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Úvod

Klonální kultivace CFU-GM jak Z kostní dřeně, tak Z
periferní krve představuje hematologické vyšetření, které
přispívá k diagnostice a monitorování léčby u akutní
myeloidní leukémie (AML), chronické myeloidní leuké-
mie (CML) a myelodysplastického syndromu (MDS). U
nemocných s‘ AML napomáhá toto vyšetřenípři určování
remise a včasné diagnostiky relapsu. U CML je možno
včasně Zachytit akcelerační fázi nebo blastický Zvrat,
Obdobně u MDS je možno Zachytit transformaci v akutní
leukémii (8). Kultivace CFU-GM má Svoje opodstatnění
i při monitorování léčby některých hematologických
Onemocnění (např. ALM, CML, MDS, polycytemia vera,
aplastická anémie) při jejichž léčbě podáváme růstové
faktory (např. IL-3, GM-CSF, G-CSF) a dále k určování
viability kostní dřeně při autologních transplantacích.

Důležitým Se také jeví využívání metody kultivace CFU-
-GM i u jiných hematologických onemocnění, jejichž
Základem není klonální porucha myeloidní větve (např.
akutní lymfatická leukémie - určování remise), nebo jde
O poruchu hemopoézy (např. aplastická anémie - Sledo-
vání kvality reparace kostní dřeně, nebo idiopatická
myelofibróza).

Domníváme Se, že Zavedením této metody do naší
klinické praxe jsme Zřetelně Zlepšili jak diagnostiku a
prognostiku, tak i monitorování hematologických
nemocných (8, 9).

Soubor nemocných a metodika vyšetření

Od Září 1990 do července 1991 jsme vyšetřili 122
nemocných, z toho 56 mužů, 62 žen a 4 děti (3 chlapce a
1 dívku) ve věku od 1 - 76 let (median 49,1 roku).
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Kontrolní skupinu tvořilo 10 dobrovolných dárců. u
kterých jsme provedli kultivaění vyšetření Z periferní
krve, a 10 dárců, kterým byla během operačního výkonu
(Ortopedická operace) S jejich Souhlasem odebrána (trépa—
nobiopsii) Zdravá kostní dřeň a provedeno její kultivační
vyšetření.

Kultivací CFU-GM Z kostní dřeně jsme vyšetřili 30
nemocných S AML, 15 nemocných S CML, 14 nemocných
s MDS, 6 nemocných s ALL a 5 nemocných S diagnózou
aplastická anémie. Kultivační vyšetření Z periferní krve
jsme provedli u 23 nemocných S CML, 15 nemocných S
AML, 10 nemocných s MDS a 4 nemocných s idio-
patickou myelofibróZou.

Vyšetřovaným nemocným jsme odebrali 0,5 - 1 ml
kostní dřeně (sternální punkcí) a 2 - 3 ml perifemi krve
(venepunkcí). Z odebraného materiálu jsme provedli
Separaci mononukleámích buněk. U kostní dřeně Za
použití 10% dextıanu a u periferní krve gradientem na
Lymphoprepu (Nyegaard Co. Norway). Počet jaderných
buněk jsme určili v Burkerově komůrce standardní meto-
dou.

Pro kultivaci CFU-GM in vitro bylo použito IScOvo
medium (Iscove's modified Dulbecce’s minimum
essential medium, UHKT Praha, ČSFR), fetální telecí
sérum (Lactiferm-Hustopeče u Brna, ČSFR), kondi-
ciovaně médium 5637 (obsahující růstový faktor multi-
-cSF/IL-3,UHKT Praha,ÔSFR),3%L-glutamin (Serva,
SRN), antibiotika (penicilín 100 j/ml a Streptom cin 100
ug/ml - Spofa, ČSFR), NaHCO3 7,5% (Sevac, SFR). K
Stabilizaci pH Iscova média jsme použili HEPES (Sigma,
USA). Jako imobilizační médium jsme použili 3,3%
Bacto-agar (Difco, USA). Ke kultivaci CFU-GM byly
použity misky o průměru 30 mm (Falcon, Švýcarsko).
Jako kultivační inokulum jsme používali suspenze buněk-
2.105 bunëk/ml. Vlastni’ kultivaci jsme prováděli v
termostatu při 37 °C Za 5% pCOz po dobu 7 dní. Při Odečí-
tání počtu kolonií a shluků jsme provedli fixaci pomocí
2% kys. Octové a počítali při 32násobném Zvětšení.

