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MYELOPROLIFERATIVNI ONEMOCNENI A HEMOPOETICKE BUNKY

Uvod

Stavy charakterizované poruchou fizeni proliferace
hemopoetickych bunék zafazujeme do skupiny, kterd se
oznatuje jako myeloproliferativni onemocnéni (12, 25,
28). Myeloproliferativni onemocnéni mZeme rozdélit na
onemocnéni akutni - akutni myeloidni leukémie (podle
klasifikace FAB 1976 - M1 aZ M7) (2) a akutni myelo-
fibr6za s myeloidni metaplazii. Druhou skupinu tvoifi
chronick4 onemocnén{ - chronickd myeloidni leukémie,
polycytemie vera, chronickd myelomegakaryocytdrni
leukémie, primdrni trombocytémie a myelofibr6za.

Myeloproliferativni onemocnén{ majf klon4lni podstatu
a dochazi u nich k vytvofeni bun&ného klonu
s abnormélni proliferaci a diferenciaci. Tim se klondlni
poruchy li¥{ od hereditdmich geneticky podmin&nych
chorob, které jsou zaloZeny na genomovych lézich v nedi-
ferencovanych zirode&nych bufikdch a pfenéSeji se na
viechny somatické buiiky.

Analyza a monitorovini myeloproliferativnich
onemocnéni pomoci klondlnich metod in vitro upffesni
diagnosticky a diferencidlné diagnosticky postup (8, 9,
10).

Vzhledlem k tomu, Ze problematika myelopro-
liferativnich onemocnéni je obsahld, rozhodli jsme se
rozdélit n4S piisp&vek do tif Casti: akutni myeloidni leuké-
mie, chronick4 myeloidn{ leukémie a polycytemie vera.
V kazdé &asti jsme se zaméfili pfedeviim na analyzu
onemocnéni z hlediska hemopoetickych bungk, jejich
proliferace, diferenciace a maturace.

1. Akutni myeloidni leukémie

V soucasné dob¥ jiZ existuje celd fada dikazi o klonélni
podstat® vzniku akutni myeloidn{ leukémie (AML), kde
cflovou butikou leukemogeneze je pluripotentni kmenova
buiika vytvéfejici kolonie blasth AML-CFU (acute
myeloid leukemia-colony-forming unit) (6, 15, 18, 28).
Pro indukci leukemogeneze je zapotiebi hemopoetickych
ristovych faktordl, které zdsadn& ovliviluji proliferaci
a dediferenciaci leukemickych bun&k (6, 20). Cely proces
leukemogeneze izce souvisi s normélni hematopoézou.
Proliferace AML-CFU vyznamné ovliviiuje proliferaci
a dal3¥i diferenciaci normédlnich hemopoetickych bun&k
(obr. 1).

Proces leukemogeneze miZeme zjednoduSené rozdélit
na féze:
- indukce vzniku leukemického klonu bunék naru¥enim
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Obr. 1 Klondini podstata normdlin{ hematopoézy a leukemogeneze

PKB: pluripotentn{ kmenovd buiika

AML-CFU: pluripotentni buftka tvofici kolonie leukemickych blasti
CFU-GEMM: pluripotentni determinovand bustka pro granulocyty,
erytrocyty, makrofdgy a megakaryocyty

BFU-E: rand progenitorovd busika determinovand pro erytrocyty
CFU-E: pozdni progenitorovd buftka determinovand pro erytrocyty
CFU-GM: progenitorovd burtka determinovand pro neutroftln{ granu-
locyty a makrofdgy

CFU-G: progenitorovd bunka determinovand pro neutrofilni grany-

locyty
CFU-M: progenitorovd bufika determinovand pro makrofdgy '
CFU-Eo: progenitorovd bufika determinovand pro eosinofiln{ granu-

’Cagjt)-’ﬂa: progenitorovd buiika determinovand pro bazofilni granulocyty
CFU-Meg: progenitorovd bufka determinovand pro megakaryocyty
IL-3 : interleukin-3
GM-CSF: granulocyto-makrofdgovy kolonie stimulujici faktor
proliferace a diferenciace pluripotentni kmenové buiiky
(PKB)

- vznik AML-CFU a indukce jejich proliferace

- proliferace a maturace leukemickych prekurzorovych
bundk, tj. vznik leukemickych erytroblastd, nezralych
megakaryocytl, monocytd a myeloblastd

- indukce dalsf proliferace leukemickych buné&k - domi-
nantnich klond a inhibice proliferace a maturace
normélnich hemopoetickych bun&k

- indukce proliferace leukemickych bun&k v kostn{i dfeni
a jejich vyplavovani do periferni krve.

