se nevyuziva.

K vyhodnoceni baktericidnich testi lze dnes pouzit napiiklad pratokovou cytometrii.
Respiracni (oxida¢ni) vzplanuti neutrofilt pfi fagocytoéze l1ze hodnotit cytochemickym NBT
testem. Principem metody je pfeména nitrotetrazoliové modii (NBT, nitro-blue tetrazolium)
pusobenim reaktivnich forem kysliku, pfi¢emz vznikne tmavomodrda az Cernd sraZenina
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formazanu v neutrofilech. Hodnoti se podil (%) pozitivnich bunék ze 100. Oxida¢ni vzplanuti
neutrofilii 1ze kvantitativné stanovit chemiluminiscenci.

Cile

» Urceni fagocytarni aktivity a fagocytarniho indexu u dvou populaci fagocyti —
neutrofilnich granulocyti a monocyti

» Vypocet % pozitivnich bunék pfi pouziti NBT testu

> Diskuse

Metody

Urc¢eni fagocytarni aktivity a fagocytarniho indexu

(pouziti mikrosférickych hydrofilnich partikuli)

v Piipravit soupravu mikrosférickych hydrofilnich partikuli na stanoveni fagocytarni
schopnosti leukocytl

Ptipravit Cerstvé (do 30 min) odebrany vzorek heparinizované obvodové krve

Smichat vzorek krve s mikrosférickymi hydrofilnimi partikulemi

Inkubovat vzorek pfti teploté 37 °C — 30 min, obCas jemn¢ promichat

Zhotovit trvaly krevni preparat

AN NI NI

Mikrosférické hydrofilni partikule (MSHP) maji primér 1 um a jsou tvotené
hydroxyetylmetakrylatem. Maji maly negativni naboj, ktery minimalizuje jejich schopnost
prilnout k bunéénym povrchiim.

Hodnoceni fagocytarni schopnosti leukocyti
v' Zhodnotit parametry fagocytozy (FA, FI) pod mikroskopem (zv. 1000x) u 100 bunék
(prohliZet meandrovitym pohybem)

NBT test

» Smichat ve zkumavce 0,4 ml Cerstvé heparinizované krve + 0,2 ml filtrovaného 2%
vodného roztoku NBT + 0,2 ml fosfatového pufru o pH 7,2

Inkubovat v termostatu pti 37 °C — 25 min, kazdych 10 min promichévat jemnym pfelévanim
Nechat stat pii 18-25 °C — 10 min, promichat

Zhotovit tenké natéry, nechat na vzduchu oschnout

Fixovat metylalkoholem — 15 min

Obarvit roztokem podle Giemsy-Romanowského (10 kapek do 10 ml vody) — 10-15 min,
nechat na vzduchu oschnout

Spocitat pod mikroskopem pozitivni neutrofily (maji uvniti tmavomodrou az cernou
srazeninu)

VVVYVYV YV

Y
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Hodnoceni NBT testu
v' Vypoéitat % pozitivnich bunék ze 100 neutrofild

Vysledky

Vyhodnoceni fagocytarni schopnosti leukocyti

» Trvaly krevni preparat s fagocytujicimi buiikami

Fagocytujici neutrofilni granulocyty v trvalém krevnim prepardtu
» Vyhodnoceni z trvalého krevniho preparatu
Hodnoceny zivocisny druh:
Hodnocena populace bunck:
Fagocytarni aktivita (% redlné fagocytujicich bunék ze 100 potencialnich):

Fagocytarni index (primérny pocet ¢astic na jednu fagocytujici bunku):

Jako fagocytujici se hodnoti burika, ktera pohltila minimalné 3 ¢astice.

» Zaznam hodnoceni parametrt fagocytozy

Populace | Potencionalni | Fagocytujici | Fagocytarni Pohlcené Fagocytarni
bunék fagocyty fagocyty aktivita ¢astice index
[n] [n] [%0] [n]
Fagocyty
celkem
Neutrofily
Monocyty

> Srovnéani s referenénimi hodnotami

90




Na nasem pracovisti jsme zjistili u zdravych prasat hodnoty: fagocytarni aktivita — nad 25
% neutrofilt, fagocytarni index — kolem 2,4.

Tyto hodnoty byly ziskany vysetfenim krve malého poctu zvifat a je tieba je chapat jako
orientacni!

Z hlediska diagnostiky je vypovédni hodnota FA a FI mald. Omezeny vyznam maji pouze
sniZzené hodnoty, a to pfi zdvaznych onemocnénich, jako jsou septické stavy nebo nadorova
onemocnéni v terminalnim stadiu.

Vyhodnoceni NBT testu

» Vyhodnoceni z obarveného preparatu
Hodnoceny zivocisny druh:

% pozitivnich neutrofilt (ze 100 bungk):
» Srovnani s referen¢nimi hodnotami

Hodnoty ziskané na naSem pracovisti byly u zdravych psi v rozmezi 5-15 %. Byly
ziskany vysetfenim krve omezeného poctu zvitat, proto je také vnimame jako orientacni!

Zvysené hodnoty lze ocekavat pii bakteridlnich infekcich, snizené hodnoty pfi snizené
aktivité neutrofilnich granulocytl, naptiklad pti téZkych infekcich nebo pfi aplikaci 1€kt
tlumicich krvetvorbu (kortikoidu).

Diskuse

Fagocytoza je obranny proces uplatiiujici se pfi nespecifické (vrozené) imunité. Predstavuje
prvni linii obrany proti infekcim. Na ¢asové ose je vymezena hodinami.
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NESPECIFICKA SPECIFICKA
obrana obrana

Vo

infekce

Bunéénymi slozkami fagocytarniho systému jsou neutrofilni granulocyty, eozinofilni
granulocyty a dale buiiky mononuklearniho (monocyto-makrofagového) fagocytarniho systému
(MFS) — monocyty, dendritické buniky (v lymfatické tkani), Kupfferovy buiiky (v jatrech),
alveolarni makrofagy (v plicich), mikroglie (v mozku), osteoklasty (v kostech),
Langerhansovy bunky (v klzi) aj. Fagocytoze ptredchdzi usmérnény pohyb fagocyta za
Skodlivinou. Vlastni fagocyt6za probiha v n¢kolika fazich:

prilnuti (adheze) fagocyta k fagocytovanému objektu a jeho aktivace navozena adhezi,
riznymi signaly z poskozené tkané (alarminy) aj.,

pohlceni (ingesce) fagocytovaného objektu, vytvotfeni fagosomu a jeho splynuti
s lyzosomy a vznik fagolyzosomu,

usmrceni Zivého objektu bud’ mechanismy zavislymi na kysliku — pfi
respira¢nim/oxida¢nim vzplanuti vzniklymi reaktivnimi formami kysliku pfimo ¢i
V soucinnosti s enzymem myeloperoxidadzou a chloridy, nebo mechanismy na kysliku
nezavislymi — lyzozymem, laktoferrinem, defenziny aj.,

traveni/rozloZeni (digesce) objektu hydrolytickymi enzymy na nizkomolekulové
fragmenty (rezidualni téliska) a ty jsou z fagocyta vyvrzeny.
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Oxidacni vzplanuti neutrofilii
Vysvétlivky: NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany), NADP* —
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovany), Oz~ — superoxid, NO- — radikal oxidu dusnatého, arg — arginin,

cit — citrulin, iINOS — inducibilni NO-syntaza, MPO — myeloperoxidaza, HCIO — kyselina chlorna, OONO™ —
peroxynitrit

Lyzozym — enzym Stépici B-1-4-glykosidové vazby v polysacharidech stény bakterii,
je produkovan fagocyty, obsazen je i ve slinach, slzach a ve vaje¢ném bilku.
Laktoferrin — protein nachazejici se napiiklad v neutrofilech, vaze zelezo, které je rtistovym
faktorem bakterii.
Defenziny — peptidy nachazejici se v neutrofilech a makrofazich, jejich antimikrobialni
efekt spociva v perforaci bunécné stény bakterie.

Fagocyty pohlcuji cizorodé castice, ale nedestruuji normalni bunky a tkané vlastniho
organismu savce. Tato dileZita selekce je zaloZena na téchto predpokladech:

:tl:v{:'g protektivni
pfirozenych pwr;h
tkanovych zdravych

struktur podstata bunék

rezistence
bunék
vlastniho téla
k fagocytoze
existence
mechanismu
k rozpoznani
cizorodého
materialu
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Drsné povrchy zvySuji pravdépodobnost fagocytozy. Protektivni (ochranny) povrch
zdravych bunék je odvozen od slozeni cytoplazmatické membrany. Mezi mechanismy
slouzici k rozpoznani cizorodého materidlu patii naptiklad systém komplementu.

Proces fagocytozy zahrnuje nejenom destrukci pohlcenych Céstic, ale také indukci sekrece
fady latek (mediatord), které¢ eliminuji cilovy materidl nefagocyticky a uplatiuji se
Vv zanétovych a jinych imunitnich procesech. Tyto mediatory maji mj. schopnost vyvolat:

e aktivaci kininového systému s ucinky: chemotaxe (podpora migrace fagocytl),
aktivace nociceptorti (receptori bolesti), stimulace komplementového systému,
zesileni cévni odpovédi pii zanétu,

e aktivaci koagulace a inhibitorti koagulace,

e stimulaci uvoliiovani histaminu,

e stimulaci aktivity lyzosomalnich enzymd, laktoferrinu aj.,

e stimulaci granulopoézy v kostni dfeni,

e stimulaci syntézy proteint akutni faze zanétu (podporuji imunitni odpovéd’),

e stimulaci ¢innosti hypotalamu (rozvoj horecky),

e aktivaci T- a B-lymfocytt (propojeni nespecifické a specifické slozky imunity).

Kininy — peptidy, které vznikaji ptisobenim enzymu kallikreinu na jejich prekurzory —
kininogeny.

Systém komplementu — soubor nékolika desitek glykoproteini, vétSinou se nachéazejicich
krevnim séru v neaktivnim stavu, aktivovany jsou napiiklad protilatkami, viry, parazity
atd., stimuluji chemotaxi, agregaci neutrofilli, opsonizaci (,,zchutnéni* bakterii pro
fagocyty) aj.

Proteiny akutni faze zanétu — jsou to vétSinou glykoproteiny, syntetizované v jatrech,
stimuluji mj. chemotaxi a adhezi fagocytii, opsonizaci, stimuluji tvorbu protilatek, aktivuji
komplement aj.

Zavér, pozndmky & komentadre
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Fyziologie | — prakticka cviceni

C-reaktivni protein

Uvod

C-reaktivni protein (CRP) patii mezi tzv. proteiny akutni faze, jejichz koncentrace vyrazné
stoupa béhem akutniho zanétu. Detekuje se v nesrazlivé plné krvi, plazmé nebo séru.
Principem metody je navazani CRP v testovaném vzorku na protilatku anti-CRP obsazenou
v testu. Tento komplex nasledné¢ migruje do oblasti ,,T*, kde je fixovana sekundarni
protilatka, na niz se vytvoteny komplex CRP a anti-CRP navaze — vznika barevny prouzek.
Protilatka je také v zon¢ ,,C*, ktera slouzi jako kontrola — vzniké druhy barevny prouzek.

Cile

» Stanoveni CRP jako markeru akutniho zanétu
> Diskuse

Metody

v" Nanést 5 pl plazmy/séra nebo 10 pl nesrazlivé plné krve do kulatého konce testovaci ¢asti
prouzku

v' Ptidat 2 kapky pufru

v Po 5 minutach odecist vysledek

Vysledky
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Diskuse

CRP je lektin, jehoz syntéza v hepatocytech mnohonasobné stoupa béhem akutniho zanétu,
pfiCemz maxima dosahuje pfiblizné za 24 hodin. U zdravych zvifat je jeho tvorba velmi
nizka. Vyrazny vzestup koncentrace CRP v krvi je tak markerem akutniho zanétu. Syntéza
CRP je stimulovana prozanétovymi cytokiny (interleukinem-1, IL-1, interleukinem-6, 1L-6,
faktorem nekrotizujicim tumory o, TNFa). Z funkéniho hlediska patii CRP do nespecifické
imunity. VaZze se na stény bakterii a jaderné komponenty, jejichz pfitomnost signalizuje
poskozeni tkani. Uastni se také aktivace komplementu a opsonizace antigenu.

U nékterych druhti zvifat nemd jeho stanoveni diagnostické vyuziti, naptiklad u koni jej
nahrazuje stanoveni jiného proteinu akutni faze, a sice sérového amyloidu A (SAA).
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Specificka imunita
Protilatkova imunita

Uvod

Specificka (ziskand, adaptivni) imunita je zaloZena na aktivaci lymfocytd. Jednim typem
specifické imunity je protilatkova (humoralni) imunita, kterd se odvozuje od aktivace B-
lymfocyti (B-buné€k). B-lymfocyty maji schopnost rozpoznat specifické mikroby i
nemikrobni proteinové antigeny pomoci receptord, lokalizovanych na své membrdné a
oznacovanych BCR. Vyvolana odpovéd’ se na rozdil od nespecifické imunity manifestuje
S ur¢itym zpozdénim.

K vySetteni protilatkové imunity se pouzivaji imunologické testy zaméiené na stanoveni
koncentrace tfid imunoglobulind (IgA, IgD, IgE, IgG, IgM). Z hlediska klinické imunologie
se jednd o metody prvni volby. Vrdmci imunologickych metod druhé volby
(specializovanych) se k vySetteni protilatkové imunity vyuzivd napiiklad vySetfeni
autoprotilatek nebo podtiid né€kterych imunoglobulind.

Protilatky se nejCastéji stanovuji v krevnim séru, 1ze je ale stanovit v celé fad¢ dalSich
télnich tekutin, naptiklad v krevni plazmé, moci, mozkomiSnim moku, vypotcich apod.