Tabulka 1
Výsledky kultivace CFU-GM v kostní dřeni

Pořadové
číslo

pacienta Diagnóza

Počet
jaderných

bun
(. 10

Kolonie Shluky K/K+S

(přepočteno na 105 buněk)

11. AML
(M1) 40,8 1 ,02 8,20 ' 0,11

12. AML
(M1) 20,6 2,01 12,06 0,14

13. AML
(M1) 8,21 36,23 0,18

14. AML
(Ml) 5,85 23,40 - 0,20

15. AML
(M1) 30,0 2,02 5,05 0,28

AML
(Ml) . 48,0 1 ,02 8,67 0,11

- 17. AML
(M2) 5,0 5,50 14,00 0,28

18. AML
(M2) 29,0 3,06 11,22 0,21

19. AML
(M2) 3,9 0,49 1,98 0,19

20. AML
(M2) 25,6 l ,47 8,33 0,15

21. AML
(M2) 19,4 0,99 5,97 0,14

AML
(M2) 6,3 4,00 27,00 0,13

23. AML
(M2) 15,1 3,31 10,43 0,24

24. AML
(M2) 12,6 1,16 25,30 0,04

26. AML
(M2) 5,6 0,50 2,20 0,19

Pořadové
číslo

pacienta Diagnóza

Počet
jaderných

buněôk
(.10)

Kolonie Shluky I K/K+S

(přepočteno na 105 buněk)

27. AML
(M2) 23,6 0,53 46,70 0,01

kontrola 13,3 23,12 5,52 0,80

28. AML
(M2) 11,4 1,70 11,75 0,13

kontrola 9,6 28,64 6,03 0,83
29. AML

(M2) 11,8 1,39 18,30 0,07

kontrola 14,4 33,17 9,55 0,78

kontrola 7,2 35,22 19,35 0,65

30. AML
(M2) 2,7 2,26 17,60 0,11

kontrola 13,9 39,49 18,46 0,68

kontrola 8,6 29,80 26,80 0,53

31. AML
(M2) 10,6 7,18 29,90 0,19

kontrola 16,9 42,36 24,14 0,64
32. AML

(M2) 11,2 21,30 33,85 0,30

kontrola 15,3 36,45 51,87 0,41

kontrola 13,6 56,32 50,53 0,53

33. AML
(M3) 9,5 1 ,60 A290 0,07

10. kontrola 11,9 30,53 . 57,37 0,34 34. AML
(M3) 3,6 9,18 31,50 0,23



200 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY ROČNÍK LX, 1991, č. 5

Pořadové
číslo

pacienta Diagnóza

Počet
jaderných

bunˇ
(. 10

Kolonie Shluky K/K+S

(přepočteno na 105 buněk)