Obecné 1ze ffici, Ze riist hemopoetickych bunék u nemocnych
s AML je vyrazné abnormdlni. Zikladnim rysem je ne-
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schopnost leukemickych prekurzord vytvifet norméln{
kolonie pfi klondlnich kultivacich in vitro (3, 14, 27).
Kultivace CFU-GM, BFU-E a CFU-GEMM nim
vyznamné napom#hd pfi vlasné diagnostice remise
a relapsu AML.
Soubor nemocnych a metodika vySetieni
Od zafi 1990 do kv¥tna 1992 jsme na katedfe radio-

biologie VLA JEP vySetfili 36 nemocnyjch s akutni
myeloidni leukémii (AML) v riiznych fAzich onemocnénf,

tj. v obdobi prvnich pifznakd a pii utvédfeni diagnézy
(AML*), po prvni induk&ni cytostatické 16Zb& (5. aZ 10.
den po ukondenf induk&ni 1&&by) - AML(1), v obdobf
remise AML(2) a v obdobf relapsu AML(3), podrobn&ji
viz tabulka 2.

U 11 nemocnych jsme provedli kultivaci CFU-GM
z kostni dien& a perifemi krve ve vSech sledovanych
fdzich AML. Po induk&nf cytostatické I6Eb& jsme vy3ettili
33 nemocnych. V obdobi remise AML jsme vy3etfili 17
nemocnych a zéroveii jsme u t&chto nemocnych provedli
dal¥{ kultivalni monitorovan{ z periferni krve s cflem

Tabulka 2
Vysledky kultivace CFU-GM z kostnf dffené a periferni krve u nemocnych s AML v riznych fézich onemocnénf
PoZet jad. bb | PoZet jad. bb ;
Pof. &islo Dg. vfg v§ Kuiod dest S
pacienta Kolonie Shiuky |  K/KsS Kolonie | Shky | K/K+S
(x.10°.17) (pfepottenc na 1.10” bunkk)

