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2. Chronická myeloidní leukemie chromozom označovaný také Ph (19). Cytogeneticky Se
jedná o chromozomální abnormalitu, která je Způsobena

U nemocných Schronickou myeloidní leukemií (CML) translokací dlouhých ramenek chromozomu 22 a chro-
Se vyskytuje charakteıisticka Změna v karyotypu mozomu 9 t (9:22) (15). Ph chromozom Se vyskytuje asi
myeloidních buněk, ve kterýchje přítomen t. filadelfský u 85 % až 95 % nemocných s CML. V Současné době je
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již celá řada Zpráv o tom, že chromozom Phl Se také nachá-
zí u 20 % nemocných S akutní lymfatickou leukemií
(ALL) a u 5 % nemocných S akutní myeloidní leukemií
(AML) (14, 20, 2A).

Chromozoınální porucha (Ph) Se vyskytuje v lymfo-
cytech nebo také v erytroblastech a megakaryocytech (10,
18). Na základně toho můžeme předpokládat, že tato chro-
mozomální porucha musela tedy vzniknout již v pluri-
potentní kmenové buňce. Chronická myeloidní leukemie
má charakter klonální poruchy pluripotentní kmenové
buňky (17, 18, 23), ale diferenciační potenciál pluri-
potentních kmenových buněk nesoucích Ph chromozom
není výıazně porušen, protože erytrocytámí a mega-
karyocytární diferenciace není změněna (obr. 1). CIVIL
můžeme tedy označit jako onemocnění S monoklonální .
Ph-pozitivní poruchou pluripotentních kmenových buněk
(12, 25).
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Obr. I Hematopoéza a monoklonálnípůvod CML

Při vzniku leukemických buněk se uplatňuje celá řada
faktorů a to jak na úrovni buněčného genomu a jeho
abnormalit (10, 18), tak i na úrovni působení růstových
hemopoetických faktorů a dalších humorálních působků
(3, 16, 21, 22).

AML a CML představují klonální poruchy, tj. u obou
onemocnění dochází k poruše na úrovni pluripotentní
kmenové buňky, ale ve smyslu patogenezejsou v Současné
době známy některé důležité rozdíly, jako např.:

- Pro vznik CML není zapotřebí vzniku dominantního
klonu. Vycházíme z představy, že v období remise u AML
dochází k vymizení leukemických buněk, kdežto u CML
i v období chronické fáze můžeme sledovat populace
buněk, které mají chromozomální abnormalitu Ph.

- CML—CFU Ph (pluripotentníbuňky tvořícíkolonie blastů
u CML) jsou Schopné vytvářet kolonie in vitro S nonnálním
zastoupením buněk a to jak kolonií, tak Shluků.

- U CML Se determinované buňky i s chromozomální
abnormalitou můžou normálně diferencovat v plně matu-
rované buňky.

- U CML buňky S chromozomální abnormalitou nevy-
kazují vůči hemopoetickým růstovým faktorům zvýšenou
citlivost, která by byla Srovnatelná s citlivostí blastické
populace buněk u AML.

- I přes všechny abnormality nelze leukemické kmenové
buňky u CML považovat za autonomní nádorové buňky.

U nemocných s CML ve fázi blastického zvratu v AML
dochází k narušení regulačních mechanismů, především
na úrovni proliferace, kdy dochází k trvalé proliferaci
klonu buněk s Ph. Dalším Stupněm je porucha diferenciace
a maturace z důvodů zvýšené citlivosti na hemopoetické
růstové faktory (především na IL-3 a GM-CSF) a porucha
zpětnovazebních inhibičních mechanismů, kdy buňky
dostávají charakter buněk typických pro AML - vznikají
blasty s vysokým Stupněm proliferace. Chronická
myeloidní leukemie může tedy představovat model poma-
lu Se vyvíjejícího leukemogenního procesu, kdy dochází
k transformaci hemopoetických buněk granulocytární
řady s chromozomální abnormalitou Ph v blastickou
populaci buněk. Tato transformace nemusí vznikat jen
v kostní dřeni, ale i v periferní krvi (12, 18, 25).