65. MDS
(RA) 1,25 2,30 0,35

35. AML
(M4) 78,0 4,28 18,72 0,19

MDS
(RA) 1,16 1,33 0,47

36. AML
(M4) 5,0 2,00 9,00 0,18

67. MDS
(CMML) 0,52 2,92 0,15

37. AML
(M4) 2,6 3,01 16,58 0,15

68. MDS
(RA) l ,67 1,51 0,53

38. AML
(M4.5) 4,2 7,03 33,67 0,17

69. MDS
(CMML) 12,9 0,50 7,79 0,06

_ 39. AML
(M5) 5,1 8,54 39,70 0,17

70. MDS
(RA)

7,6 8,90 0,28

40. AML
(M5) 3,9 8,04 35,18 0,19

71. ALL 16,1 1,86 2,48 0,42

72. ALL 9,5 1,01 2,01 0,33

41. AML
(M5) 1,51 9,09 0,14

73; ALL 29,6 1,00 6,00 0,14

42. CML 0,50 2,00 0,20
74. ALL 3,7 0,50 1. ,00 0,33

43. CML 8,58 14,64 0,36

44. CML 5,53 15,08 0,26

75. ALL
(B-Ly) 79,6 2,70 4,25 0,39

45. CML 4,53 11,05 0,29
76. ALL

(B-Ly)
36,5 7,10 11,60 0,38

46. CML 1,50 8,54 0,15

47. CML 2,9 7,50 22,00 0,25

77.
Aplas-
tická

anémie
0,5 0,80 48,00 0,01

48. CML 2,4 1,17 11,65 0,09 78. 2,3 0,50 7,03 0,07

49. CML 3,8 13,60 0,08 79. 1,4 1,60 5,00 0,24

50. CML 5,6 0,67 0,46 80. 1,7 0,60 0,50 0,54

51. CML 11,3 43,20 0,26 81. 3,4 0,33 0,49 0,40

52. CML 3,1 18,52 0,06

53. CML 17,2 93,46 0,01

t 54. CML 6,3 26,11 0,11

Tabulka 2
Výsledky kultivace CFU-GM z periferní krve

55. CML 3,2 18,10 0,13

56. CML 4,5 9,30 44,50 0,17

57. MDS
(CMML) 2,9 7,50 22,00 0,25

Pořadové
číslo

pacienta Diagnóza
Počet

jaderných
bunˇ
(. 10

Kolonie Shluky K/K+S

(přepočteno na 10S buněk)

kontrola 2,7 0,67 1,33 0,34

58. MDS
(RAEB) 7,1 13,13 54,04 0,20

kontrola 7,1 3,00 1 ,67 0,64 -

59. MDS
(RAEB) 12,2 9,50 38,50 0,20

kontrola 2,3 1 ,67 2,00 0,46

kontrola 2,9 3,00 2,33 0,56

MDS
(RAEB) 13,6 10,60 48,48 0,18

kontrola 3,9 1,33 ' 0,67 0,67

61. MDS
(RA) 72,0 3,48 5 ,47 0,38

kontrola 4,2 2,00 4,00 0,33

kontrola 6,2 1,00 2,00 0,50

62. MDS
(CMML) 33,4 1,00 6,50 0,13

kontrola 7,3 1,00 1 ,67 0,37

63. MDS
(CMML) 6,3 1,00 14,00 0,07

kontrola 12,1 6,00 5,00 0,55

10. kontrola 3,6 1,00 2,33 0,33

64. MDS
(CMML) 11,5 2,00 13,00 0,13

11. CML 9,6 1,00 4,50 0,18

12. CML 3,8 36,31 47,37 0,43
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Pořadové
číslo

pacienta Diagnóza
Počet

jaderných
bunšk'
(.10 )

Kolonie Shluky K/K+S

201

(přepočteno na 105 buněk)

Pořadové
číslo

pacienta Diagnóza
Počet

jaderných
bun

Kolonie Shluky KlK+S

13. CML 3,1 6,45 82,26 0,07 p
(.10 (přøpøčıønø nn 105 hnnčk)

14. CML 6,5 12,62 8,08 0,61

AML46. (M3) 1,0 0,33 1,00 0,25

15. CML 45,2 0,5 1 27,78 0,18

16. CML 7,8 0,5 l 9,09 0,05

47. AML 2,6 0,16(M3) 25,30 0,01

CML 2,4 0,50 36,68 0,01
48. AML 3,2 0,50 15,60 0,03(M5)