1. AML (MD)" 08 116 1.02 8.20 0,110 021 1.25 0,143
(1) 172 16 0,50 1.40 0,263 0,00 0,50 0,000

@ 125 62 18,77 29,40 0,389 0,76 1,90 0,285

135 72 - " . 0,57 1,02 0,358

156 52 . . 1,30 2,69 0,325

199 10,1 - - - 0,30 8,60 0,034

3) 29,6 171 0,20 19,60 0,010 0,00 11,30 0,000

2 AML(MI) 20,6 134 2,01 12,06 0,142 0,50 1,50 0,250
() 11,8 25 450 6,76 0,399 0,14 096 0,127

@) 96 5.1 22,70 33,20 0,406 0,96 1,05 0477

16,8 103 - - . 021 390 0,051

3) 399 195 0,70 11,40 0,057 0,00 0,00 0,000

3. AMLM1) 215 36 821 3623 0,184 0,50 503 0,090
(1) 6,2 09 2,80 11,21 0,199 0,00 1,00 0,000

3) 4438 179 0,50 10,00 0,048 0,00 0,00 0,000

4, AML{MI)' 357 10,2 5,85 33,40 0,149 0,11 2,30 0,045
) 15,7 26 3,20 9,50 0,251 0,09 0,70 0,113

@ 21,2 76 11,90 45,00 0,254 0,00 12,80 0,000

3) 286 15,3 1,40 34,50 0,038 0,00 6,70 0,000

5. AMLM1) 30,0 19,9 2,02 15,05 0,058 0,35 8,30 0,040
1) 9,0 08 420 17,30 0,195 0,60 5,00 0,107

@) 144 42 31,60 44,40 0,415 1,04 3,50 0,229

136 58 - - - 3,80 7.83 0,326

14,1 47 - - - 1,32 4,89 0,212

19,8 68 - - ” 2,00 5,30 0274

159 49 - - . 120 430 0,207

3) 346 12,7 10,80 4690 0,187 0,30 11,80 0,025

6. AML(M1)’ 480 14,2 1,02 8,67 0,105 0,35 1,05 0,250
(4)] 15 18 790 21,50 0,268 0,60 2,50 0,193

) 12,6 77 26,33 78,60 0,250 320 11,60 0,216

259 17,8 - - - 0,13 490 0,025

(3) 35,8 10,9 3,60 21,70 0,142 0,20 7,90 0,024

% AML(M1)’ 50 23 2,50 14,00 0,151 0,00 320 0,000
) 59 31 1,90 3,70 0,339 0,45 2,90 0,134

3) 22,5 89 0,00 5,20 0,000 0,10 0,00 0,000

8. AMLM1) 29,0 12,8 3,06 11,20 0214 0,13 2,30 0,053
) 8,1 2,1 14,20 21,50 0,397 0,80 1,90 0,296

2 136 56 3350 41,50 0,446 240 8,30 0224

148 39 - - - 1,90 3,10 0,380

16,1 6,3 . - . 2,06 3,70 0,357

9. AMLM1) 239 82 4,90 23,10 0,175 0,15 1,07 0,122
) 93 19 2,01 10,30 0,163 0,33 090 0,268

@ 132 46 28,80 33,50 0,462 2,20 15,60 0,123

189 10,7 - - - 0,50 7.90 0,059

3) 396 172 1,50 22,10 0,063 0,00 2,50 0,000

10. AML(M1)" 256 99 147 8,33 0,150 0,12 1,05 0,102
m 9,1 2,6 7,10 11,45 0,382 0,60 2,10 0,222

(2) 11,3 7,0 - - - 0,70 2,50 0,218

11. AMLM1)' 194 18 0,99 597 0,142 0,00 1320 0,000
(1) 47 09 1,70 3,50 0,326 0,10 2,00 0,048

2) 119 34 17,90 26,50 0,403 0,80 1,70 0,320

12. AMLM1) 6,3 14 14,30 31,50 0312 1,30 5,20 0,200
(1) 5,1 0.9 3,00 7,60 0,283 0,20 1,40 0,125
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Polet jad. bb | Podet jad. bb .
—y— i " ;ﬁ * ﬁ Kostnf dfefi (KD) Periferi krev (PK)
pacienta Kolonie | Shiky | K/K+S Kolonie | Shluky | K/K+S
(x10°.1D (prepoitenc na 1.10° bungk)
13. AMLM]1) 25,1 12,7 331 10,43 0,240 0,26 0,90 0,224
4] 3,0 0,7 1,09 3,20 0,254 0,00 0,60 0,000
14. AMLM1) 226 92 1,16 25,30 0,043 0,11 0,80 0,120
) 51 19 1,30 3,80 0,250 0,44 2,70 0,140
3 18,1 11,2 0,70 2,10 0,250 0,00 4,70 0,000
15. AMLM1) 425 199 3,80 17,32 0,179 0,16 490 0,031
n 115 3,1 2,60 5,90 0,305 0,40 7,20 0,052
@ 145 47 19,40 26,90 0,534 0,70 3,20 0,179
126 5.7 - . g 0,50 2,13 0,380
146 32 - - . 1,30 8,10 0,138
129 92 - - - 0,64 5,30 0,107
3) 189 42 8,90 53,20 0,143 0,00 11,80 0,000
16. AML(M1) 156 9.9 6,50 12,70 0,338 0,32 2,90 0,099
(i) 65 1,1 2,60 5,90 0,305 0,11 4,00 0,027
17. AML(M1) 54,0 21,0 0,20 0,90 0,181 0,05 0,30 0,142
) 19,6 33 1,60 7,30 0,179 0,31 121 0,203
3) 22,1 104 4,60 32,20 0,125 0,15 3,90 0,037