Druhym typem specifické imunity je buné¢na (celularni) imunita, kterd se odvozuje od
aktivace T-lymfocytd (T-bungk). Také T-lymfocyty maji schopnost pomoci receptori
rozpoznat specifické antigeny. Tyto receptory T-lymfocytl jsou oznacované TCR, jsou
rovnéz lokalizované na membrané a reaguji pouze s jednim typem agens. Vyvolana
odpovéd’ se projevi pozdéji.

K vysetfeni specifické bunéné imunity se pouzivaji imunologické testy zamétené
napiiklad na stanoveni poctu T-lymfocytl. Z pohledu klinické imunologie se jedné o
metody prvni volby. V ramci imunologickych metod druhé volby (specializovanych) se
K vySetteni specifické bunééné imunity vyuzivaji napiiklad imunofenotypizace (rozliseni
subpopulaci lymfocytil) nebo funkéni vysetfeni bunééné imunity (test blasticke
transformace T-lymfocyti).

Cile

» Stanovit koncentraci imunoglobulini srazeci Zn-sulfatovou metodou
» Provést separaci imunoglobulini elektroforézou
» Diskuse
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Metody

Srazeci metoda Zn-sulfatem

Ptiprava reagencii

v

v
v

Ptipravit roztok siranu zine¢natého: 208 mg ZnS0O4.7H20 do 1000 ml destilované, 15
minut pfevarené vody, pH = 5,8

(pH roztoku je nutné pied kazdym stanovenim kontrolovat a upravovat)

Ptipravit fyziologicky roztok chloridu sodného

Zajistit standardni sérum o zndmé koncentraci imunoglobulinti (napiiklad Exatest,
Lyonorm, Precinorm apod.)

Postup stanoveni

v
v

v

<

Napipetovat 25 ul séra do 1,5 ml roztoku ZnSOa, dobie protiepat

Pro slepou zkousku napipetovat 25 pl séra do 1,5 ml fyziologického roztoku, dobie
protiepat

Slepou zkousku je vhodné délat pro kazdé vysetfované sérum (nutné zejména u
hemolytickych nebo starSich sér)

Kazdou sérii vysetfeni provadénou za stejnych podminek je nutné doplnit vySetfenim
standardniho séra o znamé koncentraci imunoglobulinti, v¢etné jeho slepé zkousky
Nechat stat pfi laboratorni teploté — 120 min

Bezprostiedné pied vlastnim métenim dikladné protiepat

Intenzitu vytvoteného zakalu stanovit spektrofotometricky v prochazejicim svétle o
vlnové délce 590 nm na zakladé ubytku absorbance, koncentrace imunoglobulint je
pfimo imé&rna intenzit& vytvoreného zakalu

Vypocet koncentrace imunoglobulinti

v

v

Od absorbanci vysetfovaného vzorku a kontrolniho séra se odectou absorbance
ptisluSnych slepych zkouSek

Koncentrace imunoglobulinti ve vySetfovaném vzorku se vypocte umérou na zéklade
absorbance standardniho séra o zndmé koncentraci imunoglobulinli nebo z kalibracni
ktivky sestrojené z hodnot nékolika fedéni standardniho séra

Separace imunoglobulini elektroforézou

Viz téma Funkce a separace plazmatickych proteini
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Vysledky

Srazeci metoda Zn-sulfatem

Zivoc¢iSny druh

Koncentrace imunoglobulint

(g/)

Mezidruhové srovnani koncentrace imunoglobulini (g/1) s literarnimi udaji

Trida Ig Pes Kocka Kiin Skot Ovce Prase
19G 9,25-20,00 11,70- 3,34-24,60 17,60- 20,95- 18,31-
22,60 22,90 30,52 28,20
IgM 1,30-2,00 | 0,06-0,39 | 1,20-1,80 | 2,39-3,48 | 1,51-6,80 | 3,15-4,80
IgA 0,44-1,77 | 0,10-0,58 | 1,53-3,05 | 0,25-0,50 | 0,07-0,35 | 1,44-2,68

Podle Tomana et al. (2008)

Diskuse

Protilatkova (humoralni) imunita je zajistovana B-lymfocyty, respektive jejich aktivovanou
formou — plazmocyty (ty jsou koneénym stadiem B-lymfocyti). B-lymfocyty jsou
stimulovany extracelularnimi antigeny. Vznikaji z nich plazmocyty (plazmatické bunky),
kter¢ potom produkuji specifick¢é protilaitky (chemicky to jsou gamaglobuliny,
imunoglobuliny). Ty pfedstavuji vykonné molekuly humoralni imunity. Protilatky jsou
slozené ze dvou totoznych téZkych fetézci a dvou totoznych lehkych fetézch. Tézkym
fetézciim, oznaCovanym pismeny fecké abecedy — alfa (o), delta (3), epsilon (g), gama (y) a
mi (u), odpovidaji tiidy imunoglobulini — IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. Specifickd odpoveéd
nastupuje se zpozdénim a odviji se od toho, zda se kontakt organismu s antigenem uskutecnil
poprvé (tvorba IgM), nebo ke kontaktu organismu s antigenem doslo jiz nékdy dtive (tvorba
IgA, IgE, 1gG). U skotu, ovce a prasete nebyly prokazany IgD. Protilatky se nachazeji
V krevnim séru, IgA jsou kromé toho secernovany na povrch epitelii.

Protilatky maji rozlicné funkce, naptiklad zintenziviiuji fagocytdézu tim, ze pfilnou
k povrchu mikroba (toto jakési ,,zchutfiovani fagocytovaného objektu se oznacuje
opsonizace), inaktivuji bakteridlni toxiny, zamezuji praniku viru do bunky tim, ze se navazou
na ur€ita mista virové partikule (virus je tak neutralizovan), aktivuji komplement. Pti aktivaci
komplementu vznikaji rtizné faktory, které se podileji na 1yze antigenu, na jehoz povrchu se
vytvaii struktura, ozna¢ovana komplex atakujici membranu.

Zakladnim vySetfenim humoralni imunity je stanoveni protilatek. Kvalitativnim vySetfenim
Ize stanovit tfidu protilatek. Elektroforéza (imunoelektroforéza) je metodou orientacni.
Kvantitativni analyzou se hodnoti celkova koncentrace protilatek nebo koncentrace dané
protilatky. K tomu se pouzivaji zakalové metody (nefelometrie nebo turbidimetrie), na vzniku
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zékalu je zalozena 1 Zn-sulfatovd metoda. Specifita protilatek se dnes obvykle stanovuje
metodou ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Stanoveni koncentrace protilatek
se vyuziva k diagnostice imunodeficienci (nedostatecnosti funkci imunitniho systému),
Vtomto piipadé protilatkové imunodeficience, projevujici se sniZzenou odolnosti proti
infekcim v dusledku snizené tvorby protilatek.

K rychlé detekci protilatek, ale i dalSich markerii (napiiklad biochemickych) u riiznych
nemoci, tzn. diagnosticky, se dnes pouzivaji v humanni medicin¢ také rychlotesty.

Zaver, pozndmky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Autoprotilatky

Uvod

Specifickd neodpovidavost imunitniho systému na urcity antigen, ktery by ale za jinych
podminek vyvolal u téhoz individua imunitni odpovéd’, se nazyva imunologicka tolerance.
Mechanismy imunologické tolerance se obvykle ¢leni na (1) centrdlni a (2) periferni.
Centralni tolerance se ustanovuje pouze v primdrnich lymfatickych organech — pro T-
lymfocyty v thymu a pro B-lymfocyty v kostni dfeni, v primarnich lymfatickych organech se
B- a T-lymfocyty tvoii, dozravaji a také eliminuji. Periferni tolerance probiha v sekundarnich
lymfatickych organech — miznich uzlinach, sleziné, tonzilach aj. V sekundarnich lymfatickych
organech dochazi k reakcim B- a T-lymfocyti s buitkami prezentujicimi antigen (upravuji
antigen do podoby, kterou jsou schopné rozpoznat T-lymfocyty). Mezi bunky prezentujici
antigen patii B-lymfocyty, makrofagy, dendritické bunky, epitelové buriky aj.

Pro zivot jedince je nutna tolerance ke strukturam vlastniho téla, tj. autotolerance.
Autotolerance se formuje jiz intrauterinné, tj. pfed narozenim, kdy se plod ve sterilni d¢loze
setkdva pouze s vlastnimi antigeny.

Za urcitych podminek vznikaji plsobenim antigend vlastniho téla (autoantigent)
autoprotilatky. K priikazu autoprotilatek se pouzivaji mj. Coombsovy testy.

Robin R. C. Coombs (*1921-12006) — britsky veterinarni patolog. Jim (spole¢né
S Mourantem a Raceem) vypracovany test (viz dale) se pouzivé i v humdnni medicin€ (dnes
jiz fidceji).
(Arthur Ernest Mourant /*1904-11994/ — britsky chemik, hematolog a genetik, Robert
Russell Race /*1907-11984/ — britsky hematolog a genetik.)

Cile

» Prikaz autoprotilatek pfimym Coombsovym testem
> Diskuse

Metody

Piimy Coombsiiv test

Princip
v Aglutinace v mikrotitra¢nich desti¢kach
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Postup stanoveni

1) Centrifugovat pti 1500 g 1 ml psi EDTA krve — 3 min

2) Odstranit supernatant

3) Piepipetovat 100 pl erytrocytdrni masy do Smililitrové zkumavky

4) Doplnit 4,9 ml fyziologického roztoku NaCl, jemné promichat

5) Centrifugovat pti 1500 g — 3 min

6) Odstranit supernatant

7) Doplnit 4,9 ml fyziologického roztoku NaCl, jemné resuspendovat

8) 2x zopakovat body 5-7

9) Ptipravit dilu¢ni fadu Coombsova reagens s fyziologickym roztokem NaCl
(fedéni 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128)

10) Do 8 jamek mikrotitra¢ni desticky napipetovat po 25 pl erytrocytarni suspenze

11) K jamkam ¢. 2-8 pfidat po 25 pl fedéného Coombsova reagens

12) Do jamky €. 1 pridat 25 pl fyziologického roztoku NaCl
(kontrolni vzorek pro vylouceni autoaglutinace)

13) Zakryt desticku parafilmem

14)"Nechat inkubovat pii 37 °C — 30 min

15) Vyhodnoceni:
Negativni reakce = sedimentace na dn¢ jamky
Pozitivni reakce = aglutinace na povrchu jamky (signifikantni ndlez je aglutinace
pfi fedéni 1:4 a vic)

AN N N NN NN

AN

ANANIAN

Pozitivai reakce 1:64

Aglutinace je shlukovani bun¢k (zde erytrocytt).
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v" Piimy Coombsuv test 1ze provadét také metodou sloupcové aglutinace v gelové
matrix:

Anti-canine globulin___ )

Vysledky

(metoda aglutinace v mikrotitra¢nich destickach)

Druh zvirete Pozitivni reakce

Diskuse

Autoprotilatky vznikaji pusobenim antigenti vlastniho téla (autoantigent). Autoantigeny
muizou vzniknout napiiklad pfi virovych infekcich nebo nadorovych onemocnénich.
Nadprodukce autoprotildtek mize za urcitych podminek vyvolat poruchu funkce imunitniho
systému (autoimunitni reakci), majici za nasledek poskozeni tkani a orgdna vlastniho téla.
Vznikaji tak autoimunitni nemoci. Vedle zvySené tvorby autoprotilatek vznikaji autoimunitni
nemoci i pfi nadmérné tvorb¢ autoreaktivnich T-lymfocyta.

Autoprotilatky lze prokazat Coombsovymi testy. Pifimym Coombsovym testem (pfimym
antiglobulinovym testem) se zjiSt'uji antierytrocytarni autoprotilatky navdzané na erytrocyty,
nepfimym Coombsovym testem (nepfimym antiglobulinovym testem) se zjiStuji
autoprotilatky v séru. Protilatky proti cCervenym krvinkdm muazou byt aloimunitni —
aloprotilatky (napiiklad u hemolytické potransfuzni reakce) nebo autoimunitni —
autoprotilatky (autoimunitni hemolytické anémie). Pifimym Coombsovym testem se
diagnostikuji naptiklad autoimunitni hemolytické anémie. Nepfimy Coombsuv test se provadi
pted transfuzi krve.
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1. Suspenze propranych erytrocyt(i pacienta
s navazanym komplementem, inkompletnimi
autoprotilatkami (pfimy Coombs{iv test) nebo
inkompletnimi aloprotilatkami (nepfimy

2. Antiglobulin

‘T—Q—?_

3. Inkubace s antiglobulinem a nasledna
aglutinace

.

g

Schéma principu Coombsovych testii

Transfuze krve (krevni pievod) je podani krve od darce piijemci. Podminkou je
kompatibilita (slucitelnost) v krevnich skupinach. Kompatibilita se vySetiuje kfizovou
zkouskou (viz téma Krevni skupiny) nebo nepfimym Coombsovym testem. Mimo plnou
(kompletni) krev lze pouZit jeji ¢asti (masu erytrocytil). Transfuzi krve nevhodného darce
nebo transfuze piijemci s klinickym ndlezem na srdci apod. miiZou vzniknout akutni,

mnohdy smrtelné posttransfuzni reakce.

Aloprotilatky (protilatky cizorodé, také oznacované izoprotilatky) jsou protilatky vznikajici
Vv téle ptijemce po transfuzi krve, ptipadné jsou piijaté pii transfuzi, nebo jsou tvorené
kojici matkou, ptestupuji z krevniho obéhu matky do kolostra a zptisobuji destrukci

erytrocytli u mlad’at (onemocnéni oznacované neonatalni izoerytrolyza).