Soubor nemocných a metodika vyšetření

Od Září 1990 do května 1992 jsme na katedře radio-
biologie VLA JEP vyšetřili 31 nemocných s chronickou
myeloidní leukemií (CML) v různých fázích onemocnění,
tj. v období prvních příznaků a při Stanovení diagnózy
CML* a v chronické fázi CMLl , akcelerační fázi CML2
a fázi blastického zvratu CML3 (podrobněji viz tab. 1).

Tabulka l

Výsledky kultivace CFU-GM z kostní dřeně a periferní
krve u nemocných S CML v různých fázích onemocnění

Počet Počet Kostní dřeň Perifemí krev
Poř. jad. jad. (KD) (PK)
čís. Dg. bb. bb _ _
pac. v KI) v PK K010 K/K K010

me + S me
K/KShluky + SShluky

(x. 109.1")
1. CML 19,4 9,6 0,50 2,00 0,200 1,00 4,50 0,181

(1) 13,2 4,8 14,90 39,60 0,273 6,12 19,50 0,238
17,5 5,2 - - - 9,05 21,80 0,293
15,1 10,6 — - - 11,00 35,90 0,239
20,9 16,9 - - - 0,70 21,40 0,331

(2) 29,1 20,6 2,30 17,30' 0,117 0,40 11,40 0,033
(3) 37,9 21,0 0,50 9,60 0,049 0,00 19,90 0,000

2. CML‘ 11,3 3,8 18,58 14,64 0,369 36,31 47,37 0,433
(1) 18,5 7,7 15,60 32,50 0,324 17,90 23,60 0,431

17,3 4,9 - - - 25,80 59,00 0,304
(2) 22,0 7,9 4,30 22,00 0,163 0,12 3,90 0,029
(3) 57,9 21,9 0,80 1,05 0,432 0,10 0,90 0,100

3. CML 6,6 3,1 5,53 15,08 0,268 6,45 82,26 0,070
(2) 13,5v 10,8 1,50 29,70 0,048 0,20 3,20 0,058

(přøpøčıønø nn 1 . 105 bunëk)
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1 1,9
2,4
7,7
3,8