18. AML(M1) 114 89 12,60 45,70 0,216 0,32 6,60 0,046
) 6,7 21 5,70 12,30 0,316 0,80 3,00 0,210
@ 85 32 7,80 1390 0,359 0,90 4,10 0,180
11,2 47 21,20 33,50 0,387 2,26 11,70 0,161
184 63 - - s 0,67 7,10 0,086
3) 17,1 82 12,20 48,90 0,199 0,15 3,05 0,046
19. AML(M1)' 294 175 3,40 22,30 0,132 0,40 16,90 0,023
1) 16,4 42 44,90 79,20 0,361 1,22 5,00 © 0,196
2 192 6.7 32,60 71,50 0,313 2,60 11,90 0,179
20,3 56 21,50 5420 0,280 2,90 18,90 0,133
3) 335 14,6 5,60 35,67 0,136 0,32 21,77 0,014
20. AMLMI)® 189 72 2,40 13,50 0,150 0,22 8,00 0,026
i) 78 3,0 150 2,01 0,427 0,00 0,00 0,000
@ 92 41 7,90 21,40 0,269 0,54 6,70 0,074
184 77 15,70 61,70 0,202 0,60 9,70 0,058
14,6 92 . - - 0,32 7,90 0,038
3) 169 113 2,30 16,80 0,124 0,04 0,70 0,054
21. AMLM1) 10,6 82 7,18 29,90 0,193 028 392 0,066
(m 6.4 1,3 1,03 2,30 0,309 0,00 107 0,000
19,6 74 0,90 157 0,364 0,00 2,90 0,000
(3) 9.0 179 0,30 12,40 0,024 0,00 23,60 0,000
22. AMLM1)' 132 6,6 21,30 33,85 0,300 0,20 7,00 0,027
m  f 56 2,1 11,20 18,20 0,379 0,30 4,70 0,060
(3} 9,0 47 18,42 37,40 0,329 2,65 11,30 0,189
12,3 5.7 - . - 2,45 9,10 0212
132 41 s . - 1,90 5,20 0,267
23. AMLM1) 9,5 78 1,60 12,90 0,070 0,00 3,70 0,000
(1) 48 09 0,33 0,76 0,302 0,04 1,02 0,037
3) 77 215 0,00 045 0,000 0,00 0,90 0,000
24. AMLM1) 3.7 1,7 121 4,20 0,274 0,16 0,70 0,186
25. AML(M1)' 36,8 19,7 434 22,50 0,161 0,21 1,77 0,106
(m 18,5 44 570 13,20 0,301 1,07 540 0,165
2) 125 56 19,90 23,50 0,458 420 10,30 0,289
142 6,7 § 2 : 3,20 8,70 0,268
16,1 72 . - - 1,30 7,70 0,144
19,0 53 E - - 0,60 8,90 0,063
(3) 34,2 16,9 2,34 34,20 0,064 0,07 0,65 0,097
26. AMLM1)’ 13 24 4,60 8,00 0,365 - g >
27. AMLM1)' 89 12 15,70 56,80 0216 0,63 3,90 0,139
) 46 09 1,02 3,30 0,236 0,05 0,50 0,100
28. AML(M2)’ 156 9,0 3,50 12,40 0,220 0,22 1,14 0,161
m 87 47 5,10 8,90 0,364 0,88 1,50 0,369
(3} 104 66 25,60 14,60 0,636 3,40 12,20 0217
16,7 9,6 - - - 1,07 22,30 0,045
29, AML(M2)’ 14,5 56 15,70 61,30 0,201 0,45 9,90 0,048
(1) 53 1,1 5,60 25,10 0,182 0,00 0,30 0,000
30. AML(M2)' 6,5 4,1 2,40 14,50 0,142 0,70 2,06 0,253
31. AML(M2)' 172 10,2 12,30 31,80 0,278 0,56 4,00 0,122
) 62 3,1 450 15,40 0,226 . 032 7.50 0,040
@ 98 43 7,70 12,40 0,383 0,50 2,50 0,166
17,5 49 . . - 123 6,40 0,192
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PoZet jad. bb | PoZet jad. bb Kostni dfedi (KD) Perifemnf krev (PK)
Pof. &islo Dg. vKD vPK
pacienta
- Kolonie | Shiuky | K/K+S Kolonie | Shinky | KK+S
(1071 (plepodteno na 1.10” bunkk)
32 AML(M3)" 44,1 19,5 1,04 14,60 0,066 0,00 2,30 0,000
(1) 9.2 12 3,50 12,40 0,220 0,00 0,20 0,000
33, AML(M3)' 214 172 2,34 24,70 0,086 0,34 6,70 0,048
(i} 145 45 6,70 29,00 0,187 0,26 5,00 0,049
3) 37,1 19,3 1,30 1420 0,083 0,14 2,00 0,065
34, AML(3) 17,5 87 3,20 20,00 0,137 0,20 10,00 0,019
(1) 56 13 1,20 3,60 0,250 0,00 0,20 0,000
35, AML(M4)’ 317 12,1 2,30 11,60 0,165 0,12 3,66 0,031
(1) 9,1 24 0,44 0,66 0,400 0,05 0,19 0,208
36. AML(MS) 12,3 54 1,05 5,60 0,157 0,11 9,70 0,011
) 78 29 3,90 10,50 0,271 0,10 0,90 0,100

odhalit nastupujici zmé&ny riistu kolonif a shlukii v obdobi
néstupu relapsu AML. U 17 nemocnych jsme provedli
kultivaci CFU-GM z kostni dfené a periferni krve jiz
diagnostikovaného relapsu AML.

VySetfili jsme 19 muZd a 17 Zen, ve v&ku 25-63 let
(median 40,2 roku).