CML 4,0 0,50 10,00 0,05

CML 3,6 11,62 40,40 0,22

MDS
49' (CMML) 7,8 4,21 30,52 0,12

CML 7,4 0,53 1,58 0,25
MDS50. (RAEB) 6,0 0,30 1,30 0,18

CML 7,1 6,06 23,74 0,20

CML 2,9 15,66 49,49 0,24

MDS51. (RARE) 2,0 0,30 3,00 0,09

CML 3,9 17,17 55,56 0,23
MDS52. (RAEB) 2,4 0,16 1,82 0,08

CML 4,3 10,61 48,99 0,17

CML 5,2 9,60 34,85 0,21

MDS53. (RA) 4,3 0,67 0,51 0,57

CML 2,1 1,00 23,00 0,03
MDS

54' (CMML) 2,9 0,17 1,18 0,13

CML 6,7 0,50 3,48 0,13

CML 1,3 11,74 42,38 0,27

MDS55. (RA) 1,7 0,16 0,33 0,33

CML 15,8 0,50 14,20 0,03
MDS56. (RA) 2,6 1,00 2,00 0,50

CML 30,1 0,17 18,52 0,01

CML 2,6 0,85 0,2 1

MDS
57' (cMML) 3,6 3,60 17,30 0,17

CML 2,8 0,16 0,26

CML 2,4 0,17 0,09

MDS
58' (CMML) 1,7 1,25 3,50 0,26

34. AML
(Ml) 1,6 0,21 0,14

35. AML
(Ml) 3,4 0,50 0,25

Idiopa—
tickâ

myelo-
fibrôza

59. 4,2 0,90 28,70 0,03

60. _ 12,2 0,40 6,70 0,05

36. AML
(M1) 3,6 0,50 0,09

61. 3,1 2,30 11,50 0,17

62. 1,7 0,50 7,50 0,06

37. AML
(Ml) 2,6 2,40 0,11

38. AML
(M1)

0,8 27,00 0,38

39. AML
(M2) 4,2 0,53 1 ,05 0,34

40. AML
(M2) 2,3 0,52 8,42 0,06

41. AML
(M2) 1,9 1,58 10,00 0,14

42. AML
(M2) 2,8 l ,05 5,26 0,17

43. AML
(M2) 2,6 0,56 1,11 0,34

44. AML
(M2) 1,8 1,39 8,33 ' 0,14

45. AML
(M2) 1,4 0,70 1,75 0,29

Hodnocení: kolonie - 40 a více buněk
Shluky - 3 až 39 buněk
Poměr: kolonie/kolonie+shluky (K/K+S)

Statistické hodnocení výsledků

Výsledky byly hodnoceny Statisticky pomocí Studento-
va t- testu. Na obrázcích jsou ZnáZoměny průměrné hodno-
ty Souboı'ů S 95% intervalem Spolehlivosti průměru.
Statistická významnost rozdílu Srovnaných Souborů byla
hodnocena na počítači TNS AT (Slušovice, ČSFR) a je
popsána v textu pro P=0,05.
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Výsledky

V naší práci jsme v kontrolní Skupině deseti zdravých
dárců vyšetřili kostní dřeň, kde průměrný počet kolonií
byl (v přepočtu na 10S jademÿch hnnčk) 35,53 ± 6,55 a
poměr počtu kolonií a shluků (K/K-ı-S) 0,61 ± 0,12 (tab.
3). U kontrolní Skupiny deseti zdravých dárců, kterým
jsme odebrali periferní krev, byl průměrný počet kolonií
2,07 ± 1,15 a poměr K/K+S byl 0,47 ± 0,10 (tab. 3).

Tabulka 3

Významné změny růstu CFU-GM v kostní dřeni
a periferní krvi

CFU -GM

Kostní dřeň Perifemí krev

Průměrný Průměrný
Diagnóza počet K/K+S počet K/K+S

kolonií kolonií

(îiSD) (îiSD)

‹ Kontrolní. 35,53±6,55 0,6l±0,l2 2,07±l,15 0,47±0,10Skupina

AML 4,00±l,62 0,16±0,05 2,53±3,90 0,18±0,07

CML 4,22±2,47 0,19±0,07 6,27i'3,85 0,18±0,06

MDS 4,06±2,56 0,24±0,09 1,18±1,07 0,24±0,12

ALL 2,36±2,57 0,33±0,10

Apl. anémie 0,77±0,62 0,25±0,27

Idiop.
myelofibróza l,03±1,60 0,08±0,12

Statisticky významný rozdíl v počtu kolonií u zdravých
dárců byl zaznamenán v periferní krvi (graf l a 3), kde
počet kolonií CFU-GM byl asi 10násobně nižší (tab. 3 a
4) než u kultivace Z kostní dřeně.

Normu pro hodnocení výsledků jsme Získali
Statistickým vyhodnocením kultivaci CFU-GM od zdra-
vých dobrovolných dárců. Získaný výsledek (stanovenou
normu) jsme porovnali S laboratoří UHKT Praha (MUDr.
J. Jelínek, CSc.). Pro kostní dřeň norınální hodnota odpo-
vídá počtu kolonií od 30 do 100 kolonií (přepočteno na
10S jaderných buněk). Pro periferní krev je norma v
intervalu od 1 do 5 kolonii. Poměr K/K+S jsme určili
Stejně jak pro kostní dřeň, tak pro periferní krev > 0,33.

