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3. Polycythaemia vera

Polycytemie vera (erytremie, Vaquezova-Oslerova
choroba, polycythaemia rubra vera) pfedstavuje one-
mocnéni, které zafazujeme do skupiny chronickych
myeloproliferativnich onemocnéni. Jednd se o progre-
sivni onemocnéni klonadlniho piivodu charakterizované
primarné zvy$enou erytropoézou se zvySenim podtu Cer-
venych krvinek a zvySenym objemem cirkulujici krve
(1,3,9).

V soulasn¢ dobé vime, Ze u polycytemie vera jde
o bezii¢elovou proliferaci hemopoetickych kmenovych
bunék, kterd je charakterizovana hyperplazii kostni
diené s poruchou erytrocytopoézy, granulocytopoézy
a megakaryocytopoézy (5, 8, 15).

Toto myeloproliferativni onemocnéni je dale charak-
terizovano generalizovanymi hyperplastickymi zmé&na-
mi také erytrocyti, granulocyti a trombocytl v peri-
ferni krvi (2). Na patogenezi tohoto onemocnéni se
uplatfiuji humordlni stimulatory proliferace (obr. 1).
Zvyseni erytropoézy neni podminéno zvysenou hladi-
nou erytropoetinu (EPO) (10, 11). Erytropoetin, ktery
byl kdysi povazovin za moZného kandidata, stimulato-
rem rozhodng neni (20, 22). V soucasné¢ dob& se
uvazuje o skupiné myelostimula¢nich faktori, které se
uplatiiuji v patologické proliferaci kmenovych bunék,
které jsou klondln¢ poskozeny (14). U nemocnych
s polycytemii vera miZeme zachytit jak normalni klon
erytroidnich progenitorovych bunék, tak také abnor-
malni klon, ktery vytvafi erytroidni kolonie (7 ) in vitro
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bez pfitomnosti erytropoetinu (4, 12, 16, 17, 21).
U polycytemie vera i ve fazi remise nedochazi k obnové
normalnich bunék v cirkulaci (13). Klonalni podstata
a abnormalni odpovéd’ postiZzenych bun&k na erytropoe-
tin ukazuje na dalsi souvislost, a to na urovni receptorii
(19).

Pribéh tohoto onemocnéni miizeme rozdélit do tfi
obdobi, kterd jsou zivisla na proliferaci patologického
klonu. V prvnim gbdobi dochazi k postupnému vzestu-
pu pottu Cervenych krvinek, proliferace patologického
klonu je omezend. Druhé obdobi je erytremické, u ne-
mocnych dochdzi k proliferaci patologického klonu,
zvySuje se polet Cervenych krvinek a objem cirkulujici
krve. Hypervolemie a hyperviskozita vedou k ob&hovym
poruchdm, stizi a také Casto k trombdze. V tfetim
obdobi dochazi k pfechodu v myelofibrézu s leukoery-
troblastickou anémii nebo chronickou myeloidni leuke-
mii (6, 18).

Soubor nemocnych a metodika

Od ledna 1992 do srpna 1993 jsme na katedie radio-
biologie vy3etfili kultivaci CFU-GM a BFU-E z pe-
riferni krve 35 nemocnych s diagndzou polycytemie
vera, z toho 19 Zen a 16 muZi ve v&ku od 26 do 52 let
(medidn 41,5 roku). 17 nemocnych s diagnézou se-
kundérni polyglobulie, z toho 10 Zen a 7 mu#i ve véku
od 32 do 60 let (medidn 47,1 roku).-

Kontrolni skupinu tvofilo 20 dobrovolnych darci,
u kterych jsme téZ provedli kultivaci CFU-GM a BFU-E
z periferni krve.

Vy3etfovanym nemocnym jsme odebrali 1 ml peri-
ferni krve (venepunkci). Z odebraného materidlu jsme
provedli separaci mononukledrnich bunék gradientem
na Lymfoprepu (Nyegaard Co. Norway). Polet ja-
dernych bunék jsme urfovali na po&itaki krevnich ele-
mentd (Coulter Electronics, INC., Hieleah, Florida,
USA).