Kontrolni skupinu tvofilo 20 dobrovolnych zdravych
darcd, ukterych jsme provedli kultivaci CFU-GM z kostni
dfen&, a 20 ddrch, u nichz jsme provedli kultivaci
CFU-GM z perifem{ krve (tab. 1.).

(obsahujici pfedeviim GM-CSF, UHKT Praha - CSFR),
3% L-glutamin (Serva, SRN), antibiotika (penicilin 100
j/ml a streptomycin 100 pg/ml, Spofa, CSFR), NaHCO3
7,5% (Sevac, CSFR). K stabilizaci pH Iscova média jsme
pouZili HEPES (Sigma, USA). Jako imobiliza¥n{ médium
jsme pouZili 3,3% Bacto-agar (Difco, USA). Ke kultivaci
CFU-GM byly pouZity misky o primé&ru 30 mm (Falcon,
Svycarsko). Jako kyltivaéni inokulum jsme pou¥ivali
suspenze bunék 2.10°/ml. Vlastn{ kultivaci jsme provadéli

" Tabulka 1
Vysledky kultivace CFU-GM z kostni diené a periferni krve u zdravych darci
Podet jad. bb. | PoZet jad. bb. Kostni dfex (KD) Periferni krev (PK)
Pof. &s. Dg. vKD vPK
pacienta Kolonie | Shiuky | K/K+S Kolonie |  Shluky K/K+S
x10°.17) (pfepotteno na 1.10° bunkk)

1. 133 4,7 23,12 552 0,807 0,67 1,33 0,335
2. K 96 71 28,64 6,03 0,826 3,00 1,67 0,642
3. ° 144 53 33,17 9,55 0,776 1,67 2,00 0,455
4, n 72 49 35,22 19,35 0,645 3,00 2,33 0,562
5. t 139 69 39,49 18,46 0,681 1,33 0.67 0,665
6. r 8.6 42 29,80 26,80 0,526 2,00 4,00 0,333
7. o 169 6.2 42,36 24,14 0,618 1,00 2,00 0,500
8. 1 153 73 36,87 51,87 0415 1,00 1,67 0374
9. n 136 10,1 56,32 5053 0527 6.00 5,00 0,545
10. i 119 39 30,53 57,37 0,347 1,00 2,33 0,300
11. 16,6 98 49,28 51,30 0,489 3,60 4,18 0,462
12, 14,7 59 52,70 66,30 0,442 4,11 7,20 0,363
13. s 116 44 4820 57,00 0,458 049 0,96 0,337
14. k 158 7.1 21,33 40,10 0,347 0,50 0,70 0,416
15. u 172 88 44,50 56,80 0,439 1,90 0,90 0,678
16. P 11,8 5.8 39,00 44,90 0,464 2,60 1,10 0,702
17. i 125 43 22,00 12,30 0,641 0,70 1,20 0,368
18. n 9,3 52 48,20 21,30 0,693 0,82 0,90 0,476
19. a 173 6.6 32,50 18,30 0,643 2,50 1,30 0,657
20. 108 4,7 29,70 11,90 0,713 1,90 0,60 0,760

VySetfovanym nemocnym jsme odebrali 0,5-1 ml kostni
dfené (sterndlni punkci nebo pfi trepanobiopsii) a 1 ml
periferni krve (venepunkci). Z odebraného materidlu jsme
provedli separaci mononukledrnich bunék. U kostni dfené
za pouZiti roztoku COLIPK a u periferni krve gradientem
na Lymfoprepu (Nyegaard Co. Norway). Pofet jadernych
buntk jsme urfovali na potitali krevnich elementd
(Coulter Electronics, INC., Hieleah, Florida - USA).

Pro kultivaci CFU-GM in vitro bylo pouZito Iscovo
medium (Iscoves modified Dulbecces minimum essential
medium, UHKT Praha, CSFR), fetdlni teleci sérum
(UHKT Praha, CSFR), kondiciované médium 5637

v termostatu Haereaus (SRN) pfi 37 °C za 5% COz podobu
7 dni. Pfi odeditdni poctu kolonif a shlukd jsme provedli
fixaci pomoci 2% kyseliny octové a pocitali pii
32n4sobném zv&tieni.

