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3. Polycythaemía vera

Polycytemie vera (erytremie, Vaquezova-Oslerova
choroba, polycythaemia rubra vera) představuje one-
mocnění, které Zařazujeme do Skupiny chronických
myeloproliferativních Onemocnění. Jedná Se o progre-
sivní onemocnění klonálního původu charakterizované
primárně Zvýšenou erytropoézou Se Zvýšením počtu čer-
vených krvinek a Zvýšeným objemem cirkulující krve
(l, 3, 9).

V Současné době víme, že u polycytemie vera jde
o bezúčelovou proliferaci hemopoetických kmenových
buněk, která je charakterizována hyperplazíí kostní
dřeně S poruchou erytrocytopoézy, granulocytopoézy
a megakaryocytopoézy (5, 8, 15).

Toto myeloproliferativni onemocnění je dále charak-
terizováno generalizovanými hyperplastickými Změna-
mi také erytrocytů, granulocytů a trombocytů v peri-
ferní krvi (2). Na patogenezi tohoto onemocnění Se
uplatňují humorální Stimulátory proliferace (obr. l).
Zvýšení erytropoézy není podmíněno Zvýšenou hladi-
nou erytropoetinu (EPO) (10, ll). Erytropoetin, který
byl kdysi považován Za možného kandidáta, Stimuláto-
rem rozhodně není (20, 22). V Současné době se
uvažuje o Skupině myelostimulačních faktorů, které Se
uplatňují v patologické proliferaci kmenových buněk,
které jsou klonálně poškozeny (14). U nemocných
S polycytemií vera můžeme Zachytit jak normální klon
erytroidních progenitorových buněk, tak také abnor-
mální klon, který vytváří erytroidní kolonie (7 ) in vitro
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bez přítomnosti erytropoetinu (4, 12, 16, 17, 21).
U polycytemie vera i ve fázi remise nedochází k obnově
normálních buněk v cirkulaci (13). Klonální podstata
a abnorınální odpověď postižených buněk na erytropoe-
tin ukazuje na další souvislost, a to na úrovni receptorů
(19).

Průběh tohoto onemocnění můžeme rozdělit do tří
období, která jsou závislá na proliferaci patologického
klonu. V prvním období dochází k postupnému vzestu-
pu počtu červených krvinek, proliferace patologického
klonu je omezená. Druhe' období je erytremické, u ne-
mocných dochází k proliferaci patologického klonu,
zvyšuje se počet červených krvinek a objem cirkulující
krve. Hypervolemie a hyperviskozita vedou k oběhovým
poruchám, stázi a také často k trombóze. V třetím
období dochází k přechodu v myelofıbrózu s leukoery-
troblastickou ane'mií nebo chronickou myeloidní leuke-
mii (6, 18).

Soubor nemocných a metodika

Od ledna 1992 do Srpna 1993 jsme na katedře radio-
biologie vyšetřili kultivaci CFU-GM a BFU-E z pe-
riferní krve 35 nemocných s diagnózou polycytemie
vera, z toho 19 žen a 16 mužů ve věku od 26 do 52 let
(medián 41,5 roku). 17 nemocných s diagnózou se-
kundární polyglobulie, z toho 10 žen a 7 mužů ve věku
od 32 do 60 let (medián 47,1 roku):

Kontrolní skupinu tvořilo 20 dobrovolných dárců,
u kterých jsme též provedli kultivaci CFU-GM a BFU-E
z periferní krve.

Vyšetřovaným nemocným jsme odebrali 1 ml peri-
ferní krve (venepunkcí). Z odebraného materiálu jsme
provedli Separaci mononukleárních buněk gradientem
na Lymfoprepu (Nyegaard Co. Norway). Počet ja-
derných buněk jsme určovali na počítači krevních ele-
mentů (Coulter Electronics, INC., Hieleah, Florida,
USA).