U nemocných S AMLjsme v kostní dřeni (graf 1) Zazna-
menali Statisticky významné Snížení počtu kolonií u 96,6
procenta nemocných a jenom u 3,4 % (vyšetření bylo
provedeno v období remiSe) jsme Zaznamenali norınální
počet kolonií. Stejný výsledek byl u K/K+S,kde kultivační
nález vyjadřoval nepoměr počtu kolonií a Shluků také v
96,6 % (graf 2) ve Srovnání S kontrolní Skupinou dárců
(tab. 4). Průměrný počet kolonií u nemocných S AML byl
4,0 ± 1,62 a poměr K/K+S 0,16 ± 0,05 (tab. 3).

V periferní krvi u nemocných S AML byl Zaznamenán
Statisticky významný pokles počtu kolonií oproti kontrolní
Skupině (tab. 4) u 66,7 % vyšetřených. U 26,7 % byl
normální počet kolonií a jenom u 6,6 % byl zaznamenán

Tabulka 4

Statistické hodnocení kultivačních nálezů u sledovaných
onemocnění a kontrolní skupiny zdravých dárců z kostní

dřeně a periferní krve

Kosmí dřeň

Kolonie K/K+S

test hodnota výz'" ' " OSt test hodnota vÿnzonsntm'

Kontrolní skupina - AML:

F 16.347546 0,000000 F 4,938272 0,000464
T 15,069522 00000000) T 11.324467 0.000000“)
Kontrolní skupina - CML:

F 7.032159 0.000712 F 2.938776 0,034634
T 14,446873 0,0000000) T 9,992450 0,000000")
Kontrolní Skupina - MDS:

F 6,546402 0,001366 F 1,777778 0.167439
T 14.426730 0,0000000) T 8.648284 0,000000")
Kontrolní skupina - ALL:

F 6.495556 0,0265 37 F 1.306122 0,403062
T 14,285917 0,000000 T 4,720357 0,000328“)
Kontrolní skupina - AA:

F 111.609001 0.000193 F 5.062500 0.020461

T 16.6333426 0,0000000) T 2.844273 0.036065

Periferni krev

Kontrolní skupina - CML:

F 11.207940 0,000380 F 2,777778 0024403

T -4,765635 0,0000490) T 8.527488 0.000002“)
Kontrolní skupina - AML:

F 11,500945 0,000438 F 269,897959 0,000000

T -0,429653 0,672547 T 5,190728 00004070)

Kontrolní Skupina - MDS:

F 1.155123 0.416714 F 91.840278 0000000

T 1,791720 0090006 T 5004972 0,0005 33")
Kontrolní skupina - INF:

F 1,935728 0,194405 F 100000000 0001476

T 1,382735 0.191937 T 5,410402 0,000297")

(t) - Označení statisticky významných rozdílů ve srovnání S kontrolní
skupinou Zdravých dárců

výrazně zvýšený počet kolonií (graf 3). Poměr K/K+S
vyjadřující nepoměr počtu kolonií a Shluků byl u 80 % a
normální nález byl u 20 % vyšetřených (graf4). Průměrný
počet kolonií v periferní krvi byl 2,53 ± 3,90 a poměr
K/K+S 0,18 ± 0,07 (tab. 3).

Při kultivaci kostní dřeně u nemocných S CML jsme
Zjistili Statisticky významné snížení počtu kolonií u všech
vyšetřovaných ve Srovnání S kontrolní Skupinou dárců'
(graf l, tab. 4), K/K+S vyjadřoval nepoměr počtu kolonií
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a shluků u 86,6 % a jenom u 13,4 % byl kultivační nález
odpovídající normálnímu Zastoupení kolonií a Shluků
(graf 2). Průměrný počet kolonií byl 4,22± 2,47 a poměr
K/K+S byl 10,19 ± 0,07 (tab. 3).

