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Uvod

Klonélni kultivace CFU-GM jak z kostni dien&, tak z
periferni krve pfedstavuje hematologické vy3etfeni, které
plispivd k diagnostice a monitorovani 1éfby u akutni
myeloidni leukémie (AML), chronické myeloidni leuké-
mie (CML) a myelodysplastického syndromu (MDS). U
nemocnych s AML napomé4h4 toto vy3etieni pifi uréovani
remise a vasné diagnostiky relapsu. U CML je moZno
vtasn€ zachytit akcelerani fazi nebo blasticky zvrat,
obdobn& u MDS je moZno zachytit transformaci v akutni
leukémii (8). Kultivace CFU-GM mé svoje opodstatn&ni
i pfi monitorovani 1é¢by n&kterych hematologickych
onemocnéni (napf. ALM, CML, MDS, polycytemia vera,
aplastickd anémie) pfi jejichZz 1é¢b& podivime ristové
faktory (napf. IL-3, GM-CSF, G-CSF) a dile k urfovéni
viability kostni dfen& pfi autolognich transplantacich.

DileZitym se také jevi vyuZivani metody kultivace CFU-
-GM i u jinych hematologickych onemocnéni, jejichZ
zdkladem neni klondlni porucha myeloidni v&tve (napf.
akutni lymfatickd leukémie - urfovani remise), nebo jde
o poruchu hemopoézy (napf. aplastickd anémie - sledo-
véni kvality reparace kostni dfenZ, nebo idiopatickd
myelofibroza).

Domnivdme se, Ze zavedenim této metody do nasi
klinické praxe jsme zfeteln€ zlepdili jak diagnostiku a
prognostiku, tak i monitorovdni hematologickych
nemocnych (8, 9).