10,5
18,3
30,6
29,0

5,6
19,0
16,7
12,4
11,3
12,5
32,7
56,3

3,1
17,2
15,9
17,5
11,8
19,0
6,3

15,1
12,9
13,0
3,2
4,5

17,0
12,8
9,5

66,3
73,7
19,1
12,8
10,9
19,7

31,4

47,8

66,9

10,5
17,9

38,9
16,3

7,8
5,2
4,9
6,2
1,2
3,6
1,4
3,2
1,6
2,1
7,4
4,2
6,6

17,9
25,3

7,1
5,2
6,4
5,6
2,9
4,1

17,7
34,4

1,9
4,3
5,1
6,3
5,2
9,6
2,2
4,1
3,9
4,8
1,2
2,1
8,8
9,2
4,7

21,6
35,5

8,2
6,2
5,6

12,3
7,7

12,0
18,7
24,5
38,2
10,3
26,7
15,7
6,2
4,2
3,8

26,9
29,0

8,7

19,30
21,00

0,80
20,70

52,80
30,80

22,00
89,00

0,267
0,405

0,035
0,188

0,51
1,30

2,06
0,60
0,1 1
0,00

0,00
19,70
0,00

22,50
0,53
0,50

16,70
0,20

0,08
0,70
0,70
1,02

0,80
7,12

15,60
0,23

0,06
0,10
0,40
0,52

0,66
17,90
25,00

9,60

1 1,00
7,50
4,90 `
0,14

5,90
18,90
9,80
7,30

0,30
0,00
0,37

1 1,20

7,90
0,25
2,60
0,12

8,20
15,30
0,30

1 1,23
8,80

18,00
1,00
0,70

0,30
0,00
0,00
0,50

909
1060
890
190
064
000
090

4430
980

6790
158
206

4030
1780
690
890
634
730

1130
2330
3580
430
030
060
180
190
180

3900
7890
3485
2800
1980
1260
060

1080
4730
2300
5490
380
200

1190
2160
3160

100
1380
106

1430
3505
060

2830
2460
2900
660
230
990

2680
1790
203

0050
0809
0887
0340
0846
0000
0000
0305
0000
0349
0351
0095
0393
0011
0011
0072
0099
0022
0066
0331
0377
0051
0066
0042
0366
0314
0368
0315
0341
0378
0382
0374
0380
0318
0353
0385
0398
0817
0073
0000
0030
0332
0200
0200
0058
0801
0364
0303
0375
0384
0363
0382
0831
0341
0029
0000
0000
0897

(1) 22,0 4,1 1 1,90 40,30 0,228 0,30 1,00 0,231
- 5,2 - — - 0,25 0,60 0,249

(2) 18,9 12,9 5,60 30,60 0,155 0,12 0,40 0,231
(3) 7,8 16,9 1,00 17,50 0,054 0,00 0,90 0,000

26. CMI: 18,2 9,9 10,55 20,80 0,336 0,09 0,30 0,230
27. CMLa 27,4 12,5 5,60 18,20 0,235 15 ,20 45,60 0,262
28. CML - 10,6 - - - 7,20 31,50 0,186

(3) 57,9 29,0 0,90 42,00 0,022 0,00 19,00 0,000
29. CML' 33,6 19.0 0,70 3,00 0,189 0,00 1,00 0,000
30. CML — 16,9 — - - 17,90 65 ,70 0,243
31. CML - 12,0 - - - 38,50 105,70 0,267

U 4 nemocných jsme provedli kultivaci CFU-GM
Z kostní dřeně a periferní krve ve všech Sledovaných
fázích CML. .

V chronické fázi CML jsme vyšetřili 13 nemocných,
7 nemocných jsme vyšetřili v akcelerační fázi a 11
nemocných jsme vyšetřili ve fázi blastického zvratu.
V chronické fázi jsme vyšetřìli 9 nemocných a Zároveň
u těchto nemocných jsme provedli další kultivaění moni-
torování Z pen'femí krve S cílem odhalení nastupujících
Změn růstu kolonií a Shluků v období nástupu ákcelerační
fáze nebo blastického Zvratu v AML. U 2 nemocných
jsme provedli kultivaci CFU-GM Z kostní dřeně a peri-
ferní krve u diagnostikovaného blastického Zvratu CML
v AML.

Vyšetřili jsme 17 mužů a 14 žen ve věku od 35 do 73 let
(medián 46,2 roku).

Kontrolní skupinu tvořilo 20 dobrovolných Zdravých
dárců, u kterých jsme provedli kultivaci CFU-GM z kostní
dřeně (Se Souhlasem nemocných, kdy byla kostní dřeň
odebrána v průběhu ortopedické operace), a 20 dárců,
u nichž jsme provedli kultivaci CFU-GM Z perifemí krve
(tab. 2). Hodnocení počtu kolonií a Shluků, poměru K/K+S
a metodiku kultivace CFU-GM Z kostní dřeně a perifemí
krve jsme prováděli podle již publikovaných výsledků
(4, 5).