Hodnoceni: kolonie - 40 a vice bun&k
shluky - do 40 bun&k
a. mikroshluky - 3 aZ 20 bungk
b. makroshluky - 20 aZ 39 bun&k
K/K+S - kolonie/kolonie + shluky

Statistické hodnoceni vysledkid: Vysledky byly hodno-
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ceny statisticky pomoci Studentova t-testu. Na obrdzcich
jsou zndzormény primé&mé hodnoty souborl s 95%
intervalem spolehlivosti priméru. Statistick4 vyznamnost
rozdilu srovndvanych soubori byla hodnocena na poditadi
Tandon LT/286 (Japonsko) a je popsdna v textu pro
p <0,05.
Norméln{ hodnoty po¢tu kolonif a pomé&ru poétu kolonii
k poctu kolonif a shlukd (K/K+S):
Kostn{ dfeii: p(?et kolonif 20-100 (pfepo¢teno na
10° jadernych bun&k)
K/K+S > 0,333
Periferni krev: et kolonif 0,5-5 (pfepolteno na
jademych bun&k)
K/K+S > 0,333
Norméln{ zastoupeni makroshluki pfi kultivaci CFU-GM
v kostni dfeni < 10 % a perifemi krvi < 5 % z celkového
poctu shluki.

Vysledky

U nemocnych v obdobi prvnich pfiznaki a v dob€ uro-
véini diagnézy (AML*) jsme zaznamenali vyznamny
pokles po¢tu kolonif a vzestup po¢tu shlukil z kostni diené
a perifemn{ krve ve srovnéni s kontrolni skupinou zdravych
darcd (graf la, 1b, tab. 3). Zastoupeni makroshluki
z kostn{ dfen€ nebylo vE&tsi neZ 45 % a z perifemi krve

Frekvence poétu kolonii CFU-GM z kostni dfené
zdravych ddrcQl a nemocnych s AML
Potet kolonii v rizné fdzi onemocnéni

(na 10 ajld,bb.)

so_l_ |

(o]
50 %
40 | @)
Yo ‘%
20, &
10 -
AML(* AML(1 AML(2, AML(3
GRAF 1A KONTROLA 1(*} 1-( ) uz2) 1-( )
Frekvence poétu kolonii CFU-GM z periferni krve
u zdravych déarc( a nemocnych s AML
Pocet’kolonu v rdzné fazi onemocnéni
(na 10 jad.bb.) \ d " .
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nepiesdhlo 32 % pii dal$im hodnoceni jednotlivych kulti-
vatnich ndlez u vySetfovanych nemocnych. Pomér
K/K+S byl pro kostni dfeii a periferni krev vyznamn& pod
normou (tab. 3). Nemocni vy3etien{ v obdobi po induk&ni
cytostatické 16¢b& AML(1) mé&li vyznamné sniZeny pocet
kolonii v kostni dieni (graf 1a) a pomér K/K+S byl
hrani&né& v normé (tab. 3). Zastoupenf makroshluk nepfe-
sdhlo 26 %. V periferni krvi nebyl pokles po¢tu kolonif tak
vyrazny (graf 1b), naopak pomér K/K+S byl vyznamn&
pod normou (tab. 3). Zastoupeni makroshluki nepfesdhlo
17 %. K vyznamnym kultivaénim zmé&ndm doslo
u nemocnych v obdobi remise AML(2). PoZet kolonii
z kostni dien& u 82,4 % vySetfenych byl v mezich normy
(graf 1a). Pomé&r K/K+S u 70,9 % byl také v mezich normy
(tab. 3). Zastoupeni makroshlukd nepiesdhlo 19 %.
Opakovanym vy3etfovanim perifern{ krve jsme provadéli
monitorovdni nemocnych (graf 1b). U 64,7 % ne-
mocnych jsme takto zjistili nAstup zm&n na iirovni hemo-
poetickych bun&k diive (1-3 mésice), neZ nastaly zm&ny
v krevnim obrazu a diferencidlnim po¢tu bun&k v peri-
femi krvi. V obdobi relapsu AML(3) jsme zjistili
statisticky vyznamny pokles po&tu kolonif a vzestup potu
shlukil v kostni dieni (graf 1a, tab. 3). Pomér K/K+S byl
vyznamné pod normou (tab. 3). V perifemi krvi byl zazna-
mendn vyznamny pokles po&tu kolonif a vzestup poftu
shlukd, a to ve srovnidni s kontrolni skupinou a také ve
srovnéni se za¢4atkem onemocnéni (AML*) u viech sledo-
vanych nemocnych (graf 1b, tab. 3). Zastoupeni
makroshluki bylo v kostni dieni nad 92 % a v periferni
krvi nad 78 %.