V periferní krvi jsme u CML při vyšetření Zaznamenali
statisticky významný vzestup počtu kolonií oproti kontro-
le (tab. 4) u 47,8 %, 43,5 % vyšetřovaných mělo Statisticky
významný pokles a u 8,7 % byl normální počet kolonií

Frekvence počtu kolonií CPU-GM z kostní dřeně
u zdravých dárců a nemocných s AML.ci‹L.MDS.ALL

a aplastickou ane'ınií
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GRAF 4 Počet kolonií (na 105 jad.bb.)

CFU-GM- (graf 3). K/K+S vyjadřoval nepoměr počtu
kolonií a Shluků u 91,3 %, 8,7 % bylo v normě (graf 4).
Průměrný počet kolonií byl 6,27 ± 3,85 a K/K+S byl 0,18
± 0,06 (tab. 3).

Kultivační vyšetření CFU-GM z kostní dřeně u
nemocných S MDS u všech vyšetřených zaznamenal
statisticky významný pokles počtu kolonií oproti
kontrolní Skupině (graf l, tab. 4), K/K+S vyjadřující nepo-
měr počtu kolonií a Shluků byl u 71,4 %, 28,6 % vyšetře-
ných mělo normální zastoupení počtu kolonií a Shluků
(graf 2). Průměrný počet kolonií byl 4,06 ± 2,26 a poměr
K/K+S 0,24 ± 0,09.

V periferní krvi u MDS byl počet kolonií Snížen oproti
kontrolní Skupině (tab. 4) u 60 % a 40 % vyšetřených mělo
normální Zastoupení kolonií a Shluků (graf 3), K/K+S
vyjadřující nepoměr počtu kolonií a Shluků byl u 70 % a
30 % vyšetřených mělo normální zastoupení počtu kolonií
a Shluků (graf 4). Průměrný počet kolonií byl 1,18 ± 1,07
a K/K+S 0,24 ± 0,12 (tab. 3).

Klonální kultivaci CFU-GM z kostní dřeně jsme dále
prováděli u nemocných S ALL a aplastickou“ anémií. V
obou případech jsme zaznamenali Statisticky významný
pokles počtu kolonií oproti kontrolní Skupině (graf 1, tab.
4), ale poměr K/K+S byl u ALL norınální v 83,3 % a u
aplastické anémie byl normální u 40 % vyšetřených (graf
2).

Periferní krev jsme vyšetřili u nemocných S idiopatickou
myelofibrózou, Zaznamenali jsme v 60 % statisticky
významný pokles počtu kolonií ve Srovnání S kontrolní
skupinou (graf 3), K/K+S u všech vyšetřených vyjadřoval
nepoměr počtu kolonií a Shluků (graf 4).

Dalším Statistickým hodnocením se ukázalo, že při
klonální kultivaci CFU-GM z kostní dřeně dochází u
AML, CML, MDS, ALL a aplastické anémie k statisticky
významnému poklesu počtu kolonií ve Srovnání S
kontrolní Skupinou Zdravých dárců (graf 1, tab. 4). Při
Sledování K/K+S bylo nejvyšší procento normálního
Zastoupení kolonií a shluků u ALL a aplastické anémie.

Při kultivaci CFU-GM Z periferní krve jsme Zjistili
Statisticky významný rozdíl u nemocných S CML, kdy u
tohoto onemocnění došlo k významnému Zvýšení počtu
kolonií ve srovnání jak S kontrolní Skupinou, tak i S
ostatními uvedenými diagnózami (graf 3, tab. 4).
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Diskuse

Při některých hematologických onemocněních (např.
AML, CML, MDS , aplastická anémie, idiopatickâ myelo-
fibróza nebo také polycytemia vera) Ztrácejí hemo-
poetické progenitorové buňky (CFU-GM, CFU-E a
BFU-E) Schopnost vytvářet v klonálních kulturách kolo-
nie. Klonální porucha těchto buněk Se projeví dále naru-
šením proliferační aktivity a progresí, např. blastické
populace buněk, výsledkem je zvýšené tvoření Shluků
buněk (21, 32). Nejvýznamnějším Onemocněním, kde Se
v rozhodujícı'"míře uplatňuje'porucha buněčného hemo-
poetického klonu, je AML (3, 17), a proto právě u tohoto
onemocnění bylo poprvé klinicky sledováno tvoření kolo-
nií a Shluků CFU- GM in vitro (19).