Zavér, pozndmky & komentadre
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Fyziologie | — prakticka cviceni
J. Doubek, K. Rehakova, E. Matalova, P. Hamouzova, 1. Vesela

VNITRNi PROSTREDI
Elektrolyty: Na*, K*, CI

Uvod

Elektrolyty patii mezi zakladni slozky vnitiniho prostiedi organismu. Zjednodusené — jsou to
latky Stépici se, ionizujici, disociujici pii rozpousténi nebo taveni na ionty, jejich roztoky
vedou elektricky proud. Vnitini prostfedi z pohledu fyziologie je extracelularni prostor
obsahujici extracelularni tekutinu (naptiklad krev bez bunéénych elementl, lymfu bez
bunéénych elementl, intersticialni tekutinu), kterd je soucasti celkové télesné tekutiny — ta
obsahuje vedle extracelularni tekutiny i tekutinu intracelularni.

Analyza elektrolytl je jednou z metod pro hodnoceni homeostaze a jejich regulaci.

Cile

» Urceni hladiny elektrolytd (sodiku, drasliku a chloridi) v krevni plazmé/séru u vybranych
druhti savcl

» Porovnani vysledkt s referenc¢nimi hodnotami, mezidruhové srovnani
> Diskuse

Metody

Odbér vzorku
v Odbér krve (naptiklad z usni zily kralika) na poZadovany antikoagulaéni prostiedek
(naptiklad heparin)

Poznamka: Na cviceni lze vyuzit krev (od psa nebo kocky) zaslanou k analyze do Klinické
laboratofe pro mala zvirata

Piiprava vzorki
V' Separace heparinizované plazmy centrifugaci odebrané krve pifi 1500 ot./min — 10 min

Odbér plazmy (supernatantu) do Cisté eppendorf zkumavky

Automaticka analyza vzorki
v’ Provést identifikaci vzorku v analyzatoru
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v’ Zadat pozadované analyzy (Na*, K*, CI")
v Odeslat pozadavek na analyzu vzorku

v Umistit zkumavku do stojanu na pozici pro automatické podavani vzorka

Vysledky

Biochemicky analyzator

Vyhodnoceni ziznamu analyzatoru

Zprava Laboratorni vzorek

Jméno: ID vzorku: Ca 11/675/2p
N/P: U634/1 Prostor/ éast: 2/5

Pohlavi: Datum/¢as odbéru:

ID pacienta: Lékar:

Datum narozeni: Umisténi:

Metoda Vysledek Rozmezi Pfiznaky Kéd
V rozmezi Mimo rozmezi

Cl 117.2 mmol/L
K 3.9 mmol/L
Na 146.0 mmol/L

Konec zaznamu o vzorku
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Vzorek Na K Cr
[mmol/1] [mmol/l] [mmol/1]

Porovnani vysledkii s referen¢nimi hodnotami, mezidruhové srovnani

Parametr Pes Kocka Kun Skot Ovce Prase Kralik*
Na 140-155 | 150-160 | 131-146 | 132-152 | 139-152 | 135-150 | 138-155
[mmol/1]
K 4,0-55 |3550 |3553 |3958 |3954 4,4-6,7 |3,7-3,9
[mmol/1]
Cl- 96-115 | 110-128 | 95-109 |97-111 | 95-103 94-106 | 92-112
[mmol/l]

Podle Doubka et al. (2014) a Klinické laboratore pro mala zvirata FVL VFU Brno (2018),
*podle Knotka et al. (2017)

Diskuse

Elektrolyty se podileji zejména na transdukci (pfevodu) a transmisi (pfenosu a Sifeni)
signdlll ve vzruSivych strukturach (srdci, svalech, nervovém systému), ddle na udrzovani
objemu a osmolality t&lesnych tekutin (Na® na sebe vaze nejvice vody ze vSech ionth),
acidobazické rovnovahy aj. Dulezité uplatnéni v téchto funkcich maji pfedev§im kationty
sodiku (Na*) a drasliku (K*), které jsou doprovazeny anionty chloru (CI'). Koncentrace téchto
iontl v krevni plazmé je regulovdna pfedevSim systémem vnitini sekrece s hlavnimi
regulatory aldosteronem, natriuretickymi peptidy a nepfimo antidiuretickym hormonem.
Cilové tkané téchto regulatorti se nachazeji zejména v ledvinach, ktzi (u nékterych zvirecich
druhtl) a gastrointestinalnim traktu.

Osmolalita je dana poctem rozpusténych ¢astic v krevni plazmé, vedle elektrolytt zavisi i
na koncentraci glukézy, mocoviny aj. Kvalifikované ji 1ze odhadnout pravé z koncentraci
sodiku, glukdézy a mocoviny podle jednoduchého vzorce: 2[Na] + [glc] + [urea]. Proteiny ji
pfilis neovliviiuji. Fyziologickd hodnota je kolem 300 mmol/kg vody. Na osmolalité zavisi
osmoticky tlak (je funkci osmolality), ktery je dan rozdilem v poctu osmoticky aktivnich
¢astic mezi krevni plazmou a vodou pfi ideadlné permeabilni membrané. Je to tlak toku
rozpoustédla pronikajiciho pfes semipermeabilni membranu do roztoku s vySsi koncentraci
osmoticky aktivnich latek. Tok wustava, vyrovnaji-li se na obou strandch membrany
koncentrace latek. Muze byt také ukoncen, objevi-li se néjakd piekdzka nebo protisila —
napiiklad plsobeni né&jakého reguldtoru, ktery ovlivni koncentraci latek na jedné strané
membrany (takto plsobi hormon kiry nadledvin aldosteron v ledvinach). Fyziologicka
hodnota osmotického tlaku ¢ini kolem 750 kPa.
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Semipermeabilnimi membranami jsou biologické membrany
(propousti volné vodu a omezené v ni rozpusténé latky).

Hladina/koncentrace ionti sodiku v krevni plazmé se oznacuje jako natremie (odchylky
od referen¢niho rozmezi jsou oznacovany hypo- nebo hypernatremie). Jeji regulace zahrnuje
zejména ucinek aldosteronu (produkovaného ktrou nadledvin) na distalni tubulus a sbérny
kanalek ledvin, kde ma stimulaéni efekt na resorpci Na*. Sekundarné ovliviiuje hladinu sodiku
také antidiureticky hormon (produkovany hypotalamem a uvoliiovany z neurohypofyzy),
protoze transport Na* je vdzan na zvySenou resorpci vody v distalnim tubulu pisobenim
tohoto hormonu. VyluCovani sodiku moc¢i stimuluje napiiklad atriovy natriureticky peptid
(produkovany myocyty srdeCnich sini). Tento pusobi proti systému renin-angiotenzin-
aldosteron a ma dtlezitou roli v homeostazi srdecniho svalu pii ménicich se potiebach
organismu (pfedevsim s ohledem na systémovy krevni tlak).

Kalemie oznacuje hladinu ionti drasliku v krevni plazmé (odchylky od referen¢niho
rozmezi — hypo- nebo hyperkalemie). Také ta je regulovana aldosteronem, ale zatimco
aldosteron hladinu sodiku v krevni plazmé zvysuje, hladinu drasliku snizuje. Aldosteron totiz
stimuluje sekreci drasliku v distdlnim tubulu a sbérném kanalku ledvin do moci.

Chloridemie (odchylky od referen¢niho rozmezi — hypo- nebo hyperchloridemie) je
hladina chloridovych iontil v krevni plazmé, souvisi s regulacemi kationtl sodiku a drasliku.

Z rozdilu koncentraci sodiku a chloridt 1ze usuzovat na AB status:
1[Na® — CI'] ukazuje na metabolickou alkaldzu, nebot’ snizeni [Cl7] je doprovazeno zvySenim
[HCO3],
J[Na® — CI'] ukazuje na metabolickou acidézu, nebot’ zvyseni [CI] je doprovazeno snizenim
[HCOsT.

Stav Priciny Obecné projevy
Hypernatremie zvySena funkce kiry nadledvin, svalovy ties az kiece,

M[Na] poruchy funkce ledvin, otoky,
poruchy ¢innosti srdce, zvySeny krevni tlak,
zvySeny piijem potravou aj. sniZzend tvorba moci,

Ziznivost aj.
Hyponatremie prijmy, ospalost, inava,

J[Na] dlouhodobé;si zvracenti, poruchy ¢innosti srdce,
selhani ledvin, poruchy funkci klize aj.
selhani srdce,
popaleniny,

silné poceni (u zvitecich druht
s celotélovou distribuci potnich zlaz),
nepruchodnost stieva aj.

Hyperkalemie selhani ledvin, poruchy  ¢innosti  srdce,

K] Addisonova nemoc, poruchy povrchové
acidozy, citlivosti,

horecnaté stavy, slabost svali aZz obrny,

hemolyzy aj. ochabnuti hladké svaloviny

(stteva) aj.
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Hypokalemie
VK]

chronické prijmy,
chronické zvraceni,
selhani ledvin,
diabetes mellitus,
zangty pobfisnice,
alkalozy aj.

poruchy ¢innosti srdce,
poruchy funkci ledvin,
poruchy hladké svaloviny
GIT aj.

Hyperchloridemie

Tch

selhani ledvin,

zvysena funkce kary nadledvin,
srde¢ni nedostatecnost,
zvyseny piisun potravou aj.

viz hypernatremie

Hypochloridemie
J[CI

poruchy ¢innosti ledvin,
snizena funkce kiry nadledvin,
silné poceni (u zvifecich druhti

s celotélovou distribuci potnich 71az),

neprichodnost stieva aj.

viz hyponatremie

Je tfeba zdaraznit,

ze specifické projevy zmén koncentraci uvedenych elektrolytt jsou

vazéany na zakladni onemocnéni ¢i pficinu.
Addisonova nemoc je onemocnéni vyvolané snizenou sekreci hormont kiiry nadledvin
(v€etné aldosteronu), naptiklad v disledku jeji imunitni destrukce.

Zaveér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Acidobazicky status

Uvod

Pro normalni (fyziologické) Zivotni funkce a morfologickou stabilitu bunék, tkdni a organti je
nutné, aby byla udrzovana rovnovaha mezi kyselinami a zdsadami ve vnitinim prostfedi
organismu. Rovnovaha je dosaZena, jestlize produkce a piijem protonu (H") na jedné strané
odpovidaji jeho spotieb¢ a eliminaci na strané druhé.

Vysetieni acidobazického (AB) statusu je velice dilezitym segmentem laboratorni
diagnostiky poruch wvnitiniho prostiedi a také celé fady organovych ¢i systémovych
onemocnénti.

Cile

» Urceni hlavnich AB parametru: pH, vychylky bazi (BE) koncentrace HCO3™ a pCO2 v krvi
» Porovnani vysledkt s referen¢nimi hodnotami, mezidruhové srovnani
> Diskuse

Metody

Odbér vzorku
v" Odbeér krve (napiiklad od kralika) pii respektovani pravidel preanalytické faze AB
vySetteni, tj. anaerobni odbér s minimalni kompresi, uchovavani vzorku pti 1-4 °C (na
ledové tfisti), analyza do 2 h po odbéru

Piiprava vzorki
v Promichat heparinizovanou krev, odstranit bubliny vzduchu

Analyza vzorka analyzatorem
v’ Provést identifikaci vzorku v analyzatoru
Zadat telesnou teplotu jedince v dob¢ odbéru vzorku
Vlozit senzorové karty do analyzatoru
Automaticka kalibrace senzorové karty
Umistit odbérovou zkumavku do mista pro aplikaci vzorku
Aplikovat vzorek pod tlakem do zaznéni zvukového signalu

AN NI N NN
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Prenosny acidobazicky analyzator

Vysledky
Vyhodnoceni zaznamu analyzatoru — piiklad

[ GASTAT-navi RESULT ]
————— 092 -----

2017/11/13 10:24
SAMPLE No :00005
PATIENT ID :00000000
SAMPLE TYPE:Blood

pH 7.373 L
PC0O2 4.6 kPa

P02 12.9 kPa

cNa 144.1 mmol /L
cK 4.0 mmo | /L
Het 31.8 % L
Temp 37.0 °C

FI02 21.0 %

BP 101.3 kPa

ctHb 107.2 g/L |
cHCO3 19.8 mmol/L L
CcBE -4.8 mmol/L L
s02 97.3 %

ctC0o2 20.8 mmo | /L
ct02 14.8 vol/L L
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Ziskané vysledky

Vzorek

pH

HCOs"
[mmol/l]

BE
[mmol/1]

pCO2
[kPa]

Porovnani vysledki s referenénimi hodnotami, mezidruhové srovnani (ven6zni krev)

Parametr Pes Kocka Kun Skot Prase
pH 7,35-7,43 7,28-7,40 7,38-7,42 7,38-7,43 7,33-7,41
HCOgs 18,7-25,6 17,5-20,7 20,0-28,0 23,5-27,0 23,0-26,5
[mmol/l]
BE -4.5-+0,3 -0,5-+4,0 -2,0-+4,0 -0,5-+4,0 -0,5-+4,0
[mmol/l]
pCO:2 4,0-6,1 4,8-6,4 5,0-6,4 5,3-6,4 53-6,4
[kPa]

Podle Klinické laboratore pro mala zvirata FVL VFU Brno (2018)

Parametr pH krve je ve skutecnosti pH krevni plazmy.

Diskuse

AB status zavisi na produkci H" a COz, jejich transportu a eliminaci plicemi a ledvinami. Na
rozdil od H* pfi¢inou snizeného pCO2 neni nikdy snizena produkce (ale zvySena ventilace).
Produkce a spotfeba (konzumpce) protonu se realizuje v riznych metabolickych drahéch:
reakcemi jsou napfiklad neoxidativni glykolyza, ketogeneze,
protonkonzumpénimi reakcemi naptiklad glukoneogeneze

protonprodukénimi
ureosyntéza, lipolyza aj.,
Z laktatu, oxidace laktatu aj.
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zdroj: eliminace:
tkanové dychani plice
~200-300 mmol CO,/kg %. hm./den

mtb. exogennich proteind, eliminace:
lipiddi ledviny
~0,5-1,0 mmol
fixnich kys./kg Z. hm./den
(H2504, H;PO,, k‘fs- mocova Etc.}

UdrZzovani acidobazické rovnovahy vyzaduje acinnou regulaci, nebot H, respektive
oxoniovy kation (H3O"), je velmi reaktivni. Homeostaze H* je zajistovana reakcemi
naraznik v krvi (hydrogenkarbondtového, hemoglobinového, fosfatového, proteindtového
aj.), predev§im ale regulacnimi funkcemi orgdnd (plicemi, ledvinami, kostmi, jatry aj.).
Koncentrace H* v arteridlni plazmé je 0,00004 mmol/l (40 nmol/l), zaporny dekadicky log této
hodnoty, tzn. pH je 7,4, pokles pH o jednu jednotku (z 7,0 na 6,0 piedstavuje 10nasobny
vzestup koncentrace H*! Kratkodobé slucitelné se Zivotem jsou vychylky pH v rozmezi 6,8-
7,7.