Soubor nemocnych a metodika vySetieni

Od zifi 1990 do Cervence 1991 jsme vySetfili 122
nemocnych, z toho 56 muZi, 62 Zen a 4 d&ti (3 chlapce a
1 divku) ve v&ku od 1 - 76 let (median 49,1 roku).
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Kontrolni skupinu tvofilo 10 dobrovolnych darcd, u Potadové Potet Kolonie | Shluky | K/K+S
kterych jsme provedli kultivatni vySetfeni z periferni Bislo | piongaa | iademfch
krve, a 10 dérct, kterym byla béhem operadniho vykonu i
) 5 (.10 (pfepotteno na 105 bunik)
(ortopedicka operace) s jejich souhlasem odebrana (trepa-
nobiopsii) zdravd kostni dfefi a provedeno jeji kultivalni AML ]
vy3etfeni. 11. M1) 40,8 1,02 8,20 0,11
Kultivaci CFU-GM z kostni dfené jsme vySetfili 30
nemocnych s AML, 15 nemocnych s CML, 14 nemocnych 12. &:411). 20,6 2,01 12,06 0,14
s MDS, 6 nemocnych s ALL a 5 nemocnych s diagn6zou
aplastickd anémie. Kultivatni vy3etfeni z periferni krve AML
jsme provedli u 23 nemocnych s CML, 15 nemocnych s L o™y | 113 g2l | a2 0.18
AML, 10 nemocnych s MDS a 4 nemocnych s idio-
patickou myelofibrozou. 14, A | 585 | 2340 | 020
Vy3etfovanym nemocnym jsme odebrali 0,5 - 1 ml (ML)
kostni dfen& (sterndlni punkci) a 2 - 3 ml perifemi krve AML
(venepunkci). Z odebraného materidlu jsme provedli 15, (M1) A &0z 305 08
separaci mononukledmich bun&k. U kostni dfeng za
pouZiti 10% dextranu a u periferni krve gradientem na 16. AML 480 1.02 8,67 0.11
Lymphoprepu (Nyegaard Co. Norway). Polet jademych M1
bunék jsme urtili v Burkerov& komiirce standardni meto- AML
dou. 17. ™M) 50 5,50 14,00 0,28
Pro kultivaci CFU-GM in vitro bylo pouZito Iscovo
medium  (Iscove’s modified Dulbecce’s minimum 18 AML 290 3,06 1122 021
essential medium, UHKT Praha, CSFR), fetdln{ teleci ' M2) ' ' ' '
sérum (Lactiferm-Hustopede u Brna, CSFR), kondi- T
ciované médium 5637 (obsahujici ristovy faktor multi- 19. M2) 39 0,49 1,98 0,19
~CSF/IL-3, UHKT Praha, CSFR), 3% L-glutamin (Serva,
SRN), antibiotika (penicilin 100 j/ml a streptomycin 100 20 AML 256 147 833 0.15
pg/ml - Spofa, CSFR), NaHCO3 7,5% (Sevac, CSFR). K ' (M2) ' g . :
stabilizaci pH Iscova média jsme pouZili HEPES (Sigma, E
USA). Jako imobilizadni médium jsme pouZili 3,3% 21. '(‘h;‘z) 19.4 099 | 597 | o014
Bacto-agar (Difco, USA). Ke kultivaci CFU-GM byly
pouZity misky o prim&ru 30 mm (Falcon, Svycarsko). 55 AML " P -
Jako kultiva¢ni inokulum jsme pouZivali suspenze bunék: - (M2) p 0 40 013
2.10° bundk/ml. Vlastni kultivaci jsme provadéli v
termostatu pti 37 °C za 5% pCO; po dobu 7 dni. Pii odeti- 23, Aﬁ%‘ 15.1 331 10,43 024
t4ni pottu kolonif a shlukd jsme provedli fixaci pomoci (
2% kys. octové a po€itali pii 32ndsobném zvétSeni.
¥ peciisiy 24, AML. | yog 116 | 2530 | 004
(M2)
Tabulka 1 % | o | s | oso | 220 | o1
Vysledky kultivace CFU-GM v Kostni difeni
AML
Poradové Potet Kolonie Shluky K/K+S 2. (M2) 236 053 4470 o
éi:slo Diagnéza jagernjrch
pacienta (‘;'(‘)E‘)‘ (pfepotteno na 105 bun&k) 28. ?I\Irzl; 114 1,70 11,75 0,13
1. kontrol 133 23,12 5,52 0,80
o 29. ?&421)‘ 118 139 | 1830 | 007
2. kontrola | 9.6 28,64 6,03 0,83
3. kontrola | 14,4 33,17 9,55 0,78 30, ?ﬁ% 27 226 17,60 011
4. kontrola | 72 35,22 19,35 0,65
3 AML: | g 718 | 209 | 019
5. kontrola | 13,9 39,49 18,46 0,68 . (M2) " , . :
6. kontrol 8,6 29,80 | 26,80 0,53
o 2. ?&;’; 112 | 2130 | 338 | 030
7 kontrola | 16,9 4236 | 24,14 0,64
8. kontrola | 153 3645 | 51,87 0,41 33, ?Nf:% 9.5 160 | 1290 0,07
9. kontrola | 13,6 5632 | 50,53 0,53
AML
10. kontrola | 11,9 30,53 | . 57,37 034 34. M3) 36 9,18 31,50 023
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Poradové Podet Koloni Shluk K/K+S
Gelo | pra o, | indemgen | Y i 65. ’(“R[;S) 57 125 | 230 | o035
pacienta A bun%
(.10 o&teno na 105 bun&k)
v 66. MDS | 4 1,16 133 0,47
AML (RA)
35. My | 780 428 | 1872 0,19
67. (cTw[;fL) 108 052 | 292 | oI5
36. AML 50 2,00 9,00 0,18
(M4) MDS
68. @n | 13 1,67 1,51 0,53
37, 2‘;:’41; 26 301 | 1658 0,15 e
69. 129 0,50 7,79 0,06