V nadi studii jsme se dile zamé&fili na piesnéj§i popis
kultivatnich ndlezd u nemocnych s AML, a to u jeSt&
neléenych nemocnych a nemocnych v obdobi relapsu.
Pfi klondlni kultivaci CFU-GM z kostni diené a periferni
krve jsme u neléenych nemocnych dostali tyto kultivani
nélezy:

1. Kostni dfefi - U 72 % nemocnych jsme zjistili
vyznamné sniZenou rlistovou aktivitu CFU-GM, vysoké
zastoupeni mikroshluki. U 28 % nemocnych jsme zjistili
vyznamné sniZenou riistovou aktivitu CFU-GM, vysoké
zastoupeni makroshluk.

2. Perifemni krev - U 11,1 % nemocnych se nevytvareji
kolonie, ale jen mikroshluky. U 88,9 % ojedin&lé kolonie
a vyznamné¢ zvySeny poet shlukd (mikroshluki
a makroshlukd).

Kultiva¢ni ndlezy v obdobi relapsu AML:

1. Kostni diteft - U 11,7 % nemocnych se nevytvéfeji kolo-
nie, ale zvySeny potet makroshlukd. U 88,3 % nemocnych

ojedin€lé kolonie a vyznamné zvySeny pocet shluki
(mikroshlukii a makroshluki).

2. Perifem{ krev - U 11,8 % nemocnych se nevytvéieji
ani kolonie, ani shluky, pouze jednotlivé buiiky, které jsou
&asto odumielé. U 23,5 % nemocnych se nevytvéieji kolo-
nie, ale jsou patrny mikroshluky. U 64,7 % nemocnych se
vytvéieji ojedin€lé kolonie a vyznamné& zvySeny polet
shlukd (mikroshluki a makroshlukd).

U 17 % nemocnych v obdobf relapsu jsme pii klon4ln{
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Tabulka 3

Zmény poétu kolonif CFU-GM, shlukii a K/K+S z kostnf di‘ené a perifernf krve u nemocnych
s AML v riiznych fézich onemocnénf

Kostni dffedt Perifem( krev
. (KD) (PK)
Diagnéza [x£5D] [xtSD)
Kolonic | Shiuky K/K+S Kolonie |  Shluky K/K+S
(pfepotteno na 1.10° bunik)

Kontrolni skupina 37,15 32,49 0575 199 2,10 0,497
+10,08 +19,75 0,145 +1,39 $1,39 40,142

AML’ 5,01 20,01 0,178 0,29 4,49 0,092
15,09 $1394 0,076 40,25 43,85 10,077

(1) 4,08 10,56 0,284 0,31 2,24 0,109
13,61 48,79 0,071 10,34 12,06 0,098

) 20,48 37,00 0,378 145 7,24 0,192
47,85 £18,27 0,103 +1,07 +4,61 10,112

3) 3,16 2342 0,094 0,08 6,29 0,020
3,71 £15,74 40,071 0,10 +7,03 10,028

kultivaci z kostni dfené a periferni krve zaznamenali ndlez
velkého po¢tu bun&k, které netvofily kolonie ani shluky
(podle histologického vy3etfeni §lo o blasty).

Diskuse

U akutni myeloidni{ leukémie se klonaln{ porucha hemo-
poetickych bun€k miZe projevit zmé&nou proliferace
a maturace t&chto buné&k in vivo, ale také in vitro (3, 6, 15,
24). Dalsi poruchou maturace hemopoetickych buné&k
dochdzi k vytvafeni leukemickych prekurzori, které
ptimo piisobi na normélni hemopoetické, ale i maturované
buiiky (1, 4, 12, 28). Leukemické prekurzory nemaji
schopnost vytvaret morfologicky normdalni kolonie. Pfi in
vitro kultivaci se v pfevaZné v&t§in& vytvaieji makroshlu-
ky, jejichZ piftomnost vyznamné zhorSuje dal¥i progn6zu
onemocnéni. Také pfi kultivaci progenitorovych bunék
CFU-GM, BFU-E a CFU-GEMM z kostn{ dien& a peri-
ferni krve u nemocnych s AML in vitro byly zaznamenany
typické kultiva®ni zmé&ny riistu kolonii (17, 21, 22, 26).