Vychyleni AB statusu vede obvykle k porucham funkci organt s doprovodnymi projevy.
Podstatu poruch funkci lze shrnout: porucha permeability bunéénych membran, sniZeni
aktivity enzymu a deficit energie. Poruchy AB statusu lze v zésad¢ rozdélit na acidozy a
alkalozy, které mohou byt podle pfi¢in metabolické a respiracni a podle pribéhu akutni a
chronické.

Klasifikace zakladnich AB poruch:

podle sméru vychylky AB rovhovahy

acidéza nebo alkaloza
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podle priciny

metabolicka porucha nebo respiracni porucha

podle priibéhu

akutni porucha nebo chronicka porucha

podle stupné kompenzace

komp. porucha nebo nekomp. porucha

podle rozsahu

lokalni porucha nebo systémova porucha

AB poruchy mizou jestd byt jednoduché a smiSené (soucasné acidoza a alkaléza). Casto
jsou asociovany s dal§imi poruchami, napiiklad mineralniho metabolismu.

Acidozy se pii laboratornim vySetfeni vyznacuji poklesem pH krve a podle pficin
eventudlnim vychylenim dalSich laboratornich parametri. Alkalézy maji v laboratornim
nalezu zvySené pH krve a podle pficin eventualni vychyleni dalSich laboratornich parametra.
V ptipadé, ze dojde k upravé pH krve do referencniho rozmezi, ale hodnota nékterého
z dalSich laboratornich ukazatelti je mimo referen¢ni rozmezi, jde o kompenzovanou AB
poruchu.

Porucha Piiciny Projevy

Acidéza metabolicka | hladovéni,
diabetes mellitus (neléceny),
zavazné anémie,

onemocnéni jater,

nékteré otravy, deprese CNS,

prajmy, poruchy plicni ventilace,
onemocnéni ledvin poruchy ¢innosti srdce,
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Acidoza

onemocnéni plic spojena se

poruchy funkce ledvin

respiraéni snizenim ventilace,
utlum respiracniho ,,centra“ (1€ky,
pfi otravéach, traumatech),
poruchy funkce hrudniku
Alkaléza zvraceni,
metabolicka obstrukce pyloru, zvySena drazdivost CNS,
torze zaludku, poruchy ¢innosti srdce,
hyperaldosteronismus poruchy traveni (zacpy)
Alkaloza stimulace respiracniho ,,centra“
respiracni (Iéky, pti otravach, traumatech,

nadorech)

Hyperaldosteronismus je nadbytek hormonu aldosteronu v disledku jeho zvySené sekrece
kirou nadledvin (pfi jeji hyperplazii nebo nadoru) nebo muze byt zptsoben faktory mimo
ktiru nadledvin (zvysena funkce adenohypofyzy spojena se zvySenou sekreci

adrenokortikotropniho hormonu).

Pro tipravu AB poruchy lze vyuzit vzorec:

vypocet mnoZstvi latky v mmol, kterou je tieba organismu dodat = vychylka bazi
v mmol/l] X kg z. hm. % 0,3. Podle sméru vychylky (minus nebo plus) se aplikuje nitrozilng
baze nebo kyselina ve vypocteném mnozstvi. Nejefektivnéjsi uplatnéni tohoto vzorce je pii

pCO: 5,3 kPa, neni-li tomu tak, je nutné vzorec korigovat.

Zaveér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni
J. Doubek, E. Matalova, P. Hamouzova

FYZICKA ZATEZ
Fyziologické kompenzace

Uvod

Kompenzace je typem adaptace, kterd méa obranny vyznam, napiiklad proti piisobeni stresort,
tj. faktort vyvolavajici stres neboli zatéz. Patii do komplexu fyziologickych regulaci, jez
slouzi k udrzovani homeostaze na rtiznych urovnich. Na trovni celého organismu se na
regulacich podileji tfi zédkladni systémy: nervovy, vnitini sekrece a imunitni. Nejrychlejsi
regulaéni procesy probihaji prostfednictvim nervového systému. Uginek regulaci lze
demonstrovat pfi jednoduché simulaci fyzické zatéZe a jeji kompenzaci. Sledovanymi
fyziologickymi parametry mitizou byt télesnd teplota, krevni tlak, pocet pulzli, dechova
frekvence, dechovy objem a saturace perifernich tkani kyslikem. Monitoring je zalozen na
neinvazivnich metodach hodnoticich projevy cinnosti kardiovaskuldrniho a respira¢niho
systému na periferii. Vysledky vySetfeni vlivu fyzické zatéZe jsou napomocné ke stanoveni
spravné diagndzy a efektivni terapie. Mizou byt vyuzitelné i k hodnoceni vykonnosti u
dostihovych koni nebo psi.

Zatézova vysetieni se skladaji z n€kolika fazi: (1) stanoveni klidovych hodnot po pfipojeni
probanda k monitorovacim pfistrojium, (2) pouziti nizké intenzity zatéze — cilem je zvysit
prokrveni tkani a pfipravit kardiovaskularni systém na vys$i zatéz (aby se predeslo pfi vyssi
zatézi porucham cCinnosti srdce, napiiklad arytmiim), (3) provedeni vlastniho zatéZového
testu, (4) sniZzeni intenzity zatéze s cilem postupného navratu k hodnotdm blizkym klidovym
(aby se piedeslo vzniku nahlych zavrativych stavil, pfipadné az ztrat védomi, jejichZ pticinou
byva snizeni krevniho tlaku, dale aby se umoZznilo plynulé odstranéni laktatu, ktery je
odpovédny za tnavu), (4) sledovani nastupu klidového stavu.

Stanoveni laktatu slouzi k hodnoceni zasobeni organismu kyslikem. Hlavnim zdrojem jeho
produkce je neoxidativni glykolyza, tzn. laktat je ukazatelem hodnoceni stupné hypoxie
(deficitu kysliku v organismu). Mezi hlavni producenty laktatu patii kosterni svaly.

Upozornéni
Zatézovy test provadény na rotopedu je dobrovolny, rozhodujici kritérium pro jeho
absolvovani je fyziologicky zdravotni stav. Pro vylou€eni urazu je bezpodmine¢n¢ nutné dbat

pokynil pfitomného pedagogického personélu.
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Cile

Stanoveni sledovanych fyziologickych parametrt za klidovych podminek
Simulace fyzické zatéze

Stanoveni sledovanych fyziologickych parametrii béhem zatéze a po zatézi
Srovnani parametrii a jejich vyhodnoceni

Diskuse

YV YV VYV

Metody

Stanoveni fyziologickych parametri
v' Télesna teplota: bezkontaktnim teplomérem

Bezkontaktni teplomer
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v Krevni tlak: digitadlnim tonometrem

Humanni digitalni tonometr

v Pocet pulzii: manualné (palpaci arteria radialis)
nebo vyuziti pulzniho oxymetru ¢i u studentd (muzt) auskultaci srdce
(fonendoskopem)

Pulzni oxymetr a jeho umisteni

v Dechova frekvence: adspekei
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v Dechovy objem: digitalnim spirometrem

Digitalni spirometr

Simulace fyzické zatéze
v' Jizda na bicyklovém ergometru (rotopedu): naptiklad 10 min podle navodu

Bicyklovy ergometr

v Zména pozice t€la: z polohy vodorovné (lehu) do svislé (sedu)
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Vysledky

Fyziologické parametry za klidovych podminek (pred zatézi)
T¢lesna teplota:

Krevni tlak:

Pocet pulzi:

Dechova frekvence:

Dechovy objem:

Fyziologické parametry béhem zatéZe a po zatézi
Béhem zatéze — naptiklad v 7. min:

T¢lesna teplota:

Krevni tlak:

Pocet pulzi:

Dechova frekvence:

Dechovy objem:

Po zatézi — naptiklad 5 min:
T¢lesna teplota:

Krevni tlak:

Pocet pulzi:

Dechova frekvence:
Dechovy objem:

Po zatéZi — naptiklad 15 min:
T¢lesna teplota:

Krevni tlak:

Pocet pulzt:

Dechov4 frekvence:
Dechovy objem:

Diskuse

Fyzicka zatéz znamena zvysené pozadavky na funkci organti a organovych systémi, zejména
kardiovaskularniho a respira¢niho. Ty odpovidaji rozhodujici mérou na jedné strané za
zasobeni pracujicich svald kyslikem a energetickymi a stavebnimi substraty a na druhé strané
za odvod odpadnich metabolitli. Nahromadénim odpadnich metabolitli (zejména laktatu) ve
svalovych buiikach vznik4 inava. Pii velmi vysoké zatéZi mize vzniknout Ginava i v diisledku
doCasného vycCerpani transmiteri (pfenasec) v synapsich (zprostiedkovavaji ptenos
informace mezi neurony nebo mezi neuronem a svalem, tj. v nervosvalové ploténce). Svalova
unava se projevuje snizenim svalové sily a rychlosti, naruSena miize byt koordinace pohybii.
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Snizena perfuze (prokrveni) svalu béhem jeho kontrakce je provéazena bolesti, bolest
pomine, jakmile se stupeni perfuze opét obnovi.

Télesna teplota s vysokou fyzickou zatézi stoupa. Svalova aktivita je vyznamnym
producentem tepla (muze Cinit az 50 % celkové energie). Primarnim zdrojem energie pro
svalovou praci je ATP. Energie vznikla pfi jeho Stépeni se vyuzije na praci svald, ¢ast se
uvolni pravé ve formé tepla. Toto teplo sehrava dualezitou roli v aktivaci termoregula¢nich
mechanismu.

Zakladnim ukazatelem, ktery celkové vypovida o ¢innosti srdce je srdeéni vydej (cardiac
output). Je to objem krve pumpovany kazdou srde¢ni komorou za minutu. Matematicky
vyjadieno je to soucin tepového (systolického) objemu a srde¢ni frekvence za minutu.
Predstavuje zékladni determinantu dodavky kysliku v organismu. Srdecni frekvence
s naruistajici fyzickou zatézi roste linearné, systolicky objem roste vicemén¢ linearné do 50%
zatéze. Trénovani jedinci maji v klidu oproti netrénovanym srde¢ni frekvenci nizsi a
systolicky objem vys§i. U trénovanych jedincl pii postupné zatéZzi se oproti netrénovanym
srde¢ni frekvence zvySuje pomaleji a systolicky objem je vyssi.

Systolicky objem Ize zjistit nepfimo — vypoctem:

TKpulzov}f,[mm Hg] X 200
TKsyst [mm Hg] + TKgjas¢[mm Hg]

Objemgys = x povrch téla [m?]

Vysvétlivky: TK = tlak krevni

Pulzovy tlak (tlakovéa amplituda) je rozdil mezi systolickym a diastolickym tlakem, pulzovy
tlak se smérem k periferii téla sniZuje.
Systolicky tlak vyjadfuje kontrakce srdce, diastolicky tlak plnéni srdce.

Systolicky krevni tlak se pii silové pohybové praci zvySuje, diastolicky krevni tlak se
neméni nebo se mize mirné sniZovat.

Dechova frekvence s intenzitou zatéZe stoupa linedrn€. Vyznamné ovliviiuje minutovou
plicni ventilaci (dechovy minutovy objem, tj. objem vzduchu vdechnuty za minutu). Velikost
minutové plicni ventilace zavisi vedle dechové frekvence také na dechovém objemu, tj.
mnozstvi vzduchu, které se dostane do plic pii kazdém nadechu nebo je z plic vypuzeno pii
kazdém vydechu. Minutova plicni ventilace se rovnéz s intenzitou zatéze aZ do nastupu
anaerobnich procesii zvySuje linedrn€. Potom je vSak s nartstajici produkci CO2 vzestup
strmy, a to v dasledku vétsi stimulace respiracnich ,,center* oxidem uhli¢itym.

Teplota téla je regulovdna termoregulaénimi mechanismy. Tyto mechanismy jsou fizené
hypotalamem, kde se nachazi ,,centrum* termoregulace.

Respiracni ,,centra® jsou lokalizovdna v mozkovém kmeni (v prodlouZené mise a ve
Varolové mostu). Kardiovaskularni ,,centra®“ jsou Vv prodlouzené mise. Tato ,centra“
dynamicky reaguji na zmény a potieby organismu.
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Komunikaci s periferii zprostiedkovava autonomni nervovy systém, jeho sympaticka a
parasympaticka ¢ast, pfipadné se na kompenzaci podili i nervovy systém motoricky, véetné
zmény chovani. Zména sledovanych parametri béhem zatéze je ukazatelem fyzického stavu
organismu, stejné jako rychlost kompenzace a navrat ke klidovym hodnotam.

Pro tizeni urcitych funkci vytvaii mozek odpovidajici funkcni sité (projekeni oblasti,
naptiklad projekéni oblasti respirace), termin centrum, ktery vznikl v 19. stolett, je
Z pohledu fyziologie postupné opousten.