oy (CMML)
18, 42 703 | 3367 0,17
(M45) MDS
70. e 76 350 8.90 028
AML
19, 5.1 854 | 3970 0,17
(MS) o 71. ALL 16,1 1,86 2,48 0,42
40. ?#5[)‘ 39 8,04 35,18 0,19 72. ALL 9,5 1,01 2,01 0,33
73. ALL | 296 1,00 6,00 0,14
41. ?ﬁdsli 2 1,51 9,09 0,14
74, ALL 3,7 0,50 1,00 033
4. CML | 194 0,50 2,00 0,20
ALL
43. CML | 113 858 | 1464 0,36 75. BLy) | 96 2,70 425 039
44, CML 66 553 | 1508 026
a 2 76. (g%) 36,5 710 | 1160 | 038
45. CML 31 453 | 11,05 029 ¥
Aplas-
46. CML 28 1,50 8,54 0,15 7. tickd 05 080 | 48,00 0,01
47, CML 29 750 | 2200 025 st
48, CML 2.4 117 | 1165 0,09 18. 23 4,50 e 0,07
49. CML 38 116 | 1360 0,08 o 14 1,50 500 | 024
50. CML 56 0,50 0,67 0,46 80. 17 00 030 054
0,40
51. CML | 113 1539 | 4320 | 026 81. A U | 0a8 "
52. CML 3,1 1,17 | 1852 0,06
53, cML | 172 081 | 9346 0,01 Tabulka 2
Vysledky kultivace CFU-GM z periferni krve
54, CML 63 318 | 2611 0,11
Pofadové Podet Kolonie Shluky K/K+S
55. CML 32 260 | 18,10 0,13 o | s | it
pacienta bun
56. CML 45 930 | 4450 0,17 i T -]
57 MDS 29 750 | 22,00 025 1 kontrola | 2,7 0,67 133 034
. oam| 2 J i : ' : ;
: — 2. kontrola | 7.1 3,00 1,67 0.64
58, o 7.1 13,13 | 5404 020
(RAEB) : 3. kontrola | 2.3 1,67 2,00 0,46
MDS
] 1 2 3,00 233 0,56
59. (RAEB) 12,2 9,50 38,50 0,20 4 kontrola 9 i . 5
e 5. kontrola | 39 133 0,67 0,67
60. 13,6 1060 | 4848 0,18
(RAEB) 6. kontrola | 42 2,00 4,00 033
61. ('f&? 72,0 3,48 547 0,38 7. kontrola 6.2 1,00 2,00 0,50
8. kontrola | 7.3 1,00 1,67 0,37
62. MDS | 434 1,00 6,50 0,13
(CMML) 9. kontrola | 12,1 6,00 5,00 0,55
MDS 10. kontrola 3.6 1,00 2,33 0,33
63. oy| 63 100 | 14,00 0,07
1. CML 96 1,00 4,50 0,18
64 MDS | |, 200 | 13,00 0,13
: (CMML) . ’ b 12. CML 38 3631 | 4137 0,43
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Pofadové Pocet Kolonie Shluky K[Kd-s Pofadové Polet Kolonie Shluky m +S
S | ity |k Gislo | o éza | jademgch
pacienta bu.n%k pacienta 1agnoza
(.107) (pFepoéteno na 105 bunék) (‘wg (pPepotteno na 105 bungk)
13. CML 3,1 6,45 82,26 0,07
- 46. ?M“'g; 1,0 033 100 | 025
14. CML 6.5 12,62 8,08 0,61
: AML
15. CML 452 0,51 21,78 0,18 47. o) 26 0,16 | 2530 0,01
16. CML 78 0,51 9,09 0,05
48. ’(‘Nl‘g; 32 050 | 1560 | 003
17. CML 24 050 | 3668 0,01
18, CML 40 050 | 10,00 0,05 49. (Cmu 78 421 | 305 | o012
19. CML 36 11,62 | 4040 022 =
50. EB 6,0 0,30 1,30 0,18
20. CML 74 0,53 1,58 025 (RAEB)
21. CML 71 606 | 2374 020 s1. (R“fA')E%) 20 03 | 300 | 009
22. CML 29 1566 | 4949 024 e
52. 2.4 0,16 1,82 0,08
23. CML 39 17,17 55,56 023 (RAEB)
24, CML 43 1061 | 4899 0,17 53, ?ﬁs) 43 0.67 051 0.57
25. CML 52 960 | 3485 021
54, e 29 0,17 118 0,13
26. CML 2,1 1.00 | 2300 0,03 (CMML)
27. CML 6,7 0,50 3,48 0,13 55. (hldlDAS) 17 0.16 033 033
28. CML 13 1174 | 4238 0,27
56. pe 26 1,00 2,00 0.50
29, CML 158 0,50 14,20 0,03 (RA) ¥ ! ’ :
30. CML 30,1 0,17 18,52 0,01 MDS
57. MMy | 36 3,60 17,30 0,17
31. CML 26 0,85 3,12 021
: S8 MDS 17 125 350 | 026
32. CML 2,8 0,16 3,65 026 . (CMML) ’ : ' ’
33, CML 24 0,17 1,65 0,09 Idiopa-
tickd
59. 42 090 | 2870 0,03
AMI_‘ m ClO' » » v i
i o ; 3 ,14 ny
34 ™D 1.6 021 125 0,1 il
35, m&ll; 14 0,50 1,50 025 60. 1 122 0,40 6,70 0,05
— 61. 31 2,30 11,50 0,17
36. M) 36 o0 S0 | 0O 62 17 050 | 750 | 006
AML
37. 1) 26 2,40 19,23 0,11
AML
38. M1) 0.8 27,00 | 4300 0,38
39. &:‘21; 42 0,53 105 | 034
Hodnoceni: kolonie - 40 a vice bun&k
40. AMMzL 23 052 8,42 0,06 shluky - 3 aZ 39 bungk
(M2) Pomér: kolonie/kolonie+shluky (K/K+S)
AML
41. o) 19 1,58 10,00 0,14
AML
42. (M2) 28 105 5.26 o7 Statistické hodnoceni vysledki
AML g .. .
43. M2) 2,6 0,56 111 0,34 Vysledky byly hodnoceny statisticky pomoci Studento-
vat-testu. Naobrézcich jsou zndzornény prim&rmé hodno-
44, ?&‘21; 18 1,39 8,33 0,14 ty souborl s 95% intervalem spolehlivosti priméru.
Statistickd vyznamnost rozdilu srovnanych souborii byla
4. ABTZL 14 070 175 029 hodnocena na potitati TNS AT (SluSovice, CSFR) a je
(M2) popsdna v textu pro P=0,05.
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Vysledky