Pro kultivaci CFU-GM in vitro bylo použito Iscovo
médium (Iscovç s modified Dulbecce’s minimum essen-
tial medium, UHKT Praha, ČR), fetální telecí sérum
(UHKT Praha, ČR), kondiciovane' médium 5637

(obsahujici především GM-CSF, ÜHKT Praha, ČR),
3% L-glutamin (Serva, SRN), antibiotika (penicilin 100
j.ml‘l a streptomycin 100 g.ml", Spofa, ČR), NaHCO3
7,5% (Sevac, ČR). 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 2.10’.ml". Vlastni kulti-
vaci jsme prováděli v termostatu Haereaus (SRN) při
37 °C za 5% C02 po dobu 7 dní. Při odečítání počtu ko-
lonií a shluků jsme provedli fixaci pomocí 2% kyseliny
octove a počítali při 32násobném Zvětšení.

Pro kultivaci BFU-E in vitro byl použit 10% albumin
hovězí deíonizovaný (BSA), hemin, 2-merkaptoetanol
10 mM, 3% L-glutamin, antibiotika (penicilin + strep-
tomycin), kondiciované médium (CM-5637), 7,5%
NaHCO„ erytropoetin (Eprex), fetální telecí Sérum,
jako imobilizační médium byla použita 2,7% metylce-
lulóza v médiu. Jako kultivační inokulum jsme použili
suspenze buněk 106ml". Ke kultivaci byly použity
misky o průměru 30 mm (Falcon). Vlastní kultivaci
jsme prováděli v termostatu Haeraus při teplotě 37 °C,
za 5% C02 a 5% 02 po dobu 14 dnů. Kolonie byly
odečítány při 32násobném zvětšení.

Základní koncentrace erytropoetinu v kultivačním
me'diu byla 2,5 U.ml". Další ředění 0,25 U.ml"... 0,025
U.ml"...bez EPO.

Hodnocení:
- Normální hodnoty počtu kolonií CFU-GM v periferní
krvi < 0,5 až 5 > přepočteno na 1. 10s buněk.
- Normální hodnoty počtu kolonií BFU-E v periferní
krvi < 5 až 10 > přepočteno na l. 10s buněk.

Erytropoetin: Hladinu erytropoetinu v se'ru jsme Stano-
vovali metodou RIA (radioimmunoassay) EPO Tarc 125I
podle standardního protokolu (Incstar Corp. Stillwater,
Minnesota, USA). Kontrolní skupinu tvořilo 15 dárců,
u kterých byla vyšetřena plazmatická hladina EPO.
Normální hodnoty byly v rozmezí 10-15 mU.ml'ı (podle
protokolu byly normální hodnoty 15,7 mU.ml"). Statis-
tické hodnocení výsledků: Výsledky byly hodnoceny
statisticky pomocí Studentova t-testu. Na obrázcích jsou
znázorněny průměrné hodnoty souborů s p < 0,01.

Výsledky

Kultivaci BFU-E Z periferní krve jsme provedli u 35
nemocných s diagnózou polycytemie vera (PV*) a 17
nemocných S diagnózou sekundární polyglobulie (SP*)
(tab. l). U 15 nemocných vedených pod diagnózou
polycytemie vera (PVl) nebyl při kultivaci s EPO 10",
EPO 10'2 a bez EPO Zjištěn růst kolonií BFU-E. Další
laboratorní a klinickou analýzou bylo zjištěno, že se ne-
jedná o polycytemii vera. Hladina EPO v séru ne-
mocných byla hraničně nad normou až zvýšená (18,5 až
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Tabulka l

Změny počtu kolonií BFU-E a CFU-GM u nemocných s polycytemií vera a sekundární polyglobulií

Diagnóza

Periferní krev

CPU-GM BFU-E

Kolonie Shluky K/K+S Kolonie
Epo
2.5
U.m1'1

Kolonie
Epo
0 , 25
U.m1'1

Kolonie
Epo
0,025
U.ml"1

Kolonie
bez
EPO

(přepočteno na 1.105 bnnčk)

Polycytemie
vera

6,29
+ 9,54

0,346
+ 0,169

35,33
+ 5,88

26,33
+ 8,46

22,38
+ 3,00

Polycytcmìc
vera

1,97
+ 1,51

0.351
+ 0,165

5.83
+ 8,55

0,00 0,00

Sekundární
polyglobulie'

3,53
+ 2,00

0,406
+ 0,220

9.01
+ 6,17

0,00 0.00 0,00

Sekundární
polyglobulie1

11.62
+ 11,54

0.537
+ 0,163

24,22
+ 9,64

18,78
+ 4,33

13,23
+ 0,59

14,00
+ 4,10

Legenda:

Polycytemie vera ' (PV*) - vyšetření nemocní S již diagnostikovanou
polycytemií vera

Polycytemie vera l (PVl) - vyšetřování nemocní S polycytemií vera,
nerostly kolonie BFU-E při EPO (IOˇ',10`2 a -EPO)
Sekundární polyglobulie' (SP*) -
diagnostikovanou Sekundární polyglobulií

vyšetření nemocní S již

Sekundární polyglobulieı (SP1) - vyšetřování nemocní Se Sekundární
polyglobulií, u kterých rostly kolonie BFU-E při EPO (10", 10'z a —EPO)

40 mU. ml“) (graf 3) . Zvýšená hladina EPO v séru
potvrdila diagnózu sekundární polyglobulie. U jed-
noho nemocného (PV*) bylo při vyšetření zjištěno
významné zvýšení růstu kolonií CFU-GM v periferní
krvi azároveň normální růstová aktivita BFU-E a
normální hladina EPO v séru (graf 3). Tento kulti-
vační nález potvrdil počínající myelofibrózu (tento
nemocný byl diagnosticky veden jako polycytemie
vera již 4 roky).

U 7 nemocných vedených pod diagnózou sekundární
polyglobulie (SP1), byly při kultivaci S EPO 10'l , EPO
10°2 a bez EPO nalezeny kolonie BFU-E Z periferní
krve. Hladina EPO v séru byla v mezích normy až hra-
ničně Snížená (diagnóza na Základě tohoto Zjištění byla
dále sledována, t. č. již víme, že se jedná o polycytemií
vera) (graf 3). U dvou nemocných (SP1) byla kultivačnč
zjištěna významně zvýšená růstová aktivita CFU-GM,

významný vzestup počtu shluků a nepoměr K/K+S.
Dále kultivačnč byla zjištěna normální růstová ak-
tivita BFU-E a normální hladina EPO v séru
(diagnosticky se potvrdila myelofibróza).

U nemocných S polycytemií vera (PV*) jsme zjistili
statisticky významné zvýšení počtu kolonií BFU-E
v periferní krvi ve Srovnání S kontrolní Skupinou
Zdravých dárců, růstová aktivita BFU-E byla také
zjištěna při kultivacich S EPO 10“, EPO 10'2 a bez EPO.
Pokles koncentrace EPO v kultivačním médiu neměl
vliv na počet klonií BFU-E in vitro (graf 2). Zároveň
jsme zjistili, že zvýšení počtu kolonií BFU-E
a CFU—GM můžeme najít u nemocných Se zvýšenou
proliferační aktivitou patologického klonu BFU-E
u polycytemie vera. Nemocní s diagnózou sekundární
polyglobulie neměli růstovou aktivitu kolonií BFU-E
nezávislých na EPO (graf 2). Při kultivaci CFU-GM
z periferní krve jsme zjistili statisticky významné roz-
díly růstu ve srovnání S kontrolní Skupinou u ne-
mocných s polycytemií vera (graf 1). Růst kolonií
CFU-GM u nemocných se sekundární polyglobulií byl
v mezích normy (graf 1). U nemocných S myelofıbrózou
jsme Zazanamenali kultivační nález v periferní krvi ty-
pický pro toto onemocnění.



28 A VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉıLISTY ROČNÍK LXIII, 1994, č. 1-2

BFU-E Ct CPU-'GM
u polycytemie vera a sek.polyglobulle

blou-

w .-

Diagnose

-ova-cu Œ ıru-z

Graf 1

BFU-E a erytropoetin
( in vitro )

Diagnose:

_ urn-Ito» u)
yin-nope one)

a Dru-Mono ou)
Irv-x t- no)

Graf 2

Hladina EPO v séru
polycytemia vera a sek.po|yg|obu|ie

mU/ml

Kontrola PV- I PV1 ar- am

_ RIA-590

Graf 3

Diskuse

U nemocných S polycytemií vera dochází k zvýšené
proliferaci prekurzorů, a to nejen pro červenou řadu, ale
také pro granulocytámí a megakaryocytámí řadu. Při
kultivaci BFU-E Z kostní dřeně a periferní krve dochází
k tvoření kolonií i Za nepřítomnosti erytropoetinu.