Tabulka 2

Změny počtu kolonií CFU-GM, shluků a K/K + S
z kostní dřeně a periferní krve u nemocných

S CML v různých fázích onemocnění

Kostm’ dřøň 1 Perifcmî krcv
. , (KD) (PK)I)1agnoza (x :1: SD)

Koloniel Shluky | K/K+S| Kolonicl Shluky | K/K+S
(přepočteno na 1.105 buněk)

Kon- 37,15 32,49 0,575 1,99 2,10 0,497
trola :1: 10,08 ± 19,75 ± 0,145 ± 1,39 ± 1,39 ±0,142

ÛCML 6,03 19,43 0,239 7,02 21,46 0,196
± 6,26 :1: 19,91 ± 0,099 ± 9,94 ± 25,74 ± 0,115

(1) 15,69 38,54 0,277 6,75 22,42 0,203
:t 15,69 ± 38,54 ± 0,068 ± 7,87 ` ± 20,29 ± 0,112

(2) 5,92 29,35 0,160 4,45 17,41 0,157
±5,29 ± 15,47 ±0,061 ±5,75 ± 13,34 ±0,116

(3) 0,83 16,30 0,099 0,068 7,20 0,093
±0,58 ± 14,37 ±0,117 ±0,054 ±7,95 ±0,188

Statistické hodnocení výsledků jsme prováděli pomocí
Studentova t-testu. Na obrázcích jsou znázorněny
průměrné hodnoty Souborů S 95% intervalem Spolehli-
voSti průměru, p < 0,05.
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výsledky
V naší Studii jsme u 31 nemocných S CML provedli

kultivační vyšetření CFU-GM Z kostní dřeně a periferní
krve v různé fázi tohoto onemocnění (tab. l).

Frekvence poctu koloníiCFU-GM z kostní drene
u zdravyclı darcu a neınocnycli s CML

Pocet kolonií v ruzne fazí onemocnení
(na 10° jad.bb.)

I î î í
60 __

50 +_

40

30 __.

20 _

10 ..._

am>8
KONTROLA CMW) cum) cuuz) cuus) `

Graf lA

U nemocných S CML v období určování diagnózy
CML* jsme Zaznamenali v kostní dřeni významný pokles
počtu kolonií ve Srovnání S kontrolní Skupinou zdravých
dárců (graf la, tab. 2). Počet Shluků ve Srovnání S kontrolní
Skupinou nebyl Statistický významný. Naopakk poměr
K/K+S byl významně Snížen, což představovalo kvali-
tativní granulocytárníporuchu. Vysoké bylo také procento
Zastoupení makroshluků, kterépřesahovalo 36 %. Vzestup
počtu kolonií v periferní krvi byl Statisticky významný,
obdobně bylo významné zvýšení počtu Shluků (graf lb).
Poměr K/K+S byl významně Snížen (tab. 2). Zastoupení
makroshluků nebylo větší než 12 %.

V chronické fázi CMLl jsme vyšetřili 13 nemocných,
u nichž jsme v kostní dřeni Zaznamenali hraničně snížený

Frekvence poctu koloníí CFU-GM z periferní krve
u darcu a nemocnych s CML

Pocet kolonií

(na 10 jad.bb.)
40 -F- ' I I l

v ruzne fazi onemocneni

3O .4—

20 -—

10 --—

KONTROLA cnw) cum) cMuz) cum)
Graf lB

růst kolonií (graf la). Statisticky významné bylo Snížení
poměru K/K+S (tab. 2). Zastoupení makroshluků nepře-
Sáhlo 27 %. V periferní krvi jsme u nemocných v této fázi
zaznamenali významné zvýšení počtu kolonií a shluků ve
Srovnání S kontrolní Skupinou (graf lb). Poměr K/K+S byl
hraničně Snížen. Zastoupení makroshluků nepřesáhlo
20 %. 7 nemocných jsme vyšetřili v akcelerační fázi
CML2. Zaznamenali jsme významný pokles počtu kolonií
a vzestup počtu Shluků v kostní dřeni, poměr K/K+S byl
Snížen (graf la, tab. 2). Zastoupení makroshluků bylo
výrazně vyšší než např. v chronické fázi (více než 40 0/0).
V periferní krvi došlo k relativní normalizaci počtu kolo-
nií, ale počet Shluků byl významně vyšší ve Srovnání
S kontrolní skupinou (graf lb). Poměr K/K+S byl eížen
(tab. 2). Zastoupení makroshluků nebylo vyšší než 22 % ve
Srovnání S kontrolní Skupinou. Il nemocných jsme
vyšetřili ve fázi blastického zvratu CML3. Kultivační
nálezy z kostní dřeně a periferní krve vyjadřovaly
významně Sníženou růStovou aktivitu CFU-GM a zvýšený
počet Shluků (graf la, b, tab. 2). Zastoupení makroshluků
jak v kostní dřeni, tak v periferní krvi bylo větší než 63 %.