V nasi préci jsme v kontrolni skupin& deseti zdravych
ddrcd vySetfili kostni dfefl, kde prim&my potet kolonii
byl (v pfepottu na 10° jadernych bun&k) 35,53 + 6,55 a
pomér poftu kolonii a shlukil (K/K+S) 0,61 £ 0,12 (tab.
3). U kontrolni skupiny deseti zdravych dércd, kterym
jsme odebrali periferni krev, byl prim&my potet kolonii
2,07 £ 1,15 a pomé&r K/K+S byl 0,47 £ 0,10 (tab. 3).

Tabulka 3

Vyznamné zmény ristu CFU-GM v kostni dfeni
a periferni krvi

CFU -GM
Kostni deit Perifemi krev
Prdmémy Prim&my
Diagnéza podet K/K+S podet K/K+8
kolonif kolonif
(X £SD) (Xt SD)
Kontrolni. | 55 5516 55 | 0,6140,12 | 2074115 | 0,4740,10
skupina

AML 4,00£1,62 | 0,1680,05 | 2,53+3,90 | 0,18+0,07

CML 4224247 | 0,1940,07 | 6,27+3,85 | 0,1840,06

MDS 4,06£2,56 | 0,2440,09 | 1,18+1,07 | 0,2410,12

ALL 2,3642,57 | 0,3340,10

Apl. anémie | 0,7740,62 | 0,25+0,27

Idiop.

Inyelofibroza 1,03+1,60 | 0,0840,12

Statisticky vyznamny rozdil v po¢tu kolonii u zdravych
ddrcd byl zaznamendn v periferni krvi (graf 1 a 3), kde
potet kolonii CFU-GM byl asi 10ndsobn& niZ¥i (tab. 3 a
4) neZ u kultivace z kostni dfeng.

Normu pro hodnoceni vysledkd jsme ziskali
statistickym vyhodnocenim kultivaci CFU-GM od zdra-
vych dobrovolnych dérch. Ziskany vysledek (stanovenou
normu) jsme porovnali s laboratofi UHKT Praha (MUDr.
J. Jelinek, CSc.). Pro kostni dfefi normdlni hodnota odpo-
vida pottu kolonii od 30 do 100 kolonii (pfepotteno na
10° jadernych bunk). Pro periferni krev je norma v
intervalu od 1 do 5 kolonii. Pom&r K/K+S jsme urili
stejn& jak pro kostni dfeil, tak pro periferni krev > 0,33.

U nemocnych s AML jsme v kostni dfeni (graf 1) zazna-
menali statisticky vyznamné sniZeni pottu kolonii u 96,6
procenta nemocnych a jenom u 3.4 % (vySetfeni bylo
provedeno v obdobi remise) jsme zaznamenali normalni
potetkolonii. Stejny vysledek byl u K/K+8§, kde kultivatni
ndlez vyjadfoval nepomér poftu kolonii a shluki také v
96,6 % (graf 2) ve srovnani s kontrolni skupinou darca
(tab. 4). Prim&my potet kolonii u nemocnych s AML byl
4,0£ 1,62 a pomér K/K+8 0,16 + 0,05 (tab. 3).