Typickým obrazem při kultivaci CFU-GM Z kostní
dřeně a periferní krve u AML je významné Snížení počtu
kolonií a Zároveň významné Zvýšení počtu Shluků (6, 18,
19).

Kultivační nález Z kostní dřeně a periferní krve u
nemocných S AML vyšetřených na katedře radiobiologie
(VLA JEP) Odpovídal statisticky významnému poklesu
počtu kolonií a vzestupu počtu Shluků u 96,6 %, 3,4 %
vyšetřených mělo normální počet kolonií, normální
Zastoupení počtu kolonií a Shluků (jednalo se o nemocné,
u kterých v průběhu monitorování byla dosažena remise
onemocnění). Je Známo, že v období remise AML dochází
k normalizaci růstu CFU-GM a poměr počtu kolonií a
Shluků v kostní dřeni i periferní krvi může být také
normální (6, 31). Důležitým kultivačním nálezem při
monitorování nemocných S AML v periferní krvi a poslé-
ze i v kostní dřeni je snižování počtu kolonií a prohlu-
bování nepoměru počtu kolonií a Shluků při relapsech
AML (15, 20). což může přispětk dotváření názoru na další
léčebný postup a prognózu základního onemocnění (6, 8,
9, 19, 21).

Nejnápadnější změnou u CML je zvýšení počtu kolonií
CFU-GM v perifemí krvi (10). V kostnî dřeni je počet
kolonií Snížený (22). Počet Shluků je Zvýšený jak v kostní
dřeni, tak v perifemí krvi, čehož důsledkem je výrazný
nepoměr počtu kolonií a Shluků. Výsledky kultivací
progenitorových buněk Z kostní dřeně a periferní krve
ukázaly, že nejcitlivějším márkrem u hemopoetického
systému při CML jsou CFU-GM (12, 27). My jsme u
nemocných S CML při kultivaci kostní dřeně zjistili
Statisticky významný pokles počtu kolonií, a naopak v
periferní krvi jsme zaznamenali vzestup počtu kolonií
oproti kontrole jenom u 47,8 % vyšetřených. U převážné
většiny vyšetřených byl Zaznamenán nepoměr počtu kolo-
nií a Shluků. Tento výsledek je rozdílný od závěrů publi-
kovaných jinými autory, a to patrně proto, že udáváme _
výsledky kultivaci v rozdílných fázích klinického průbě-
hu CML. 19 % nemocných bylo vyšetřeno čerstvě po
diagnóze, 60 % nemocných v pozdější fázi CML a 20 %
nemocných bylo vyšetřeno v Období klinické remise
CML. Ve většině případů umožňuje pravidelné Sledování
nemocných S CML včasné odkrytí akcelerační fáze, resp.
blastického Zvratu, dříve než nastanou typické Změny v
krevním obraze (8, 9, 28).

Další Skupinou onemocnění, kde Se ukázala kultivace
progenitorových buněk jako prospěšná metoda, je MDS
(2, 26, 29).

Při kultivačním vyšetření CFU-GM Z kostní dřeně

nemocných S MDS nacházíme výsledky podobné jako u
AML (26). Kultivačním vyšetřením kostní dřeně a peri-
ferní krve jsme zjistili Statisticky významný pokles počtu
kolonií a v převážné většině jsme také zaznamenali nepo-
měr počtu kolonií a Shluků. Ani v jednom případě Se
nejednalo o vstupní vyšetření, převahu tvořili nemocní S
diagnózou refrakterní anémie S excesem blastů (RAEB)
(3 nemocní) a chronická myelomonocytámí leukémie
(CMML) (6 nemocných). Zásadní význam může mít
kultivace CFU-GM při včasné diagnostice blastické
transformace MDS v akutní leukémii (8, 9, 21).