Pro kultivaci CFU-GM in vitro bylo pouZito Iscovo
médium (Iscove s modified Dulbecce’s minimum essen-
tial medium, UHKT Praha, CR), fetélni teleci sérum
(UHKT Praha, CR), kondiciované médium 5637

(obsahujici predeviim GM-CSF, UHKT Praha, CR),
3% L-glutamin (Serva, SRN), antibiotika (penicilin 100
j.ml" a streptomycin 100 g.ml", Spofa, CR), NaHCO,
7,5% (Sevac, CR). K stabilizaci pH Iscova média jsme
pouzili HEPES (Sigma, USA). Jako imobilizaéni
médium jsme pouZili 3,3% Bacto-agar (Difco, USA).
Ke kultivaci CFU-GM byly pouZity misky o priméru
30 mm (Falcon, Svycarsko). Jako kultivaéni inokulum
jsme pouZivali suspenze bun&k 2.10°.ml". Vlastni kulti-
vaci jsme provadéli v termostatu Haereaus (SRN) pfi
37 °C za 5% CO, po dobu 7 dni. Pfi odetitani po&tu ko-
lonii a shlukii jsme provedli fixaci pomoci 2% kyseliny
octové a pocitali pfi 32nasobném zvét3eni.

Pro kultivaci BFU-E in vitro byl pouZit 10% albumin
hovézi deionizovany (BSA), hemin, 2-merkaptoetanol
10 mM, 3% L-glutamin, antibiotika (penicilin + strep-
tomycin), kondiciované médium (CM-5637), 7,5%
NaHCO,, erytropoetin (Eprex), fetdlni teleci sérum,
jako imobilizatni médium byla pouZita 2,7% metylce-
luléza v médiu. Jako kultivaéni inokulum jsme pouZili
suspenze bundk 10°ml’. Ke kultivaci byly pouZity
misky o priméru 30 mm (Falcon). Vlastni kultivaci
jsme provadéli v termostatu Haeraus pfi teploté 37 °C,
za 5% CO, a 5% O, po dobu 14 dni. Kolonie byly
odegitany pfi 32nasobném zvétieni.

Zaikladni koncentrace erytropoetinu v kultivalnim
médiu byla 2,5 U.ml". Dalgi fed&ni 0,25 U.ml"... 0,025
U.ml"...bez EPO.

Hodnoceni:

- Normalni hodnoty poétu kolonii CFU-GM v periferni
krvi <0,5 aZ 5 > pfepotteno na 1.10° bungk.

- Normélni hodnoty pottu kolonii BFU-E v periferni
krvi < 5 az 10 > pfepoteno na 1.10° bun&k.

Erytropoetin: Hladinu erytropoetinu v séru jsme stano-
vovali metodou RIA (radioimmunoassay) EPO Tarc '*1
podle standardniho protokolu (Incstar Corp. Stillwater,
Minnesota, USA). Kontrolni skupinu tvofilo 15 darcq,
u kterych byla vySetiena plazmaticka hladina EPO.
Normalni hodnoty byly v rozmezi 10-15 mU.ml" (podle
protokolu byly normélni hodnoty 15,7 mU.ml"). Statis-
tické hodnoceni vysledki: Vysledky byly hodnoceny
statisticky pomoci Studentova t-testu. Na obrazcich jsou
znazornény primérné hodnoty souborii s p < 0,01.

Vysledky

Kultivaci BFU-E z periferni krve jsme provedli u 35
nemocnych s diagnbézou polycytemie vera (PV*) a 17
nemocnych s diagnézou sekundarni polyglobulie (SP*)
(tab.1). U 15 nemocnych vedenych pod diagnézou
polycytemie vera (PV1) nebyl pfi kultivaci s EPO 107,
EPO 107 a bez EPO zitén riist kolonii BFU-E. Dalsi
laboratorni a klinickou analyzou bylo zji¥t€no, Ze se ne-
jedna o polycytemii vera. Hladina EPO v séru ne-
mocnych byla hrani¢n& nad normou aZ zvySena (18,5 aZ
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Tabulka 1

Zmény pottu Kolonii BFU-E a CFU-GM u nemocnych s polycytemii vera a sekunddrni polyglobulii