V periferni krvi u nemocnych s AML byl zaznamenén
statisticky vyznamny pokles pottu kolonii oproti kontrolni
skuping (tab. 4) u 66,7 % vySetfenych. U 26,7 % byl
normélni potet kolonii a jenom u 6,6 % byl zaznamenén

Tabulka 4

Statistické hodnoceni kultivatnich nélezii u sledovanych
onemocnéni a kontrolni skupiny zdravych dérci z kostni

diené a periferni krve
Kostni dferi
Kolonie K/K+S
test hodnota Yiznemnast test hodnota  V¥Zoam-

nost

Kontrolni skupina - AML:

F 16,347546  0,000000 F 4938272 0,000464
T 15069522 0,000000) T 11,324467 0,000000'"
Kontroln skupina - CML:

F 7032159  0,000712 F 2938776  0,034634
T 14446873 0,000000° T 9,992450 0,000000'"
Kontrolni skupina - MDS:

F 6546402  0,001366 F 1777778 0,167439
T 14426730 0,000000 T 8,648284  0,000000'"
Kontrolni skupina - ALL:

F 6495556  0,026537 F 1,306122  0,403062
T 14,285917  0,000000 T 4720357 0,000328""

Kontrolni skupina - AA:

F 111,609001 0,000193 F 5062500  0,020461
T 16,6333426 0,000000¢" T 2,844273  0,036065
Periferni krev

Kontroln skupina - CML:
F 11,207940  0,000380 F 2777778 0,024403
T -4,765635 00000497 T 8,527488 0,000002"
Kontrolni skupina - AML:
F 11,500945  0,000438 F 269897959 0,000000
¥ -0,429653  0,672547 T 5,190728  0,000407"
Kontrolni skupina - MDS:
F 1,155123 0416714 F 91,840278  0,000000
T 1,791720  0,090006 T 5,004972  0,000533"
Kontrolni skupina - INF:
F 1935728 0,194405 F 100,000000 0,001476

T 1,382735  0,191937 T 5410402 0000297 "

(% - oznaleni statisticky vyznamnych rozdilis ve srovndni s kontrolni
skupinou zdravych ddrcii

vyrazng zvySeny polet kolonii (graf 3). Pom&r K/K+S
vyjadfujici nepomé&r pottu kolonii a shluki byl u 80 % a
normalni nilez byl u 20 % vySetfenych (graf4). Prim&rny
potet kolonii v periferni krvi byl 2,53 £ 3,90 a pomé&r
K/K+S 0,18 + 0,07 (tab. 3).

Pfi kultivaci kostni dfen& u nemocnych s CML jsme
zjistili statisticky vyznamné sniZeni pottu kolonii u viech
vySetfovanych ve srovnani s kontrolni skupinou darcl’
(graf 1, tab. 4), K/K+S vyjadfoval ncpomér po¢tu kolonii
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a shlukd u 86,6 % a jenom u 13,4 % byl kultivaéni nilez
odpovidajici normalnimu zastoupeni kolonii a shluki
(graf 2). Primérny pocet kolonii byl 4,22+ 2,47 a pom&r
K/K+S byl 10,19+ 0,07 (tab. 3).

V periferni krvi jsme u CML pfi vy$etfeni zaznamenali
statisticky vyznamny vzestup poCtu kolonii oproti kontro-
le (tab.4) u47.8 %,43,5 % vySetfovanych mé&lostatisticky
vyznamny pokles a u 8,7 % byl normélni potet kolonii

Frekvence po&tu kolonii CFU-GM z kostnf dfené
u zdravych dircd a nemocnych s AML,CML,MDS,ALL

Poget kolonif a aplastickou anémif

(na 10 jad.bb.)
I [ | I |
60
o
50 L
40 | ©
oo
o
o
30 0g 0
20 =} o
_1_
o
o
10
0 o &
&Oq;bo ®% o o
| | odog! B 0%l gobe | o
Dérci AML CML MDS ALL Aplast.
GRAF 1 anémie

Pomér poétu Kolonii a shlukd (K/K+S)
K/K+S v kostni dfeni
(na 10° jad.bb.)

o Dérci , AML  CML , MDS ALL AA

1.000

0.800 ) o

0.600_L . *
5 B s

0.400 | | i % - . .
o T° Do I:IM:l o o -

0.200 | B s, A
a o oo ®e

0.000 (TR} AT .

0.1 1.0 10.0 100.0
GRAF 2 Po&et kolonii (na 10° jad.bb.)

Frekvence po&tu kolonii CFU-GM z periferni krve
u zdravych ddrcd a nemocnych z CML,AML,
MDS a idiopatickou myelofibrézou

Podet kolonii
(na 10% jad.bb.)