Dále jsme Se v naší práci zaměřili na možnosti popisu
a odhalení změn růstu CFU-GM, především v periferní
krvi, S cílem včasného zachycení akcelerační fáze nebo
blastické transformace CML. Při Statistickém Zhodnocení
počtu kolonií v chronické fázi a fázi blastické transforma-
ce jsme zjistili v periferní krvi významný pokles počtu
kolonií a vzestup počtu Shluků (graf la, tab. 2). Zastoupení
makroshluků nepřevyšovalo 70 %.

Diskuse

Chronická ınyeloidní leukemie je monoklonální Ph-po-
Zitivní porucha kmenových buněk (12, 25). V Současné
dobějejasné, že diferenciační potenciál kmenových buněk
nesoucích chromozom Ph není výrazně porušen.
Erytroidní a megakaryocytární diferenciace přitom není
změněná, i když je možno v těchto buňkách prokázat Ph
chromozom. Tuto chromozomální abnorrnalitu nachá-
zíme u lymfocytů (18).

V současné době nelze jednoznačně říci, Zda CML je ve
Své chronické fázi skutečnou leukemií, anebo je pomalu
Se vyvíjejícím leukemogenním procesem. Sami Se přiklá-
níme Spíše k představě, že CML je pomalu Se vyvíjejícím
leukemogenním procesem vycházejícím z blastické
transformace granuiocytárních buněk s chromozomální
abnonnalitou Ph.

V kostní dřeni dochází ke zrnnožení hernopoetických
buněk a v periferní krvi je leukocytóza, ale jenom malé
procento blaStů. Významné je zvýšený početgranulocytů
S Ph chromozomální abnormalitou (12, 25). Při kulti-
vacích progenitorových buněk z kostní dřeně a periferní
krve zjišťujeme významné rozdíly v růstu kolonií a Shlu-
ků. Výše uvedené Změny jsou charakteristické pro fázi
chronickou, akcelerační a blastickou transformaci
v AML. V chronické fázi CML je morfologie kolonií
CFU-GM, BFU-E a CFU-GEMM v kostní dřeni a peri-
ferní krvi Stejná jako u zdravých jedinců. V akcelerační
fázi a fázi blastické transformace v AML Se morfologie
kolonií, Shluků (Zastoupení mikroshluků a makroshluků)
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v kostní dřeni a periferní krvi významně přibližuje kulti-
vačníın nálezům jako u AML (9, 12, 13, 18, 25).

Zvýšenou proliferační aktivitou kmenové buňky S chro-
mozomální abnormalitou Ph v kostní dřeni dochází
k Zvýšení počtu CML-CFU jak v kostní dřeni, tak v peri-
ferní krvi. V periferní krvi tak dochází k zvýšení počtu
hematopoetických buněk S chromozomální abnormalitou
Ph a blastoidní populace buněk vycházejících Z CML-
CFU. U nemocných S CML, především v akcelerační fázi
a fázi blastického zvratu, Se obdobně jako u nemocných
S AML klonální porucha projeví Změnou proliferace
a maturace hemopoetických buněk a to jak v kostní dřeni,
tak i v periferní krvi (1, 2, 8, 17).