Zaver, pozndmky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni
J. Doubek, E. Matalova, P. Hamouzova, 1. Vesela

METABOLISMUS
Bazalni metabolismus

Uvod

Bazalni metabolismus je vyjadfovan energetickym obratem nutnym pro udrzeni normalnich
funkci organismu za podminek uplného klidu (fyzického i emocniho), termoneutrality
prostfedi a v postabsorpcnim stavu (tj. pro monogastry 14-16 h po nasyceni, pro polygastry 32
h a vice hodin po nasyceni). Spotieba energie je standardné vyjadfovana za 24 h. Tato energie
je spotfebovavéana na zajisténi funkci zejména srdce, krve, plic, ledvin, jater, svali, klze,
nervového, traviciho a reprodukéniho systému. Stoji za zminku, Ze jedna tfetina az jedna
polovina energie se spotfebuje na udrzovani funkce bunéfnych membran. Bazalni
metabolismus se vyjadiuje jako BMR (Basal Metabolic Rate). U zdravého organismu zavisi
hlavné na jeho hmotnosti.

Pro vypocet BMR se pouZziva hned nékolik rovnic. Pro ¢loveéka 1ze k odhadu BMR pouzit
mj. Harrisovu-Benedictovu rovnici.

Cile

» Vypocet metabolicky aktivni hmoty

» Srovnani metabolicky aktivni hmoty a BMR u riznych Zivocisnych druht
» Vypocet bazalniho metabolismu pomoci Harrisovy-Benedictovy rovnice
> Diskuse

Metody

Stanoveni metabolicky aktivni hmoty
v' Metabolicky aktivni hmotu Ize orienta¢né vyjadfit jako hmotnost organismu
umocnénou na %

Zakladni vypoctovy vztah

v’ Bazalni metabolismus piedstavuje 293 kJ na 1 kg metabolicky aktivni hmoty
v Vypoéet: BMR = m¥* x 293 [kJ]
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Vypocet bazalniho metabolismu pomoci Harrisovy-Benedictovy rovnice
1) Pro muze:

BMR (kcal/d) = 66,5 + (13,8 x hmotnost v kg) + (5 x vySka v cm) — (6,8 x v€k v rocich)
2) Pro zZeny:
BMR (kcal/d) = 655 + (9,6 x hmotnost v kg) + (1,8 x vySka v cm) — (4,7x vék v rocich)

Poznamka: 1 kcal = 4,185 kJ

Harrisova-Benedictova rovnice byla revidovana (Roza, Shizdal 1984). ‘

Vysledky

Stanoveni metabolicky aktivni hmoty a BMR na vybranych zvirecich modelech

Zivotisny druh Metabolicky aktivni hmota BMR

Vypocet bazalniho metabolismu pomoci Harrisovy-Benedictovy rovnice

Proband BMR [kJ]

Diskuse

Bazélni metabolismus u savcl zavisi na télesné hmotnosti a sekundarné na dalSich faktorech:
druhu, plemeni, pohlavi, véku, gravidité, Grovni regulaci (aktivit¢ nervového systému a
systému vnitini sekrece) atd. Prvni (1932) pfesnéjsi stanoveni metabolicky aktivni hmoty je
znamo jako Kleiberiv zakon. Podle tohoto zdkona BMR linearné zavisi na hmotnosti
umocnéné na % Zakon je obecné platny zejména u homoiotermnich Zivocichli. Zmény
metabolicky aktivni hmoty ale nejsou se zmé&nami télesné hmotnosti linearni. Metabolicky
aktivni hmota koreluje spiSe se zménami velikosti télesného povrchu.

Mezidruhové na hodnot¢ BMR nepifimo umérné zavisi predikce kratko-, respektive
dlouhovékosti. Nejde vSak o absolutni korelaci, uplatiiuje se fada dalSich faktort vcetné
mezidruhové i individualni variace v produkci ATP, schopnosti reparace DNA atd. BMR se
zvySuje pii stresu a onemocnénich.

Stanovi-li se hodnota bazalniho metabolismu (BM) na jednotku povrchu t&la (1 m?) rozdily
u jednotlivych druhti savci nejsou tak markantni.
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Druh Hmotnost BM BM
[ka] na kg Z. hm. na m? povrchu téla
[kJ/24 h] [kJ/24 h]
mys$ 0,018 887 4 958
pes 15 213 4 347
Clovek 75 134 4 351
kan 440 46 3 966

Podle Rubnera, cit. Trojan et al. (2003)

U clovéka lze k odhadu BMR pouzit fadu rovnic, napiiklad Harrisovu-Benedictovu
rovnici. Vedle télesné hmotnosti se pti vypoctu kalkuluje s télesnou vyskou a vékem. Rovnice
je konstruovana zvlast’ pro muze a zvlast’ pro zeny.

Zavér, pozndmky & komentadre
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Fyziologie | — prakticka cviceni
J. Doubek, E. Matalova, P. Hamouzova, 1. Vesela

TERMOREGULACE
Fyziologicka produkce tepla

Uvod

Zivogichové ziskavaji energii prevazné oxidativng, a to ze t¥ hlavnich nutriénich substratt —
sacharidd, tukii a proteini. Energie je uvolfiovana katabolickym procesem, pii kterém se
spotiebovava kyslik a uvoliiuje oxid uhlicity a voda.

Vzhledem Kk tomu, Ze mezi spoticbou kysliku a mnozstvim uvolnéné energie existuje
linedrni zavislost a témér veskerd energie (nad 95 %) je ze zakladnich zivin uvoliiovana
oxidativné, je mozné ze spotieby kysliku vypocitat energeticky vydej. Této skutecnosti
vyuziva metoda nepiimé kalorimetrie. S jejim vyuzitim Ize orienta¢né stanovit energetickou
spotiebu v klidovém stavu i pfi zatézi. Pomér mezi vydejem CO: a spotiebou O2 se oznacuje
jako respiraéni kvocient (RQ, nebo také R). Mnozstvi energie uvolnéné pii spalovani zZivin
pii spotiebé 1 1 kysliku se oznacuje jako energeticky ekvivalent kysliku (EE). EE kysliku se
1181 pfi spalovani jednotlivych Zivin, pokud dochézi k simultdnnimu spalovani vSech, pak EE
odpovida 20,1 kJ/1 Oa.

Pti neptimé kalorimetrii se se diive pouzivaly pfistroje, napiiklad Spirolyt,
kdy se provadélo jimani vydechovaného vzduchu, stanovoval se jeho objem a v ném obsah
kysliku a oxidu uhli¢itého. Dnes se pouzivaji moderni telemetrické ptistroje.
Pti pfimé kalorimetrii se méfi teplo vydavané organismem do prostredi, jeho stanoveni je

wvewr

Cile

» Seznameni s metodou nepiimé kalorimetrie

» Vypocet RQ v klidovém stavu a béhem zatéze

» Urceni tepelné produkce v klidovém stavu a béhem zatéze
> Diskuse
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Metody

Vyuziti pristroje pro neprimou kalorimetrii
v’ Zasady prace s pristrojem
v' Nastaveni pfistroje podle navodu

Mg¢éteni tepelné produkce v klidu a béhem zatéze
v" Napojit probanda v klidovém stavu na piistroj
Provést zdznam spotieby a vydeje plynt po dobu 10 min
Odecist spotiebu Oz a produkci CO> za jednotku ¢asu
Proband napojeny na kalorimetricky pfistroj vykondva fyzickou préci, naptiklad jizdu
na bicyklovém ergometru (zatéz nastavit) — napiiklad 10 min

ANEANERN

Bicyklovy ergometr

v Provést zdznam spotieby a vydeje plyni béhem zatéze
v Odetist spotiebu O2 a produkci CO2 za jednotku ¢asu

Ergometrie je metoda, pomoci niZ se stanovuje vykon a prace, 1ze ji hodnotit reakci
a adaptaci organismu na zatéz.
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Vypocet RQ
v RQ =CO0,/0;

Vypocet tepelné produkce
v' Oz [l/den] x EE

Vysledky
RQ u probanda v klidu

Spotieba Oz [%] =
Vydej CO2 [%] =
RQ =

RQ u probanda béhem zatéze

Spotieba Oz [%] =
Vydej CO2 [%] =
RQ =

Tepelna produkce u probanda v klidu

EE =

Ventilace v metabolické komoie [I/min] =
Spotieba Oz [I/min] =

Spotieba O [I/d] =

Tepelna produkce [kJ/d] =

Tepelna produkce u probanda béhem zatéze

EE =

Ventilace v metabolické komote [I/min] =
Spotieba Oz [I/min] =

Spotieba O [I/d] =

Tepelna produkce [kJ/d] =

Diskuse
Zivotni pochody a jejich projevy jsou zavislé na energii. Energie vznika oxidaci zakladnich
zivin — sacharidu, proteint a tukidl. Vznikla energie se v organismu uskladiiuje v podobé fady

slouCenin (zejména ATP, déle polysacharidl, proteind, tukl). Energie se spotfebovava na
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udrzeni zakladnich funkci organismu (50 % vydeje energie), trdveni a vstfebavani Zivin,
termoregulaci, tvorbu energetickych zasob, udrzeni vykonnosti a uzitkovosti.

Neptima kalorimetrie ur¢uje mnozstvi tepla uvolnéného oxida¢nimi reakcemi na zakladé
hodnot spotieby kysliku a uvolnéni oxidu uhli¢itého a prevadi tyto hodnoty na energeticky
ekvivalent kysliku. Méteni vydeje energie je dilezité pii hodnoceni riznych poruch
zdravotniho stavu, obdobi rekonvalescence, poporodniho obdobi a vyzivy mladat a také
vykonnosti a uzitkovosti zvirat.

Bylo prokazano, ze piiblizné hodnoty energetické spotieby lze stanovit na zakladé znalosti
té€lniho povrchu, pohlavi, véku a spotieby O2 (respektive produkce CO2) za ¢asovou jednotku.
Protoze chemické slozeni u jednotlivych zakladnich nutricnich substrati se 1isi, naptiklad u
lipidt pfipadd méné atomu kysliku na atomy uhliku a vodiku, 1i8i se také RQ pfi jejich oxidaci
a EE kysliku.

(19) Lipidy Proteiny Sacharidy
RQ 0,7 0,8 1,0
EE [kJ] 19,6 18,0 21,1

Podle Silbernagla a Despopoulose (2016)

Hodnota RQ vyjadiuje soubézné zuzitkovani vSech tfi hlavnich nutri¢nich substratl, coz
ztézuje vyuziti RQ k exaktnimu hodnoceni spotteby energie. Navic hodnota RQ kolisa: ke
zvySeni dochdzi pti hyperventilaci, svalové namaze, konverzi sacharidi na lipidy nebo pfi
metabolické acidoze, naopak ke snizeni vede hypoventilace, konverze tukli na sacharidy,
hrazeni kyslikového dluhu po svalové ndmaze nebo metabolicka alkal6za.

Svalova namaha zvysuje produkci tepla, coz je dano vlastni praci svalii a zvySenym
metabolismem, ¢imz se kryje spotfeba energie. Metabolismus svalové tkané je velmi
adaptabilni, zejména vlivem aerobniho tréninku. To mé za nasledek zvySeni poctu
mitochondrii ve svalovych buiikach a tim dlouhodobéjsi vyuziti kysliku béhem svalové
prace.

Zaveér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Fyziologické ztraty tepla a jejich metabolicka
kompenzace

Uvod

K tepelnym ztratam dochazi c¢tyimi fyzikalnimi zplsoby: konvekci (proudénim), radiaci
(salanim), evaporaci (vypafovanim) a kondukci (vedenim). Tepelné ztraty tedy zavisi na fade
faktorii: teploté prostfedi, pohybu vzduchu, vlhkosti vzduchu atd. Ze strany zvifete hraje
velkou tlohu tepelna izolace téla (zejména osrsténi a podkozni tukova tkar).

Fyzikélni model pro navozeni tepelnych ztrat pfedstavuje pouZiti ptistroje — elektrického
dynamického katatermometru. Pomoci néj 1ze stanovit parametr — hustotu proudéni tepla
(HFG, Heat Flow Density), ktery se udava ve wattech na 1 m?.

Katatermometr je pfistroj na méteni katahodnoty, tzn. hodnoty udéavajici ochlazovaci
ucinek okolniho prosttedi. Ten je dan teplotou a rychlosti proudéni okolniho vzduchu
a zavisi také na teploté okolnich ploch.

Cile

» Urceni tepelné produkce u zvifat s odlisnou télni izolaci

» Demonstrace efektu télni izolace na hodnotu tepelné produkce

» Zhodnoceni zmény tepelnych vlastnosti prostfedi s vyuzitim katatermometru
> Diskuse

Metody

Vyuziti pristroje k analyze vydechovanych plyni
v’ Zéasady prace s piistrojem
v Nastaveni piistroje podle navodu

Mgfeni tepelné produkce u zvitete s riznou tepelnou izolaci
v Umistit zvife s béznym télnim pokryvem, napiiklad kralika, do metabolické komory
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T A

i

Metabolicka komora

Nastavit teplotu na 10 °C

Nastavit pratok vzduchu na zakladé hmotnosti zviiete

Aklimatizace — 15 min

Zapnout analyzator, pofidit zaznam

Odecist spotiebu O2 a produkci CO2

Opakovat postup u zvifete, naptiklad krélika, o stejné hmotnosti, ale ostiihané¢ho

NN N N NI

Vypocet RQ
v' RQ =CO0,/0;

Vypocet tepelné produkce
v' Oz [l/den] x EE

Vyuziti katatermometru

v’ Zasady prace s ptistrojem
v Nastaveni piistroje podle navodu

Urceni HFD
v' Pii laboratorni teploté
V" Pii zvySeném proudéni teplého vzduchu (pod infralampou)

v" Pti zvySeném proudéni chladného vzduchu (pfed ventilatorem)
v" Pti zvySené vlhkosti (piekryti senzoru vlhkym tamponem)

Vysledky
RQ u zvirete s béZnou tepelnou izolaci (srsti)

Spotieba Oz [%] =
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Vydej COz [%] =
RQ =

RQ u zvirete bez tepelné izolace (s ostFihanou srsti)

Spotieba Oz [%] =
Vydej COz [%] =
RQ =

Tepelna produkce u zvirete s béZnou tepelnou izolaci (srsti)

EE =

Ventilace v metabolické komofte [I/min] =
Spotieba Oz [I/min] =

Spotieba Oz [I/d] =

Tepelna produkce [kJ/d] =

Tepelna produkce u zvirete bez tepelné izolace (s ostfihanou srsti)
EE =

Ventilace v metabolické komote [I/min] =

Spotieba Oz [I/min] =

Spotieba O [l/den] =

Tepelna produkce [kJ/d] =

Vyjadreni metabolické (energetické) kompenzace tepelnych ztrat

Rozdil tepelné produkce u zvifete s béZnym télnim pokryvem a bez télniho pokryvu:

HFD Vv riznych podminkach prostiedi

Teplota prostiedi HFD [W/m?]