T
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50

40

30 |

20 _

10 -

GRAF 3
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©0 0
Jor+Te 0Q @ 000
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Pomér poftu kolonii a shlukd (K/K+5)

K/K+S v periferni krvi
(na 10% jad.bb.)
5 i Darci o CML o AML  IMF MDS
0.800 _L
0.600_{ L °
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=4 QIP LY
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0.200 °° ab " 0 e o oof
0.000 | g=oan  oym,° 8|
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GRAF:4 Potet kolonii (na 10% jad.bb.)

CFU-GM (graf 3). K/K+S vyjadfoval nepomé&r pottu
kolonii a shlukii u 91,3 %, 8,7 % bylo v normé& (graf 4).
Prim&my potet kolonii byl6,27 +3,85 a K/K+S byl 0,18
10,06 (tab. 3).

Kultivatni vySetfeni CFU-GM z kostni dfeng u
nemocnych s MDS u viech vySetfenych zaznamenal
statisticky vyznamny pokles pottu kolonii oproti
kontrolni skupin& (graf 1, tab. 4), K/K+S vyjadfujici nepo-
mér pottu kolonii a shluki byl u 71,4 %, 28,6 % vy3etfe-
nych m&lo normélni zastoupeni pottu kolonii a shlukd
(graf 2). Prim&my potet kolonii byl 4,06+ 2,26 a pomé&r
K/K+S 0,24 + 0,09.

V periferni krvi u MDS byl potet kolonii sniZen oproti
kontrolni skuping (tab. 4) u 60 % a 40 % vy3etfenych mélo
normdlni zastoupeni kolonii a shlukd (graf 3), K/K+S
vyjadfujici nepom&r potu kolonii a shluki byl u 70 % a
30% vysetfenych mé&lonormalni zastoupeni po¢tu kolonii
ashlukd (graf 4). Prim&rny potet kolonii byl 1,18 + 1,07
aK/K+S 0,24 £0,12 (tab. 3).

Klonélni kultivaci CFU-GM z kostni dfen& jsme dile
provadéli u nemocnych s ALL a aplastickou anémii. V
obou pfipadech jsme zaznamenali statisticky vyznamny
pokles pottu kolonii oproti kontrolni skuping (graf 1, tab.
4), ale pom&r K/K+S byl u ALL normélni v 83,3 % a u
aplastické anémie byl normalni u 40 % vySetfenych (graf
2).

Periferni krev jsme vySetfili u nemocnych sidiopatickou
myelofibrozou, zaznamenali jsme v 60 % statisticky
vyznamny pokles po¢tu kolonii ve srovnani s kontrolni
skupinou (graf 3), K/K+S u vech vySetfenych vyjadfoval
nepomé&r pottu kolonif a shlukid (graf 4).

Daldim statistickym hodnocenim se ukézalo, Ze pfi
klondlni kultivaci CFU-GM z kostni dfen& dochazi u
AML, CML, MDS, ALL a aplastické anémie k statisticky
vyznamnému poklesu poftu kolonii ve srovndni s
kontrolni skupinou zdravych darcd (graf 1, tab. 4). Pfi
sledovédni K/K+S bylo nejvys¥i procento normdlniho
zastoupeni kolonii a shlukd u ALL a aplastické anémie.

Pfi kultivaci CFU-GM z periferni krve jsme zjistili
statisticky vyznamny rozdil u nemocnych s CML, kdy u
tohoto onemocn&ni doklo k v§znamnému zvy$eni poltu
kolonii ve srovndni jak s kontrolni skupinou, tak i s
ostatnimi uvedenymi diagnézami (graf 3, tab. 4).
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Diskuse

PFi n&kterych hematologickych onemocn&nich (napf.
AML,CML, MDS, aplastickd anémie, idiopatick4 myelo-
fibroza nebo také polycytemia vera) ztrdceji hemo-
poetické progenitorové buhky (CFU-GM, CFU-E a
BFU-E) schopnost vytvéfet v klondlnich kulturach kolo-
nie. Klondlni porucha t¥chto bun&k se projevi déle naru-
Senim proliferalni aktivity a progresi, napf. blastické
populace bun¥k, vysledkem je zvySené tvofeni shlukd
bungk (21, 32). Nejvyznamng&j§im onemocn&nim, kde se
v rozhodujici"mife uplatiiuje porucha bun&&ného hemo-
poetického klonu, je AML (3, 17), a proto pravé u tohoto
onemocn¥ni bylo poprvéklinicky sledovano tvofeni kolo-
nii a shlukd CFU- GM in vitro (19).