Podle dosavadních znalostí je polycytemie vera
monoklonální porucha unipotentní (progenitorové
buňky), která je determinovaná pro erytroidní řadu (2,
5, 16). Zatim se Stále ještě diskutuje o otázce výskytu
jak normálních buněk BFU-E, tak buněk nezávislých
na EPO u nemocných S polycytemií vera.

Množství BFU-E nezávislých na EPO koreluje s kli-
nickým Stavem nemocného. Důležitým ukazatelem to-
hoto Stavu je take' hladina EPO v Se'ru. V Současné
době, ale stále nevíme proč, dochází u některých ne-
mocných k poruše diferenciace a maturace především
buněk granulocytámí řady. Pravděpodobně je to Spoje-
no s prohlubující se klonální poruchou. U těchto ne-
mocných byl zaznamenán významně častější přechod
v myelofibrózu (l, 5, 20).

V našich kultivačních vyšetřeních jsme potvrdili, že
u nemocných s polycytemií vera dochází k význam-
němu vzestupu počtu kolonií BFU-E bez EPO jak
v kostní dřeni, tak i v periferní krvi. Při Snižování kon-
centrace Epo (10“, 102) jsme také zaznamenali růsto-
vou aktivitu BFU-E a počet kolonií se významně
neměnil. Zásadně jiný kultivační nález byl u ne-
mocných s diagnózou Sekundární polyglobulie, kde
jsme kolonie BFU-E nezávisle' na Epo nenalezli. Nepo-
dařilo Se nám prokázat Statisticky významný růst CFU-
GM i když podle některých autorů by se tento nález měl
doplňovat Se Zvýšenou růstovou aktivitou BFU-E.
Zajímavý kultivační . nález jsme dostali u nemocných,
kde významné zvýšení růstové aktivity CFU-GM v pe-
riferní krvi vedlo k dalšímu diagnostickému
vyšetřování a výsledkem bylo zjištění, že Se jedná
o počínající myelofibrç'izu. Je otázkou, jestli u tohoto ne-
mocného Se již primárně nejednalo o polycytemií vera.
Kultivace BFU-E může i podle našich zkušenosti
významně doplnit soubor vyšetření především v dife-
renciálně diagnostickém postupu u nemocných S poly-
cytemií vera a sekundární polyglobulií.

Závěr

l. Zavedli jsme metodu kultivace BFU-E Z kostní dřeně
a periferní krve u nemocných s polycytemií vera
a Sekundární polyglobulií.

2. Provedli jsme kultivaci BFU-E Z periferní krve
u 20 Zdravých dárců, průměrný počet kolonií je
12,80 ± 9,14.

3. U nemocných S polycytemií vera jsme Zjistili
kultivačně statisticky významně Zvýšený růst kolonií
BFU-E v periferní krvi při Epo 2,5 U.ml'l (in vitro)
p < 0,01. Kultivačně jsme Zaznamenali take' růst
kolonií BFU-E nezávislých na Epo.
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4. U nemocných Se Sekundární polyglobulií byla
normální růstová aktivita BFU-E v periferní krvi,
nebyly nalezeny kolonie BFU-E bez přítomnosti
Epo.

5. U dvou nemocných jsme Zaznamenali kultivaění
nález charakteristický pro myelofibrózu.

Souhrn

Ve třetí části práce Se autoři soustřeďují především
na hodnocení nálezů kultur z periferní krve u pacientů
S polycytemií vera z hlediska hemopoetických buněk.

Stručně popisují proces prekurzorů polycytemie vera
a jejich možný vliv na růst kolonií in vitro.. U 35 pa-
cientů s polycytemií vera byla provedena kultivace
CFU-GH a BFU-E z periferní krve. Vývoj změn na
úrovni hemopoetických buněk byl úspěšně potvrzen
u 80 % pacientů. _

Autoři chtějí využívat kultivaci CFU-GM a BFU-E
Z periferní krve pro hodnocení erytrocytózy Z hlediska
diferenciální diagnostiky polycytemie vera a Se-
kundárních polycytemií.
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