Laboratorni teplota

ZvySena tepelna radiace

ZvySené proudéni
vzduchu

ZvySena evaporace

Diskuse
Tepelna produkce se u zvifat zvySuje v prostfedi s teplotou pod zoénou termoneutrality,
nebot’ dochazi ke zvySenym ztratam tepla. Tepelné podminky prostiedi ovliviuji

metabolismus zejména u mlad’at, které maji vétsi povrch vzhledem k objemu téla a soucasné
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ne zcela vyvinutou tepelnou izolaci. Tepelné ztraty, které nemuzou byt kompenzovany vyssi
tvorbou tepla a menSim vydejem tepla, vedou k podchlazeni (hypotermii) organismu. Obecné
plati, Ze mala zvifata maji relativné vétsi povrch téla, a proto jejich metabolismus musi
kompenzovat vyssi tepelné ztraty.

Meéfeni s vyuzitim dynamického katatermometru umoziuje proti klasickému termometru
objektivn€j$i posouzeni podminek a také predikci tepelnych ztrat v daném prostiedi.
Katatermometr je tedy obecné¢ vhodnym néstrojem pro hodnoceni tepelnych parametra
prostiedi, a to i z hlediska welfare zvirat.

Jako zona termoneutrality se oznacuje stav, kdy okolni teplota je pro homoiotermniho
zivocicha optimalni, tzn. je nastolena rovnovaha mezi tvorbou a vydejem tepla.

Zavér, pozndmky & komentar
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Homoiotermni a poikilotermni zivo€ichové

Uvod

Homoiotermni zivocichové jsou ve velké mife schopni kompenzovat rozdily v okolni télesné
teplot¢ se =zachovanim konstantni teploty téla (t€lesného jadra) v ramci svych
termoregulacnich mechanismi. U poikilotermnich zivocichti télesna teplota kolisa
Vv zavislosti na teplot¢ okoli. Nasledkem snizeni teploty dochazi k inhibici, pifipadné az
zastaveni funkce neuroendokrinnich regula¢nich mechanismit. Jako heterotermni se oznacuji
homoiotermni zivo¢ichové, ktefi maji schopnost pfeckat nepiiznivé obdobi ve stavu strnulosti
(dormance). Dormance je souhrnné oznaceni pro ptechodné zastaveni nebo omezeni
fyziologickych procest v zZivych organismech a zahrnuje u savct hibernaci (,,zimni spanek*)
a estivaci (,,letni spanek).

Cile

» Stanoveni energetického metabolismus u homoiotermnich a poikilotermnich zivocichti
V konstantnich teplotnich podminkach prostiedi

» Urceni energetického metabolismu u homoiotermnich a poikilotermnich Zivoc¢icht
Vv ménicich se teplotnich podminkach prostiedi

> Diskuse

Metody

Vyuziti pristroje pro neprimou kalorimetrii
v’ Zéasady prace s piistrojem
v Nastaveni piistroje podle navodu

Meéfteni tepelné produkce u homoiotermnich a poikilotermnich Zivocichi
v Umistit zvife do metabolické komory (zastupce homoiotermnich zvifat, zastupce
poikilotermnich zivo€ichi)
Zméfit teplotu téla
Odecist spotiebu O2 a produkci CO2 pti laboratorni teploté
Nastavit teplotu na 10 °C
Aklimatizace — 15 min

ANER NI NERN
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v’ Zméfit teplotu t&la
v Odetist spotiebu O a produkci CO»
v' Vypoéitat produkci tepla

Vysledky

Zaznam tepelné produkce

Homoiotermni Zivocich Poikilotermni Zivocich

Teplota téla
pri laboratorni teploté

Produkce tepla
pri laboratorni teploté

Teplota téla pri 10 °C

Produkce tepla pri 10 °C

Diskuse

Metabolické procesy u homoiotermnich Zivocichli se v chladnéj$im prostfedi zintenziviiuji,
tzn. zvySuje se tvorba tepla. To vede ke zvySeni ptijmu potravy v chladngjsich podminkach.
V chladu se rovnéz snizuje vydej tepla. Témito pochody dochéazi ke kompenzaci tepelnych
ztrat a zachovani konstantni télesné teploty.

V rliznych castech téla homoioterma je rozdilné teplota: (1) teplota télesného jadra (tj.
teplota v télnich dutinach — hrudni, bfisni, lebecni) je relativné stabilni, nevykazuje vyrazné
kolisani, (2) teplota télesné slupky (tj. teplota kluize, podkozi, svalstva na povrchu téla) je
ovlivilovana okolnim prostfedim. Jsou-li termoreceptory lokalizované v organech slupky
(nebo 1 v orgénech jadra) stimulovany, jsou indukovany termoregula¢ni mechanismy (jejich
,centrum® je v hypotalamu). Ty jsou bud’ aktivovany chladem (zvySuje se tvorba tepla,
sniZuje se vydej tepla), nebo jsou aktivovany teplem (zvySuje se vydej tepla, sniZuje se tvorba
tepla).

U poikilotermnich Zivo¢ichi v chladném prostfedi dochazi k minimalnimu narGstu
metabolismu a rychlému poklesu teploty. Nasledkem je snizeni aktivity organismu
piechéazejici do stavu netecnosti. Poikilotermové jsou tedy méné zavisli na pfisunu zivin
(potravy), ale mnohem vice na externich zdrojich tepla. Z evolu¢niho hlediska se jedna také o
rozdily v tepelné izolaci téla homoiotermnich a poikilotermnich Zivoc¢icha.

Zavér, poznamky & komentare
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Fyziologie | — prakticka cviceni

Tukova tkan

Uvod

Tukova tkéan je slozena z adipocyti, fibroblastii, cév, nervovych zakonceni, kolagennich a
retikularnich vlaken a extracelularni tekutiny. V posledni dobé v ni byly nalezeny kmenové
buiiky, coz otevirad fadu moznosti vyuziti této tkané pro terapeutické ticely. Hlavnim ukolem
tukové tkané¢ je vytvareni energetickych zasob a zabezpeCovani s nimi souvisejicich
metabolickych procest. Tukova tkan patfi také do systému vnitini sekrece. Ovliviiuje
vyznamné funkce jinych organt, negativné se jeji vliv uplatituje za obezity. Obezita se podili
na vzniku metabolického syndromu (je jeho soucésti).
Orientacné¢ Ize podil tukové tkan€ na celkové hmotnosti stanovit tukomérem.

Metabolicky syndrom je soubor projevil, zahrnujicich obezitu, zvySeny krevni tlak,
rezistenci na inzulin, poruchy metabolismu lipida aj.

Cile

» Stanoveni procentudlniho podilu a hmotnosti tukové tkan€ v lidském organismu

» Vypocet indexu télesné hmotnosti (BMI, Body Mass Index) a srovnani s mezinarodnimi
doporucenimi

» Posouzeni skore télesné kondice (BCS, Body Condition Score) u psa

> Diskuse

Metody

Vyuziti mérice télesného tuku Omron
v’ Zasady prace s pfistrojem (viz navod)
v’ Zasady spravného méfeni (viz navod)
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Tukomer

Mg¢fteni procentualniho podilu a hmotnosti tukové tkané
v’ Nastavit individudlni parametry probanda (vyska, vék, pohlavi)
v' Provést méfeni
v Odecist hodnotu podilu tukové tkané a absolutni hmotnosti tuku v téle

Vypocet BMI
v Hodnota BMI vychazi z t€lesné hmotnosti a vysky
v BMI = hmotnost v kg/vyska v m?
v’ Srovnani s orientaénimi referenénimi hodnotami (kategorie BMI)

Vyuziti krokoméru s tukomérem

v’ Zasady prace s pfistrojem (viz navod)
v’ Zasady spravného méfeni (viz navod)
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Krokomeér/tukomer
Me¢éfteni podilu tukové tkané
Méreni tloust’ky koZni Fasy pristrojem Digital Body Fat Caliper

v’ Zasady prace s pfistrojem (viz navod)
v’ Zasady spravného méfeni (viz ndvod)

Digital Body Fat Caliper

Z tabulky s pomoci zadanych hodnot (v€k, pohlavi) ur¢it podil té€lesného tuku

138



Vysledky

Hmotnost a procentualni podil tukové tkané v organismu, BMI

Hmotnost
téla [kg]

Vyska téla

[m]

Tukova
tkan [%]

Tukova
tkan [kg]

BMI
[kg/m?]

Proband ¢é. 1

Proband ¢. 2

Proband €. 3

Orientacni srovnani s mezinarodné doporuc¢enymi zakladnimi kategoriemi BMI

Kategorie BMI [kg/m?]
Podvaha <18
Normalni vaha 18,5-24,9
Nadvaha (preobézni stav) 25-29,9
Obezita 1. stupné 30-34,9
Obezita II. stupné 35-39,9
Obezita III. stupné >40

Podle WHO, 1997

Fale$né pozitivni diagn6za obezity podle BMI miiZe nastat naptiklad u jedincti s vysokym
podilem svalové hmoty.

Skoére télesné kondice (BCS) u psa

Zebra

Ocasni baze

Pohled zboku

Pohled shora

Pes ¢. 1

Pes ¢. 2

Zakladni kategorie BCS u psa

Zebra Ocasni baze Pohled zboku Pohled shora
Tézké zhubnuti | snadno hmatna, | kosti vystupuji, tvrdé vzhled
seslost bez pokryti bez hmoty mezi abdominalni ptesypacich
(kachexie) tukem kosti a ktizi zahyby kize hodin
Hubenost snadno hmatna, | kosti viditelné, abdominalni naznak
S malym hmatné tenka zahyby kize ptesypacich
pokrytim tukem | vrstva hmoty hodin
mezi kazi
a kosti
Normalni stav | snadno hmatna, kosti hmatné abdominalni dobfe tvarovana
ale pokryta pod vrstvou zahyby kize abdominalni
tukem hmoty mezi kiizi prohluben
a kosti
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Obtloustlost

tézko hmatna
ptes vrstvu tuku

kosti hmatné
pod silnou
vrstvou tuku

bez
abdominalnich
zahybu

roz§ifena zad’

Obezita téméef nehmatna | Kkosti obtizné ptevis tuku velmi znatelné
hmatné pod Vv abdominalnich | bocné¢ rozsitené
silnou vrstvou oblastech, télo
tuku bez z(zeni trupu
Diskuse

Tukova tkan obsahuje adipocyty, endotelové buiiky, makrofagy, fibroblasty, leukocyty aj.
Volné mastné kyseliny jsou uvolnovany z krevnich lipoproteinti aktivitou lipaz a po vstupu do
adipocytt tukové tkané dochazi k jejich esterifikaci. Tukova tkan obsahuje kolem 80 %
lipidii, podil se lisi u jednotlivych druhti zvitat. Lipogeneze (tvorba lipidl) je stimulovéana
hormondlné — inzulinem, u monogastri se uplatituje rovnéz leptin. Lipolyza (Stépeni
zasobnich lipidil) je stimulovana hormonsenzitivni lipazou, jejiz aktivitu ovliviiuji adrenalin,
noradrenalin, glukagon, somatotropin (STH), kortikotropin (ACTH), hormony §titné Zlazy aj.
Leptin (hormon sytosti) inhibuje pfijem potravy a spolupodili se tak na regulaci pfijmu
potravy. Metabolismus tukové tkdné¢ neni v celém téle shodny, naptiklad adipocyty
lokalizované v abdominalni tukové tkani vykazuji vyssi rezistenci k inzulinu.

Akumulace télesného tuku predstavuje energetickou zasobu organismu, nadmérna
akumulace vSak znamena zdravotni riziko (vznik obezity, metabolického syndromu).

S piibyvajicim vékem je svalova tkan nahrazovana tukovou. Relativné nizka tclesna
hmotnost nemusi znamenat normalni obsah tukové tkané v organismu, a naopak nadvéiha
nemusi svédcit pouze o nadmérné akumulaci tuku (alespont ¢ast nadmérné hmotnosti miize
byt tvofena tkani svalovou). Z tohoto diivodu je méfeni podilu télesného tuku velmi dilezité.
Tukova tkan obsahuje pomérn€ malo vody, proto ma nizkou elektrickou vodivost.

Tukova tkan je vyznamnou strukturou vnitini sekrece: produkuje adipokiny — leptin,
adiponektin, mezi adipokiny patii také faktory ovliviiujici rezistenci k inzulinu, napiiklad
rezistin, omentin aj., dale tvofi prozanétové cytokiny, angiotenzinogen aj. Probiha zde
konverze prekurzort steroidnich hormont. Je jednou z cilovych tkani pro ptsobeni inzulinu,
adrenalinu, hormon $titné zlazy, metabolit kyseliny arachidonové (ikosanoidu).
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Vnitiné sekre¢ni role tukové tkané:

leptin
adiponektin

rezistin
omentin
visfatin
vaspin
retinol-
binding
protein 4

pohl.
hormony angiotenzinogen
GC

Vysvétlivky: IL = interleukiny, TNFa = faktor nekrotizujici tumory o, TGFB = transformujici ristovy faktor,
PAI-1 = inhibitor plazminogenového aktivatoru (ptisobi protrombogenng).
MCP-1 = monocytovy chemotakticky protein, GC = glukokortikoidy

U ¢lovéka se k hodnoceni vyzivného stavu pouziva index télesné hmotnosti (BMI, Body
Mass Index). Je dan vzorcem: t&lesna hmotnost v kg/télesna vyska v m?. Za normalni vahu se
povazuje hodnota BMI 18,5-24,9.