Typickym obrazem pfi kultivaci CFU-GM z kostni
dfen® a periferni krve u AML je vyznamné sniZeni poltu
kolonii a zaroveii vyznamné zvy¥eni poltu shlukt (6, 18,
19).

Kultivaéni ndlez z kostni dfen® a periferni krve u
nemocnych s AML vySetfenych na katedfe radiobiologie
(VLA JEP) odpovidal statisticky vyznamnému poklesu
pottu kolonii a vzestupu pottu shlukdi u 96,6 %, 3.4 %
vySetfenych m&lo normdlni poCet kolonii, normdlni
zastoupeni pottu kolonii a shluki (jednalo se 0 nemocné,
u kterych v prib®hu monitorovani byla dosaZena remise
onemocn&ni). Je zndmo, Ze v obdobi remise AML dochazi
k normalizaci ristu CFU-GM a pomér pottu kolonii a
shlukd v kostni dfeni i periferni krvi muZe byt také
normélni (6, 31). Dilezitym kultivalnim ndlezem pfi
monitorovéni nemocnych s AML v periferni krvia poslé-
ze i v kostni dfeni je sniZovéni pottu kolonii a prohlu-
bovini nepomé&ru pottu kolonii a shlukd pfi relapsech
AML (15,20),cozmiZe pfispétk dotvafeni ndzoru na dalsi
1éebny postup a prognodzu zdkladniho onemocnéni (6, 8,
9, 19,21).

Nejnapadn&j¥i zm&nou u CML je zvySeni pottu kolonii
CFU-GM v perifemi krvi (10). V kostni dfeni je poCet
kolonii sniZeny (22). Potet shluki je zvy$eny jak v kostni
dfeni, tak v perifemi krvi, ¢ehoZ disledkem je vyrazny
nepom¥r poltu kolonii a shlukd. Vysledky kultivaci
progenitorovych bunk z kostni dfené a periferni krve
ukdzaly, Ze nejcitlivéj$im markrem u hemopoetického
systému pfi CML jsou CFU-GM (12, 27). My jsme u
nemocnych s CML pfi kultivaci kostni dfené zjistili
statisticky vyznamny pokles pottu kolonii, a naopak v
periferni krvi jsme zaznamenali vzestup pottu kolonii
oproti kontrole jenom u 47,8 % vy3etfenych. U pfevdzné
v&tSiny vySetfenych byl zaznamenan nepomé&r pottu kolo-
niia shlukd. Tento vysledek je rozdilny od zaverd publi-

kovanych jinymi autory, a to patrné proto, Ze uddvame

vysledky kultivaci v rozdilnych fazich klinického priibé-
hu CML. 19 % nemocnych bylo vySetfeno &erstvé po
diagnoze, 60 % nemocnych v pozd¥;si fizi CML a 20 %
nemocnych bylo vySetfeno v obdobi klinické remise
CML. Ve v&tSin& pfipadii umoZiiuje pravidelné sledovani
nemocnych s CML v&asné odkryti akceleratni faze, resp.
blastického zvratu, dfive ne% nastanou typické zmény v
krevnim obraze (8, 9, 28).

Dal3i skupinou onemocnéni, kde se ukdzala kultivace
progenitorovych bun&k jako prosp&$nd metoda, je MDS
(2,26, 29).

Pfi kultivatnim vySetfeni CFU-GM z kostni dfené

nemocnych s MDS nachdzime vysledky podobné jako u
AML (26). Kultivatnim vy3etfenim kostni dfené a peri-
ferni krve jsme zjistili statisticky vyznamny pokles pottu
kolonii a v pfevaZné v&t3ing jsme také zaznamenali nepo-
mér poltu kolonii a shlukd. Ani v jednom pfipadé se
nejednalo o vstupni vy3etfeni, pfevahu tvofili nemocni s
diagn6zou refrakterni anémie s excesem blastd (RAEB)
(3 nemocni) a chronickd myelomonocytimi leukémie
(CMML) (6 nemocnych). Zasadni vyznam miZe mit
kultivace CFU-GM pfi vfasné diagnostice blastické
transformace MDS v akutni leukémii (8, 9, 21).