V  na¥i prici jsme se zam&ili na kultivaci CFU-GM
z kostni diené a periferni krve u nemocnych s AML ve fizi
remise a relapsu. Vieobecn€ se usuzuje, Ze existuje urtita
korelace mezi typem ristu kolonii in vitro, navozenim remise
a ptechodem do relapsu (21, 22, 25). U nemocnych v obdob{
prvnich ptiznakd a utvafeni diagnézy dochézi k vyznamné-
mu poklesu po¢tu kolonii, a naopak k vzestupu po¢tu shlukd,
a to v kostni dfeni a periferni krvi (7, 16, 23). Nemocni,
u kterych nebyly nalezeny kolonie, a naopak byl nalezen
vyznamné zvySeny po¢et makroshlukd v kostni difeni, maji
prognézu hor$i neZ nemocni, u kterych byla minimélni risto-
vé aktivita a zvySeny poCet mikroshluki (13, 19, 21, 25).
Byla také popsdna urtitd z4vislost mezi riistovou aktivitou
CFU-GM v kostni dieni a moZnosti navozeni remise pomoci
cytostatické 16¢by (25). Nemocni, ktefi maji v pribhu
prvnich pfiznakdl sniZenou ristovou aktivitu nebo u nichz
také nebyly nalezeny kolonie CFU-GM v kostni dieni, ale
normilni zastoupeni shlukdi, maji méné¢ sekundimich
komplikaci a navozeni remise je kvalitativné lepsi (8, 9, 10).

Pfi kultivatnim hodnoceni v obdobi remise dochézi
k normalizaci riistu kolonii v kostn{ df'eni a periferni krvi.
Dal¥im monitorovdnim nemocnych v obdobi remise
miZeme v&as zachytit zmé&ny, které pfedchézeji relapsu
AML (5, 11, 14, 17). Pfi ndstupu relapsu dochézi v prvni
fad€ k poklesu pottu kolonif a vzestupu po&tu shlukd uZ
v periferni krvi. K tomuto kultivadnimu nélezu se také
zafazuje vzestup procenta makroshluki (vice nez 50 %).
U nemocnych v klinicky rozvinutém relapsu AML je jiZ
podet kolonii minimélni a dochdzi k vyznamnému vzestu-
pu poctu shlukd, kde zastoupeni makroshlukd pievy3uje
90 %. Dal8im dilleZitym kritériem pro v&€asnou diagnosti-
ku relapsu je komplexni posuzovéni kultivadnich nilez
na zat4tku onemocnéni a v obdobi remise.

Obecné plati pravidlo, Ze &im rychlej3i je navozeni remi-
se, tim celkové relativné lepsi je dal3i priib&h onemocnéni.
V klonélnich kultivacich CFU-GM pfi relapsu dochézi
k tvorb& mikroshlukil a makroshlukd a nevytvafeni kolo-
nii v kostni dieni a periferni krvi. Tyto zmé&ny pfedchézeji
klinickym a hematologickym zndmk4m relapsu. Zietelny
rozdil mezi normdlnim a leukemickym riistem in vitro
dovoluje ¢asnou detekci remise v pritb&hu induk&ni 16¢by
a Casnou diagnostiku relapsu u nemocnych, ktefi jsou
podle jinych kritérii v kompletni remisi.

Zavér

Kultivace CFU-GM z kostni diené a periferni krve m4
piedeviim vyznam pii upfesnéni diagnostiky remise,
miZe pfispét k v€asné diagnostice relapsu AML.

Z nadich kultiva¢nich vysledkd z kostni diené a peri-
femni krve vyplyvd, Ze u nemocnych s AML dochézi
k statisticky vyznamnym zmé&ndm v poctu kolonii a shlu-
ki ve srovnéni s kontrolni skupinou zdravych déarcd. Pfi
pravidelném kultivatnim monitorovani nemocnych ve
fazi remise AML miZeme zachytit v pfipad® néstupu
relapsu zmé&ny riistu kolonii a shlukd jiZ pfi vy$etfeni peri-
ferni krve.
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Souhrn

Autoli se v prvni ¢4sti price pfedeviim zaméfili na
posouzen{ kultivatnich nilezd z kostn{ difen& a periferni
krve u nemocnych s akutni myeloidn{ leukémif (AML)
z pozice hemopoetickych bunék. Struéné popsali proces
leukemogeneze, proliferadni aktivitu leukemickych
prekurzord a jejich moZny vliv na tvorbu kolonif in vitro.

Provedli kultivaci CFU-GM z kostn{ dien& a periferni
krve u 36 nemocnych s AML v riiznych fizich onemocné-
ni. Dile se autofi zam&ili na moZnosti monitorovani
nemocnych v obdob{ remise a relapsu AML. U 64,7
procent nemocnych se podafilo zjistit nistup zmé&n na
iirovni hemopoetickych bun&k o né€kolik mésici difve, neZ
nastaly zm&ny v krevnim obrazu a diferencidlnfm po¢tu
bungk v periferni krvi. Kultivaln{ vysledky ziskané
u téchto nemocnych mohou napoméhat k v&asné diag-
nosticerelapsu uZ piikultivalnim vy3etieni perifemikrve.
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