Klonální kultivace progenitorových buněk u ALL může
přispět jak k diagnostice remise, tak i relapSu onemocnění
(4, 14, 16, 25), ikdyž u ALL se nejedná o klonální poruchu
myeloidní větve hemopoetických buněk (21). U
nemocných S ALL jsme při vyšetření kostní dřeně Zazna-
menali Statisticky významný pokles počtu kolonií, ale
naopak normální Zastoupení počtu kolonií a Shluků.
Vzhledem k tomu, že jsme nevyšetřili periferní krev a
progenitorové buňky BFU-E (v kostní dřeni a periferní
krvi) a jednalo Se o početně malou Skupinu vyšetření, bude
nutné nadále pokračovat v ověřování tohoto kultivačního
nálezu.

U aplastické anémie dochází k defektu v proliferaci a
další diferenciaci především determinovaných proge-
nitorových buněk (l, 5). Kultivační vyšetření CFU-GM a
BFU-E má Svoje místo i v diferenciální diagnostice
různých preleukemických Stavů (30). Při kultivačním
vyšetření CFU-GM Z kostní dřeně u nemocných S
aplastickou anémií jsme nedostali typický kultivační
nález. Celkové Snížení počtu kolonií a Shluků v kostní
dřeni a nepoměr počtu kolonií a Shluků u 60 % vyšetře-
ných neodpovídalo kultivačnírnu obrazu aplastické
anémie. Sledováním nemocných v dalším období a
upřesněním diagnózy jsme Zjistili, že jenom u dvou
nemocných šlo O aplastickou anémií, u OStatních
nemocných Se jednalo o preleukemický stav.

Při vyšetření periferní krve u idiopatické myelofibrózy
jsme očekávali kultivační nález ve Smyslu vzestupu počtu
kolonií (13, 24). Celkový kultivační výsledek byl modi-
fikován tím, že nemocní byli v tenninální fázi tohoto
onemocnění.

Naše výsledky tedy v převážné většiněodpovídají někte-
rým jiným pracím (7, 11, 19, 21, 23).

Závěr

- Byla Zavedena metoda klonální kultivace proge-
nitorových buněk CFU-GM z kostní dřeně a perifemi
krve. '

- Metoda byla ověřena na Souboru deseti Zdravých dárců,
kterým byla Odebrána kostní dřeň, periferní krev a prove-
deno kultivační vyšetření CFU-GM in vitro. _

- Statistickým hodnocením celého souboru vyšetřených
jsme určili normální intervaly počtu kolonií a poměru
počtu kolonií a Shluků (K/K+S) jak pro kostní dřeň, tak
pro periferní krev.

- Z kultivačních výsledků kostní dřeně a periferní krve
vyplývá, že u nemocných S AML, CML, MDS, ALL,
aplastickou anémií a idiopatickou myelofibrózou dochází
k Statisticky významným Změnám jak v počtu kolonií, tak
i v poměru počtu kolonií a Shluků.

- Klonální kultivace CFU-GM Z kostní dřeně a periferní
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krve má svoje opodstatnění Zejména při včasné diagnosti-
ce relapsu AML, ALL, akceleraění fáze, resp. blastického
Zvratu CML a blastické transformace MDS v akutní
leukémii.

Souhrn

Klonální kultivace CFU-GM Z kostní dřeně a periferní
krve představuje důležité vyšetření, které má Svoje
nezastupitelné místo v klinické hematologii. `

Autoři Sledovali kultivační nálezy Z kostní dřeně a peri-
ferní krve u nemocných S AML, CML, MDS, ALL,
aplastickou anémií a idiopatickou myelofibrózou. Získa-
né výsledky srovnávali s kontrolní Skupinou deseti zdra-
vých dárců, kterým byla odebrána kostní dřeň, a deseti
Zdravých dárců, kterým byla odebrána periferní krev.
Provedli 122 vyšetření, 70 Z kostní dřeně a 52 Z periferní
krve.

Kultivační výsledky Získané u jednotlivých Sledo-
vaných hematologických onemocnění byly použity k
diferenciální diagnostice, Zvláště AML a CML, přispěly
k diagnostice remise AML, CML a ALL, vytvořily
vstupní informaci pro možnosti včasné diagnostiky
relapsu AML a ALL, akceleraění fáze, resp. blastického
Zvratu CML a blastické transformace MDS.

Zvládnutím této metody byly vytvořeny předpoklady
pro Sledování viability buněk kostní dřeně a periferní krve
při autologních tıansplantacích a rozšířeny možnosti
monitorování léčby.
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