Periferni krev
Diagnéza CFU-GM BFU-E
Kolonie| Shluky| K/K+S |Kolonie|Kolonie|Kolonie|Kolonie
Epo Epo Epo bez
2,5 0,25 (II.OZS1 EPO
U.ml"l| U.m1"1| U.m1”
(pEepodteno na 1.10° bunék)
Polycytemie 3,79 6,29 0,346 35,33 |26,33 22,38 17,30
vera + 3,77|+ 9,54 |+ 0,169]| + 5,88| + 8,46| + 3,00 + 5,00
Polyc.{temie 1,21 1,97 0,351 5,83 0,00 0,00 0,00
vera + 1,79|+ 1,81 |+ 0,165 + 8,55
Sekundarni 1,09 3,53 0,406 9,01 0,00 0,00 0,00
polyglobulie®| + 0,67|+ 2,00 |+ 0,220| + 6,17
SekundArni 5,17 11,62 0,537 24,22 18,78 13,23 14,00
polyglobuliel| + 2,92|+ 11,54|+ 0,163| + 9,64| + 4,33| + 0,59 + 4,10
Legenda: vyznamny vzestup poftu shluki a nepomér K/K+S.

Polycytemie vera * (PV*) - vydetfeni nemocni s jiz diagnostikovanou
polycytemii vera

Polycytemie vera ' (PV1) - vySetfovani nemocni s polycytemii vera,
nerostly kolonie BFU-E pfi EPO (10",10%a -EPO)

Sekundémi polyglobulie” (SP*) -
diagnostikovanou sekundarni polyglobulii

vySetfeni nemocni s jiZ

Sekundami polyglobulie' (SP1) - vy$etfovani nemocni se sekundamni
polyglobulii, u kterych rostly kolonie BFU-E pfi EPO (107, 10?a -EPO)

40 mU. ml") (graf 3) . ZvySend hladina EPO v séru
potvrdila diagnézu sekundarni polyglobulie. U jed-
noho nemocného (PV*) bylo pFi vySetfeni zji$téno
vyznamné zvySeni ristu kolonii CFU-GM v periferni
Krvi azdroveii normalni ristova aktivita BFU-E a
normalni hladina EPO v séru (graf 3). Tento kulti-
vaéni nalez potvrdil poéinajici myelofibrézu (tento
nemocny byl diagnosticky veden jako polycytemie
vera jiz 4 roky).

U 7 nemocnych vedenych pod diagnézou sekundarni
polyglobulie (SP1), byly pfi kultivaci s EPO 10", EPO
10? a bez EPO nalezeny kolonie BFU-E z periferni
krve. Hladina EPO v séru byla v mezich normy az hra-
ni¢né sniZzena (diagnoza na zakladé tohoto zjisténi byla
dale sledovana, t. €. jiZ vime, Ze se jedna o polycytemii
vera) (graf 3). U dvou nemocnych (SP1) byla kultiva&né
zjidténa vyznamné zvySena ristova aktivita CFU-GM,

Dile kultivainé byla zji§téna normélni ristovd ak-
tivita BFU-E a normilni hladina EPO v séru
(diagnosticky se potvrdila myelofibroza).

U nemocnych s polycytemii vera (PV*) jsme zjistili
statisticky vyznamné zvySeni po¢tu kolonii BFU-E
v periferni krvi ve srovnani s kontrolni skupinou
zdravych darci, ristova aktivita BFU-E byla také
zjisténa pii kultivacich s EPO 10", EPO 10?a bez EPO.
Pokles koncentrace EPO v kultivatnim médiu nemél
vliv na poéet klonii BFU-E in vitro (graf 2). Zaroven
jsme zjistili, Ze zvySeni poltu kolonii BFU-E
a CFU-GM miZeme najit u nemocnych se zvySenou
proliferaéni aktivitou patologického klonu BFU-E
u polycytemie vera. Nemocni s diagnézou sekundarni
polyglobulie neméli ristovou aktivitu kolonii BFU-E
nezavislych na EPO (graf 2). Pfi kultivaci CFU-GM
z periferni krve jsme zjistili statisticky vyznamné roz-
dily ristu ve srovniani s kontrolni skupinou u ne-
mocnych s polycytemii vera (graf 1). Rist kolonii
CFU-GM u nemocnych se sekundarni polyglobulii byl
v mezich normy (graf 1). U nemocnych s myelofibrézou
jsme zazanamenali kultivaéni nalez v periferni krvi ty-
picky pro toto onemocnéni.
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Diskuse

U nemocnych s polycytemii vera dochazi k zvySené
proliferaci prekurzori, a to nejen pro ¢ervenou fadu, ale
také pro granulocytirni a megakaryocytdrni fadu. Pfi
kultivaci BFU-E z kostni dfené a periferni krve dochézi
k tvofeni kolonii i za nepfitomnosti erytropoetinu.