Při klonálních kultivacích CPU-GM Z kostní dřeně
a periferní krve nacházíme určité Specifické nálezy (4, 5,
6, 7), které významně doplňují představu o monoklonální
podstatě CML. .

Na rozdíl od AML při kultivaci CFU-GM u nemocných
S CML v chronické fázi dochází k významnému zvýšení
počtu kolonií a shluků v perifemí krvi (8,17, 18, 22). Při
Sledování kultivačních výsledků zjišťujeme i další
odchylky, a to především u nemocných v období akce-
lerační fáze a fáze blastického zvratu. Důležité je Sledo-
vání cirkulace především granulocytámích a erytroidních
progenitorových buněk v periferní krvi u nemocných
s CML a to jak při diagnostice poškození krvetvorby, tak
při další diferenciální diagnostice CML, AML a MDS (9,
11, 13).

V akcelerační fázi CML dochází k významnému pokle-
Su počtu CFU-GM v kostní dření a vzestupu mikroshluků.
V periferní krvi naopak dochází k vzestupu počtu kolonií
(12, 17, 18,20), tento vzestup je jenom krátkodobý. Když
dochází k zvýšení počtu blastů v periferní krvi dochází
také k poklesu CFU-GM a ke Zvýšení mikroshluků, a to na
základě Zmnožení CML-CFU v periferní krvi. Ve fázi
blastického zvratu nacházíme Stejný kultivační nález jako
u AML, který je charakteristický významným poklesem
počtu kolonií CFU-GM v kostní dřeni a také v periferní
krvi. Důležitým kultivačním nálezem je významný
vzestup makroshluků, což je výsledkem převahy proli-
ferace transformovaných buněk s chromozomální
abnormalitou Ph v blastickou populaci buněk (7, 8).

Závěr

Chronická myeloidní leukemie představuje monoklo-
nální poruchu s chromozomální abnormalitou kmenových
buněk. Klonální kultivace progenitorových buněk Z kostní
dřeně a periferní krve představuje techniku, která přispívá
k objasňovžmí patogeneze CML a vztahu CML a AML.

Klonální kultivace progenitorových buněk Z kostní
dřeně a periferní krve dále přispívá jak v diagnostice, dife-
renciální diagnostice (např. CML a MDS), tak i při včasné
diagnostice nástupu akcelerační fáze a` fáze blastické
transformace v AML. Monitorováním nemocných pomo-
cí klonální kultivace je možno přispět k aktivnějšímu
přístupu v léčbě a také k přesnějšímu Zhodnocení další
prognózy onemocnění. V současné době Se do popředí
dostává především otázka systému monitorování
nemocných S CML a léčby pomocí interferonu alfa (INF-
alfa). Zde se ukazuje, jak důležité je znát proliferační, dife-

renciační a maturační potenciál hemopoetických buněk
vzhledem k další léčbě interferonem nebo také kombinace
této léčby S autologní transplantaci kostní dřeně.

Souhrn

V druhé části práce jsme Se zaměřili především na objas-
nění patogeneze chronické myeloidní leukemie (CML)
jako monoklonální poruchy krvetvorby. Dále jsme Se
zaměřili na popis rozdílné proliferace a maturace multi-
potentních a unipotentních buněk a popis jednotlivých
fází CML. U nemocných S chronickou myeloidní leuke-
mii můžeme Zjistit určité specifické změny v růstu kolonií
CFU-GM. Monitorování těchto změn umožňuje přesnější
diagnostiku fáze akcelerační a fáze blastického Zvratu
v AML.

Z našich výsledků vyplývá, že monitorováním ne-
mocných pomocí klonální kultivace CFU-GM z perifemí
krve je možno včasně zachytit nástup fáze blastického
Zvratu CML v AML. Včasná diagnostika této fáze je důle-
žitá pro určování další Strategii léčby, která může význam-
ně ovlivnit jak průběh, tak i prognózu onemocnění.
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