Klondlni kultivace progenitorovych bun&k u ALL miiZe
prispét jak k diagnostice remise, tak i relapsu onemocnéni
(4,14, 16,25),ikdyZ u ALL se nejednd o klondlni poruchu
myeloidni vétve hemopoetickych bunék (21). U
nemocnych s ALL jsme pfi vy3etfeni kostni dfené zazna-
menali statisticky vyznamny pokles poCtu kolonii, ale
naopak normdlni zastoupeni poltu kolonii a shluki.
Vzhledem k tomu, Ze jsme nevy3etfili perifemi krev a
progenitorové buitky BFU-E (v kostni dfeni a periferni
krvi) a jednalo se 0 pofetn€ malou skupinu vy3etfeni, bude
nutné nadile pokratovat v ov&fovani tohoto kultivatniho
nilezu.

U aplastické anémie dochdzi k defektu v proliferaci a
dalsi diferenciaci predevsim determinovanych proge-
nitorovych bun&k (1, 5). Kultivatni vySetfeni CFU-GM a
BFU-E m4 svoje misto i v diferencidlni diagnostice
riiznych preleukemickych stavid (30). Pfi kultivatnim
vySetfeni CFU-GM z kosini dfené u nemocnych s
aplastickou anémii jsme nedostali typicky kultivatni
nélez. Celkové sniZeni pottu kolonii a shlukd v kostni
dfeni a nepomér pottu kolonii a shlukti u 60 % vySetfe-
nych neodpovidalo kultivatnimu obrazu aplastické
anémie. Sledovdnim nemocnych v dal¥im obdobi a
upfesnénim diagnézy jsme zjistili, Ze jenom u dvou
nemocnych $lo o aplastickou anémii, u ostatnich
nemocnych se jednalo o preleukemicky stav.

PHi vy3etfeni periferni krve u idiopatické myelofibrozy
jsme olekdvali kultivaéni ndlez ve smyslu vzestupu pottu
kolonii (13, 24). Celkovy kultivaini vysledek byl modi-
fikovan tim, Ze¢ nemocni byli v termindlni fizi tohoto
onemocnéni.

Nase vysledky tedy v pfevdZzné vétSin€ odpovidajinékte-
rym jinym pracim (7, 11, 19, 21, 23).

Zavér

- Byla zavedena metoda klondlni kultivace proge-
nitorovych bun&k CFU-GM z kostni dfeng a periferni
krve.

- Metoda byla ov&fena na souborudeseti zdravych darci,
kterym byla odebréna kostni dfel, periferni krev a prove-
deno kultivaini vySetfeni CFU-GM in vitro. .

- Statistickym hodnocenim celého souboru vySetfenych
jsme urili normdlni intervaly pottu kolonii a pom&ru
pottu kolonii a shlukid (K/K+S) jak pro kostni dfef, tak
pro periferni krev.

- Z kultivatnich vysledki kostni dfeng a periferni krve
vyplyva, %e u nemocnych s AML, CML, MDS, ALL,
aplastickou anémii a idiopatickou myelofibr6zou dochézi
k statisticky vyznamnym zm&nam jak v poCtu kolonii, tak
i v poméru pottu kolonii a shlukd.

- Klondlni kultivace CFU-GM z kostni dfeng a periferni
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krve mi svoje opodstatnéni zejména pfi vEasné diagnosti-
cerelapsu AML, ALL, akcelerani faze, resp. blastického
zvratu CML a blastické transformace MDS v akutni
leukémii.

Souhrn

Klonélni kultivace CFU-GM z kostni dfené a periferni

krve pfedstavuje dileZité vySetfeni, které ma svoje

nezastupitelné misto v klinické hematologii.

Autofi sledovali kultivatni nilezy z kostni dfen& a peri-
ferni krve u nemocnych s AML, CML, MDS, ALL,
aplastickou anémii a idiopatickou myelofibr6zou. Ziska-
né vysledky srovndvali s kontrolni skupinou deseti zdra-
vych darcli, kterym byla odebrdna kostni dfefi, a deseti
zdravych déarcd, kterym byla odebrdna periferni krev.
Provedli 122 vySetfeni, 70 z kostni dfen€ a 52 z periferni
krve.

Kultivatni vysledky ziskané u jednotlivych sledo-
vanych hematologickych onemocnéni byly pouZity k
diferencidlni diagnostice, zv1ast¢ AML a CML, pfispEly
k diagnostice remise AML, CML a ALL, vytvofily
vstupni informaci pro moZnosti vtasné diagnostiky
relapsu AML a ALL, akceleratni faze, resp. blastického
zvratu CML a blastické transformace MDS.

Zvliadnutim této metody byly vytvofeny pfedpoklady
pro sledovini viability bun&k kostni dfen& a perifemni krve
pfi autolognich transplantacich a rozSifeny moZnosti
monitorovéni lé¢by.
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