U zvitat se stanovuje parametr skore télesné kondice (BCS, Body Condition Score). Jedna
se o subjektivni, semikvantitativni hodnoceni. Na zakladé hodnoceni pohledem (adspekci) a
pohmatem (palpaci) lze psa zafadit do jednoho z 5 stupiiti: (1) tézké zhubnuti, seSlost
(kachexie), (2) hubenost, (3) normalni stav, (4) obtloustlost, (5) obezita. Palpuje se Zeberni
oblast, ziizend cast trupu (,,pas*) a ocasni baze (krajina nasazeni ocasu). Psi s optimalnim
BCS by m¢li mit hladké obrysy, kosti by mély byt hmatné pod tenkou vrstvou podkozniho
tuku. Stanoveni BCS u psa mé vyznam pro zhodnoceni spravné hmotnosti, za¢inajici obezity,
ptipadné souvislosti S onemocnénimi. Pfi hodnocenti je tfeba respektovat plemenné rozdily.

U dojnic se hodnoti vybézky bedernich obratld, oblast mezi kycelnimi hrboly, kycelni
hrboly, panevni jdma s kofenem ocasu aj., méfi se 1 tloustka podkozni tukové tkané, k jejimu
hodnoceni se vyuziva i ultrasonografické vysetfeni. Hodnotici skala zahrnuje: (1) extrémni
vyhublost, (2) hubenost, (3) stfedni kondici, (4) vykrmenost, (5) pietucnélost.

Meéfic télesného tuku Omron BF511 vyuZivd metodu bioelektrické impedance. MéEfi
télesny tuk (v %), visceralni tuk (v %), kosterni svalovinu (v %). Ze zadanych hodnot —
télesna vyska, v€k, pohlavi, a méfenych hodnot — télesna hmotnost, se pocitd klidovy
metabolismus a BMI.

141



Krokomér s tukomérem A-3003 métfi mnozstvi tuku v téle (v %) rovnéZ na zakladé
bioelektrické impedance.

Digital Body Fat Caliper méti tloustku kozni fasy v milimetrech. Podle naméfené hodnoty
a véku a pohlavi osoby lze z ptilozené tabulky orientacné urcit procentualni zastoupeni tuku
V téle.

Méifeni podilu tuku metodou bioelektrické impedance se nedoporucuje provadét po
intenzivnim cviceni, po poziti alkoholu nebo vétsiho mnozstvi vody.

Bioelektricka impedance méti mnozstvi tuku nepiimo — na zéklad€ odporu téla pii
prichodu elektrického proudu o nizké intenzité a vysoké frekvenci (tukova tkan mé nizkou
vodivost).

Zavér, pozndmky & komentadre
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Fyziologie | — prakticka cviceni
J. Doubek, P. Hamouzova, E. Matalova

EPONYMA
vV ucebnich textech Fyziologie 1
pro VFU Brno

Eponyma v medicin¢ jsou terminy tykajici se zdkond, fenoménii, pravidel, nemoci,
symptomu, syndromu a ruznych struktur, jez byly pojmenovany po téch, ktefi je objevili,
formulovali nebo zavedli, nesou také pojmenovani po pacientech. Vybrali jsme ta, kterd jsou
uvedena v Prehledu fyziologie I pro VFU Brno (Doubek J, Matalova E, Vanova I, 2019) a ve
studijnich materialech pro prakticka cviceni v letnim semestru.

Addisonova nemoc
Nedostatecna ¢innost kiiry nadledvin projevujici se nedostatkem hormonti mineralo-
a glukokortikoidii, naptiklad v dtsledku jeji imunitni destrukce.
Nazvana podle skotského lékare T. Addisona (#1793-11860).

Addisonska krize
Stav, ktery nastava u pacienta trpiciho Addisonovou nemoci pii poklesu koncentrace sodiku
pod 140 mmol/l plazmy, chlorid pod 105 mmol/l plazmy a vzestupu koncentrace drasliku
nad 6 mmol/l plazmy (u psa). Mezi projevy patii obrny koncetin, prijem, zvraceni, poruchy
srde¢niho rytmu, ob&hové selhani.
Nazvéna podle skotského Iékare T. Addisona (*1793-11860).

Alzheimerova nemoc
Degenerativni onemocnéni ¢asti mozku projevujici se ztratou kognitivnich (poznavacich)
funket (tj. mysleni, paméti, tsudku).
Pojmenovana podle némeckého neuropatologa a psychiatra A. Alzheimera (*1864-11915).

Auerbachiiv plexus
Myentericky plexus, nervova pleten nachazejici se mezi str. circulare a str. longitudinale
tunicae muscularis dutych organd travici trubice.
Pojmenovan po némeckém anatomovi a neuropatologovi L. Auerbachovi (¥1828-11897).

Bergmannovo pravidlo
Zvitata Zijici v chladng&j$ich oblastech maji ve srovnani s jedinci stejného nebo piibuzného

vvvvvv

ey

i mensi tepelné ztraty. Zvifata zijici v teplych oblastech maji ve srovnani s jedinci stejného
nebo piibuzného druhu, ktefi Ziji v chladnych oblastech, vétsi povrch téla ve vztahu k jeho
objemu, tudiz 1 vétsi tepelné ztraty.

Nazvano podle némeckého anatoma, fyziologa a biologa C. Bergmanna (*1814-11865).

Billrothovy provazce
Retikularni vazivo, osidlené imunitnimi buiikami, tvotici podklad cervené pulpy sleziny.
Pojmenovéany po némecko-rakouském lékati T. Billrothovi (*1829-11894).

Bohruv efekt
Afinita hemoglobinu vii¢i kysliku klesa pti zvySené koncentraci COz2, zvySené teploté,
snizeném pH a zvySené koncentraci 2,3-bisfosfoglyceratu.
Nazvan po danském lékati Ch. Bohrovi (*¥1855-11911).

Brambellova komise
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Tato komise roku 1965 ve Velké Britanii formulovala tzv. 5 svobod zvitat (pfedchazeni

stresu): svoboda od hladu a zizn¢, svoboda od diskomfortu, svoboda od bolesti, zranéni

nebo nemoci, svoboda k vyjadieni normalniho chovani a svoboda od strachu a uzkosti.
Nazvana podle irského ptirodovédce R. Brambella (*1901-11970).

Brecherova-Cronkitova metoda
Manualni metoda stanoveni poc¢tu trombocytti: EDTA krev se nafedi §tavelanem amonnym
a trombocyty jsou pocitany ve 20 obdélnicich Biirkerovy komurky pii zvétSeni 400x.
Pojmenovéna po americkém hematologovi G. Brecherovi (¥1913-12004) a americkém
biologovi E. P. Cronkitovi (*1914-12001).

Biirkerova komirka
Pocitaci komirka s ptesné definovanou mtizkou slouzici ke stanoveni poctl erytrocyti,
leukocytti a trombocytt v objemu krve.
Pojmenovéna podle némeckého fyziologa K. Biirkera (¥1872-11957).

Biirkerovo pravidlo o hrani¢nich ¢arach
Urcuje, Ze pii pocitani bunek v Biirkerové komurce jsou zapocitdvany vSechny buiky, které
se dotykaji, uvnitt 1 vn¢, dvou pfedem urcenych na sebe kolmych stran geometrickych
utvart (¢tverct ¢i obdélnikil), nejsou vsak pocitany bunky, které se dotykaji (uvnitf i vné)
zbyvajicich dvou stran geometrickych ttvart.
Pojmenovano podle némeckého fyziologa K. Biirkera (¥1872-11957).

Coombsiiv test
Vysetieni pouzivané pro diagnostiku imunitné zprosttedkované hemolytické anémie.
Zjistuje se pritomnost autoprotilatek navazanych na erytrocyty pacienta (piimy
antiglobulinovy test).
Pojmenovén po anglickém imunologovi a patologovi, veterinarnim lékati R. C. Coombsovi
(¥1921-12006).

Coriho (Coriiiv) cyklus
Glukoézo-laktatovy cyklus, zahrnuje neoxidativni glykolyzu v pracujicim kosternim svalu
a erytrocytech, vznikly laktat je transportovan do jater a ledvin, kde se znovu tvoii glukéza,
ta se prostfednictvim krve dostava do tkani, kde je utilizovana.
Pojmenovan podle amerického biochemika C. F. Coriho (*1896-11984).

Cushingova nemoc
Zvysena ¢innost kiiry nadledvin projevujici se nadbytkem hormonti glukokortikoidi.
Pojmenovéna po americkém neurochirurgovi a patologovi H. Cushingovi (*#1869-11939).

Dohleho téliska
Modré (modroSedé) utvary v neutrofilnich granulocytech obsahujici RNA, vyskytuji se pfi
tézkych infekcich.
Pojmenovéna podle némeckého patologa K. G. P. Dohleho (*#1855-11928).

Ductus arteriosus Botalli
Soucast fetalniho krevniho obéhu, ktera spojuje aortu a plicnici, po porodu se rychle
uzavira.
Nazvan podle italského chirurga L. Botalla (*1530-11600).

Dulbeccovo médium
Médium uzivané ke kultivaci bunék, obsahuje aminokyseliny, anorganické soli, glukozu a
vitaminy. (Dulbecco modifikoval Eagleho medium.)
Nazvano po italsko-americkém Iékati a molekularnim biologovi R. Dulbeccovi (*1914-
12012).

Fabriciova burza
Ptaci kloakalni burza, priméarni lymfaticky organ, v némz dochazi k vyvoji B-lymfocyti.
Pojmenovéna po italském anatomovi a chirurgovi H. Fabriciovi (¥1533-11619).
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Fahraeusova-Westergrenova kolona
Kolona slouzici ke stanoveni rychlosti sedimentace erytrocytl, po naplnéni kolony
nesrazlivou krvi, odebranou na citrat, je krev vytlacena po vyznacenou ¢iselnou hodnotu 0
a v pravidelnych ¢asovych intervalech (15 min, 30 min, 1 h, 2 h) se odecita pokles sloupce
erytrocytt (V. mm).
Nazvana podle svédského patologa a hematologa R. Fahreeuse (#1888-11968) a svédského
internisty A. V. A. Westergrena (*1891-11968).

Fitzgeraldiyv faktor
Kofaktor, je to vysokomolekuldrni kininogen (HMWK, High Molecular Weight
Kininogen), je zapojeny do koagulace krve: napoméha pfeméné prekallikreinu na
kallikrein.
Pojmenovan podle A. Fitzgeralda, pacienta, u n¢hoz byla deficience tohoto faktoru poprvé
popsana (1973).

Fletcheruv faktor
Prekallikrein, patii mezi serinové proteinazy, je zapojeny do koagulace krve: aktivuje faktor
XII (Hagemanuv faktor) a podili se na vzniku bradykininu.

Pojmenovan podle rodiny Fletcherovych, u niz byla poprvé popsana deficience tohoto
faktoru (1963).

Gibbsova-Donnanova rovnovaha
Rovnovéha mezi koncentracemi kationtl a aniontl v krevni plazmé a intersticidlni tekuting,
dana zménou nabojl plazmatickych proteinti v zavislosti na difuzi latek pies kapilarni
sténu.
Nazvana po americkém matematikovi, fyzikovi a chemikovi J. W. Gibbsovi (#1839-11903)
a irském biochemikovi F. G. Donnanovi (*1870-11956).

Giemsy-Romanowského roztok
Barvici roztok pouzivany v protokolu pro panoptické (ptehledné) barveni krve podle
Pappenheima.
Pojmenovan podle némeckého patologa G. Giemsy (*1867-11948) a ruského parazitologa
D. L. Romanowského (#1861-11921).

Golgiho aparat (komplex)

Soubor cisteren tvoticich pfechod mezi endoplazmatickym retikulem a cytosolem,
syntetizuje polysacharidy a glykoproteiny, probihd v ném uprava proteinl vytvotrenych
ribozomy granularniho endoplazmatického retikula.

Nazvan podle italského patologa C. Golgiho (*1843-11926).

Goldmanova rovnice
Lze podle ni vypocitat membranovy potencial na zakladé koncentraci intra-
a extracelularnich iontl, vychazi z propustnosti klidové bunécné membrany pro ionty.
Nazvana podle amerického fyziologa D. E. Goldmana (*1910—11998).

Hagemaniiv faktor
Faktor XII, patii mezi serinové proteinazy, je zapojeny do koagulace krve, k jeho aktivaci
dochdzi po kontaktu s kolagenem cévni stény, ¢imZ je zahdjena vnitini koagula¢ni kaskada,
aktivuje koagulac¢ni faktor XI (Rosenthaliv faktor) a prekallikrein (Fletchertv faktor).
Pojmenovan podle J. Hagemana, pacienta, u néhoz byla poprvé popséana deficience tohoto
faktoru (1955).

Haldaneuv efekt
Vliv oxygenace na disociacni kiivku hemoglobinu pro COz: ¢im je mensi parcidlni tlak
kysliku (pO2), tim vice COz2 se vaZze na hemoglobin.
Nazvén podle skotského fyziologa J. S. Haldaneho (*1860-11936).

Hamburgeriiv presun (Hamburgeriyv shift)
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Vymeéna hydrogenuhli¢itanovych aniontti (HCOg3) prestupujicich do plazmy za chloridové
anionty (CI") probihajici v buiikach (erytrocytech).
Nazvan podle nizozemského fyziologa H. J. Hamburgera (#1859-11924).