Podle dosavadnich znalosti je polycytemie vera
monoklondlni porucha unipotentni (progenitorové
buiiky), kterd je determinovana pro erytroidni fadu (2,
5, 16). Zatim se stdle je3t¢ diskutuje o otazce vyskytu
jak normdlnich bung¢k BFU-E, tak bunék nezavislych
na EPO u nemocnych s polycytemii vera.

MnoZstvi BFU-E nezivislych na EPO koreluje s kli-
nickym stavem nemocného. DilleZitym ukazatelem to-
hoto stavu je také hladina EPO v séru. V soutasné
dobé, ale stile nevime pro, dochazi u nékterych ne-
mocnych k poruse diferenciace a maturace pfedeviim
bunék granulocytarni fady. Pravdépodobng je to spoje-
no s prohlubujici se klonalni poruchou. U téchto ne-
mocnych byl zaznamendn vyznamné &ast&jsi pfechod
v myelofibrézu (1, 5, 20).

V nasich kultivaénich vySetfenich jsme potvrdili, Ze
u nemocnych s polycytemii vera dochdzi k vyznam-
nému vzestupu poltu kolonii BFU-E bez EPO jak
v kostni dfeni, tak i v periferni krvi. Pfi sniZovani kon-
centrace Epo (10", 10?) jsme také zaznamenali riisto-
vou aktivitu BFU-E a polet kolonii se vyznamné
neménil. Zisadné jiny kultivacni ndlez byl u ne-
mocnych s diagndézou sekundirni polyglobulie, kde
jsme kolonie BFU-E nezivislé na Epo nenalezli. Nepo-
dafilo se nam prokazat statisticky vyznamny rist CFU-
GM i kdyZ podle n&kterych autorii by se tento nalez mél
dopliiovat se zvy3enou ristovou aktivitou BFU-E.
Zajimavy kultivaéni nalez jsme dostali u nemocnych,
kde vyznamné zvy3eni ristové aktivity CFU-GM v pe-
riferni  krvi vedlo k dal§imu diagnostickému
vySetfovani a vysledkem bylo zji$téni, Ze se jedna
o potinajici myelofibrézu. Je otdzkou, jestli u tohoto ne-
mocného se jiZ primarné nejednalo o polycytemii vera.
Kultivace BFU-E miZe i podle naSich zku3enosti
vyznamné doplnit soubor vySetfeni pfedeviim v dife-
rencidlné diagnostickém postupu u nemocnych s poly-
cytemii vera a sekundarni polyglobulii.

Zavér

1. Zavedli jsme metodu kultivace BFU-E z kostni dfené
a periferni krve u nemocnych s polycytemii vera
a sekundarni polyglobulii.

2. Provedli jsme kultivaci BFU-E z periferni krve
u20 zdravych darcii, primérny polet kolonii je
12,80 + 9,14,

3. U nemocnych s polycytemii vera jsme zjistili
kultivaéné statisticky vyznamné zvy$eny rist kolonii
BFU-E v periferni krvi pfi Epo 2,5 U.ml” (in vitro)
p<0,01. Kultivaln jsme zaznamenali také rist
kolonii BFU-E nezavislych na Epo.
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4. U nemocnych se sekundarni polyglobulii byla
normdlni ristova aktivita BFU-E v periferni krvi,
nebyly nalezeny kolonie BFU-E bez pfitomnosti
Epo.

5. U dvou nemocnych jsme zaznamenali kultiva¢ni
nalez charakteristicky pro myelofibrézu.

Souhrn

Ve tieti ¢asti prace se autofi soustfed’uji pfedeviim
na hodnoceni nalezii kultur z periferni krve u pacienti
s polycytemii vera z hlediska hemopoetickych bunék.

Stru¢né popisuji proces prekurzori polycytemie vera
a jejich mozny vliv na rist kolonii in vitro.. U 35 pa-
cienti s polycytemii vera byla provedena kultivace
CFU-GH a BFU-E z periferni krve. Vyvoj zmén na
urovni hemopoetickych bungk byl usp&$né potvrzen
u 80 % pacienti.

Autofi chtéji vyuZivat kultivaci CFU-GM a BFU-E
z periferni krve pro hodnoceni erytrocytézy z hlediska
diferencidlni diagnostiky polycytemie vera a se-
kundarnich polycytemii.
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