Harderova Zlaza
Hluboka zlaza tretiho vicka (gl. palpebrae tertiae profunda), exokrinni (slzna) zlaza ustici
do spojivkového vaku, vyskytuje se u skotu a prasat. (U ostatnich domacich savct je
vytvoiena pouze povrchova zlaza tietiho vicka, ktera se Harderovou zlazou nazyva
nespravng.) U ptaki je jeji soucasti i lymfatickd tkan.
Nazvana podle §vycarského anatoma. J. J. Hardera (*1656-11711).

Harrisova-Benedictova rovnice
Rovnice slouzici u ¢loveéka k odhadu bazalniho metabolismu, vyjadieného jako BMR

(Basal Metabolic Rate). Pti vypoctu se uvazuje t€lesna hmotnost, télesna vyska a vék.
Rovnice je konstruovana zvIlast’ pro muze a zvlast pro zeny.
Nazvana po americkych chemicich J. A. Harrisovi a F. G. Benedictovi (¥*1870-11957).

Hayemiiv roztok
Roztok pouzivany pro fedéni krve a eliminaci leukocytil a trombocytl pii manualnim
stanoveni poctu erytrocytil v Biirkerové komiirce.
Nazvan podle francouzského 1ékare a hematologa G. Hayema (*1841-171933).

Hayflickiv limit
Urcuje maximalni pocet déleni buriky.
Pojmenovan podle amerického fyziologa a biologa L. Hayflicka (*1928).

Heinzova téliska
Shluky denaturovaného hemoglobinu nachazené v erytrocytech obarvenych
brilantkrezylovou modfi v ptipadé nékterych intoxikaci (otrav). U kocek se ojedinéle
vyskytuji i fyziologicky.
Pojmenovana po némeckém Iékati R. Heinzovi (*1865-11924).

Hendersonova-Hasselbalchova rovnice
(pro hydrogenuhli¢itanovy pufr)
Koncentrace vodikovych iontd (protonil) je pfimo imernd poméru koncentraci
nedisociované kyseliny uhli¢ité k uhli¢itanovému aniontu.
Nazvéna po americkém fyziologovi, chemikovi a biologovi L. J. Hendersonovi (*1878-
11942) a danském fyzikovi a chemikovi K. A. Hasselbalchovi (%1874-11962).

Henleho (Henleova) kli¢ka
Medularni Gisek nefronu spojujici proximalni a distalni ledvinny tubulus. Na zékladé
osmotického gradientu v jeho tenkém segmentu (sestupném raménku) probiha zpé&tna
resorpce vody.
Nazvana podle némeckého 1€kare, patologa a anatoma F. Henleho (*1809-11885).

Howellova-(Jollyho) téliska
Zbytky jadra vyskytujici se v nezralych savcich erytrocytech. Typicky je jejich vyskyt
V pfipadé regenerativnich anémii (z pfi¢in nadmérné hemolyzy nebo ztrat krve).
Pojmenovéna po americkém fyziologovi W. H. Howellovi (*1860-11945) a francouzském
I¢kati J. M. Jollym (*1870-11953).

Hynkovo ¢islo
Udava staii (zralost) neutrofilnich granulocytl, urcuje se pocet jadernych segmentti na 100
neutrofild, pficemz fyziologickd hodnota se blizi 3.
Nazvano podle ¢eského internisty K. Hynka (*#1879-11960).

Christmasiv faktor
Faktor IX, patii mezi serinové proteinazy, je zapojeny do koagulace krve, je aktivovan
aktivovanym faktorem XI (Rosenthalovym faktorem) spolu s faktorem 1V (Ca?"),
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aktivovany faktor IX nésledné aktivuje faktor X (faktor Stuartiiv-Prowerové).
Pojmenovan podle S. Christmase, pacienta, u né¢hoz byla poprvé popsana deficience tohoto
faktoru (1952).

Jacobsoniiv organ
Oznacovany také vomeronazalni organ, slouzi u niz§ich obratlovct a n¢kterych druhti savci
(hlodavcii, kocky, koné, clovéka) k vnimani feromonii.
Nazvan podle danského chirurga L. L. Jacobsona (*¥1783-11843).

Kleiberiv zakon
Se vzriistajicim objemem organismu se jeho metabolismus zvysuje s exponentem 0,75.
Nazvan podle §vycarsko-amerického fyziologa M. Kleibera (*1893-11976).

Korotkoviiv fenomén
Fenomén prokazatelny fonendoskopem nad periferni tepnou pti méteni krevniho tlaku
pomoci manzety. Selest je slysitelny pii poklesu tlaku manzety pod hodnotu systolického
tlaku, vymizi pfi snizeni diastolického tlaku.
Nazvan podle ruského chirurga N. S. Korotkova (*1874-11920).

Krebsiiv cyklus
Citratovy cyklus, cyklus trikarboxylovych kyselin, je fada reakci v mitochondriich, pfi
nichZ dochazi ke katabolismu acetylovych zbytki (vystupuji ve formé acetyl-CoA), k
uvolnéni reduk¢nich ekvivalentl, jez po oxidaci dovoluji vydej volné energie (spolu s
dychacim fetézcem hraje K. cyklus zasadni roli pro zisk energie v buiice).
Pojmenovén po némecko-anglickém I€kati a biochemikovi H. A. Krebsovi (¥1900-11981).

Kupfferovy buiky
Souc¢éast mononukledrniho fagocytarniho systému, vyskytuji se v perisinusoidalnim prostoru
jater.
Nazvany podle némeckého anatoma K. W. von Kupffera (¥1829-11902).

Kurloffovy buriky
Patii do populace mononuklearnich leukocyti, vyskytuji se u morcat (Cavia sp.) a kapybar
(Hydrochoerus hydrochaeris), v jejich cytoplazmé je ptitomna inkluze, tvofena
glykosaminoglykany.
Pojmenovany podle ruského 1ékaie M. G. Kurloffa (*1859-11932).

Langerhansovy buiiky
Dendritické buniky vyskytujici se ve str. basale a str. spinosum pokozky, jsou soucasti
mononukledrniho fagocytarniho systému, po fagocytoze antigenu ptisobi v miznich
uzlinach jako buiiky prezentujici antigen.
Pojmenovany podle némeckého patologa, fyziologa a biologa P. Langerhanse (*1847-
T1888).

Mareyiv zakon
Tepova frekvence je nepfimo umérna krevnimu tlaku.
Nazvén podle francouzského lékate, fyziologa a chronofotografa E.-J. Mareye (*1830-
11904)

Maytv-Griinwaldiv roztok
Barvici roztok pouzivany v protokolu pro panoptické (ptehledné) barveni podle
Pappenheima.
Nazvan podle némeckého internisty R. Maye (*1863-11936) a némeckého 1ékare L.
Griinwalda (*¥1863-11927).

McFarlantiv model koagulace krve
Klasicky model srazeni krve, podle né¢ho koagulace probiha jako sled reakci (koagulacni
kaskada) srazecich faktort (serinovych proteindz) s vnitini a vnéjsi cestou jejich aktivace,
jez ,usti“ do spole¢né cesty aktivace.
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Nazvan podle anglického hematologa R. G. McFarlana (*1907-11987).

Pappenheimovo barveni
Panoptické (pfehledné) barveni krevniho natéru slouzici k hodnoceni morfologie krevnich
bunck.

Pojmenovano podle némeckého hematologa A. Pappenheima (*1870-11916).

Parkinsonova nemoc
Degenerativni onemocnéni mozku, oblasti substantia nigra, spojené se sniZzenou tvorbou
neurotransmiteru dopaminu a projevujici se poruchami pohybu (klidovym tfesem, ztuhlosti
svalli, snizenou hybnosti aj.).
Nazvéna podle anglického chirurga J. Parkinsona (*¥1755-11824).

Peyerovy plaky
Organizovana lymfaticka tkan (lymphonoduli aggregati) v distalnim jejunu a ileu.
Pojmenovany podle $vycarského anatoma J. C. Peyera (¥1653-11712).

Ponderova chyba
Chyba nerovnomérného rozlozeni (3), naptiklad bun€k pfi jejich kvantifikaci, vypocita se
podle vzorce:
§=YP

> X 100 [%], kde p znamena napocitané buiiky (naptiklad krvinky).

Pti vyhodnoceni malého poctu krvinek je chyba nerovnomérného rozlozeni velka, coz
znamena nespravny vysledek.

Price-Jonesova krivka
Grafické znazornéni zavislosti priméra erytrocyti na jejich etnosti. Slouzi k diferenciaci
anémii.
Nazvana podle britského hematologa C. Price-Jonese (*1863-11943).

Purkynovy buiiky
Neurony hruskovitého tvaru, jejichz téla se nachazeji ve str. gangliosum ktiry mozecku.
Jedna se o inhibi¢ni neurony, jejichZ axony tvoii jediny vystup mozeckové kiry, z niz
vedou piimo k jadrim mozecku.
Pojmenovany podle ¢eského fyziologa a Iékate J. E. Purkyné (¥1787-11869).

Quickiiv test
Protrombinovy ¢as, test slouzici k ovéfeni funkénosti vnéjsi koagulacni kaskady.
Pojmenovan podle amerického 1ékare, fyziologa a biochemika A. J. Quicka (*1894-11978).

Rosenthaluv faktor
Faktor XI, patii mezi serinové proteinazy, je zapojeny do koagulace krve, je aktivovan
faktorem XII (Hagemanovym faktorem), aktivuje faktor IX (Christmasiiv faktor).
Pojmenovan podle amerického hematologa R. L. Rosenthala (¥1923-12013).

Selyeho koncepce stresu
Vyjadiuje obecnou, uniformni odpovéd’ organismu na ptisobeni riznych stresord, odpoveéd
byla nazvéna obecny adaptacni syndrom.
Formulovéna byla rakousko-mad’arsko-kanadskym endokrinologem H. Selyem (*1907-
11982).

Schillingova krivka
Vyjadiuje zmény v pievazujicich populacich leukocytl béhem zanétu: bojova faze
(neutrofilie s posunem doleva), obranna faze (monocyt6za) a ozdravna faze (lymfocytdza).
Pojmenovana podle némeckého internisty a hematologa V. Schillinga (*¥1883-11960).

Schillingtiv index
Primérny pocet segmentt jader neutrofilnich granulocytl, vyjadiuje stari populace
neutrofili.
Pojmenovan podle némeckého internisty a hematologa V. Schillinga (*1883-11960).
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Starlingova rovnovaha
Rovnovaha hydrostatickych a onkotickych sil urcujicich vyménu tekutin mezi
intravazalnim a intersticidlnim prostorem.
Nazvéna po britském fyziologovi E. H. Starlingovi (*1866-11927).

Starlingovy sily
Sily ovliviyjici pohyb tekutiny ptes kapilarni sté€nu, jedna se o hydrostaticky tlak v cévach
a intersticiu a onkoticky tlak v krevni plazmé a intersticiu.
Nazvany po britském fyziologovi E. H. Starlingovi (*1866-11927).

Starlingiiv zakon
Vyjadiuje vztah mezi krevni plazmou a intersticiem, zavisi na: krevnim tlaku
(hydrostatickém tlaku) v cévach, hydrostatickém tlaku v intersticiu, koncentratnim
gradientu protein mezi krevni plazmou a intersticiem (onkotickém tlaku v plazmé
a intersticiu) a na permeabilité kapilar.
Nazvan po britském fyziologovi E. H. Starlingovi (*1866-11927).

Stuartiiv-Prowerové faktor
Faktor X, patii mezi serinové proteinazy, je zapojeny do koagulace krve, je aktivovan
aktivovanym faktorem IX (Christmasovym faktorem) a aktivovanym faktorem VII
(konvertinem), spolu s aktivovanym faktorem V (akcelerinem) aktivuje faktor II
(protrombin) na trombin.
Pojmenovan podle R. Stuarta a A. Prowerové, prvnich pacientti, u nichZ byla popsana
deficience tohoto faktoru (50. 1éta 20. stoleti).

Tammiv-Horsfalliiv glykoprotein
Glykoprotein tvofeny v bunikach ledvinnych tubuli, jehoz precipitaci vznikaji valce, které
Ize detekovat v moCovém sedimentu.
Nazvan podle amerického virologa I. Tamma (*1922-11995) a amerického 1ékaie
avirologa. F. L. Horsfalla (*1906-11971).

Tonelliho priznak
Jeden z prikazi biologické smrti, zaloZeny na existenci deformace zornice: pokud se Stiskne
oko dvéma prsty, je zornice ovalna, pokud tfemi, je trojhranna (objevuje se jiz nékolik
okamziki po smrti a trva asi 2 h, tento ptfiznak se neobjevuje u smrti z uduseni (naptiklad
z utonuti).

Tiirkiv roztok
Roztok pouZzivany pro fedéni krve a eliminaci erytrocytll a trombocytil pii manualnim
stanoveni poctu leukocytl v Biirkerové komiirce.
Pojmenovan podle rakouského hematologa W. Tiirka (*1871-11916).

VVon Willebrandova nemoc
Krvacivé onemocnéni zptisobené vrozenym deficitem nebo nefunkénosti von
Willebrandova faktoru.
Nazvana podle finského internisty E. A. von Willebranda (*1870-11949).

Von Willebrandiv faktor
Plazmaticky glykoprotein produkovany megakaryocyty, endotelem, jatry aj., jehoz tilohou
je adherence krevnich destic¢ek na kolagen cévni stény a zpomaleni odbourdvani faktoru
VIII (antihemofilniho faktoru A).
Pojmenovan podle finského internisty E. A. von Willebranda (*1870-11949).

Wintrobiv hematokrit
Metoda stanoveni hematokritu, kdy je krev Setrn¢ centrifugovana ve zkumavce s
vyznacenou stupnici.
Nazvan podle rakousko-amerického 1ékaie M. Wintrobea (*1901-11986).

Wrightovo barveni
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Panoptické (ptehledné) barveni krevniho natéru slouzici k hodnoceni morfologie krevnich
bunék.
Pojmenovano podle amerického patologa J. H. Wrighta (%1869-11928).
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