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Do skupiny cytokinid, které maji pfimy vztah
k procesu hematopoézy zahrnujeme kolonie stimu-
lujici faktory, a to pfedeviim faktor oznaCovany
jako SCF (stem cell factor), ktery stimuluje tvorbu
primitivnich kmenovych bun&k, ristovy faktor, ktery
stimuluje tvorbu kolonii neutrofilnich granulocyti
a makrofagih GM-CSF (granulocyte-macrophage colo-
ny stimulating factor), tvorbu kolonii neutrofilnich
granulocyti G-CSF (granulocyte colony stimulating
factor) a tvorbu kolonii makrofigi M-CSF
(macrophage colony stimulating factor). Dale sem

patii skupina interleukini IL-1 azIL-13 (15, 24, 26,
27).

Cytokiny jsou latky, které maji vlastnosti podobné
hormonim. Z pohledu hematologi se o nékterych
cytokinech hovofi jako o hemopoetickych ristovych
faktorech, které reguluji proliferaci, diferenciaci
a maturaci kmenovych bun&k krvetvorby, ale zarovefi
mohou pusobit na funk&ni aktivitu zralych myeloidnich
a lymfoidnich bunék (3, 10, 15, 24).

V procesu krvetvorby se dale uplatiuji kromé
stimula¢nich faktori i inhibitory ristu, které jsou
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s rustovymi faktory ve vzdjemné souhie (5, 15, 25).
Ristové stimulagni i inhibiéni faktory se uplatiiuji jak
v regulaci proliferace, diferenciace a maturace bunéc-
nych populaci, tak i pfi imunitnich reakcich. Mohou
také hrat negativni roli v patologické imunitni reakci

nebo pfi ristu nadorovych bunék solidnich nadori (24).
Zasadnim obratem v mozZnostech vyuziti cytokini

byla pfiprava rekombinantnich ristovych faktoru, které

stimuluji tvorbu kolonii in vitro (GM-CSF, G-CSF,

M-CSF, erytropoetin). Komerén¢ se zatim pro klinic-

kou aplikaci vyrabi G-CSF (Neupogen), GM-CSF

(Leucomax), rhEPO (Eprex). Z interleukini pfedeviim

IL-2, IL-3, ktery zatim nebyl v naSich podminkach

klinicky vyzkousen (11, 15, 24).

Ristové hematopoetické faktory byly zatim s uspé-
chem pouzity tam, kde:

- byla chemoterapii navozena neutropenie, jedna se
pfedeviim o nemocné s AML, CML, ALL, Hairy cell
leukemia (lukémie z vlasatych bunék) a MDS
(pfedevéim RAEB - refrakterni anémie s excesem
blastu )

- byla chemoterapii a zifenim navozena neutropenie
unemocnych s malignim lymfomem, ale také
u nékterych solidnich nadori, které jsou citlivé na
chemoterapii (napf. karcinom plic, karcinom tlustého
stfeva atd.)

- byla chemoterapii a zifenim navozena neutropenie
adalsi léba nemocného je realizovdna autologni
nebo alogenni transplantaci kostni dfené.

V souCasné dobé se ukazuje, Ze z velké skupiny jiz
znamych ristovych hematopoetickych faktort je nejvice
prostudovano klinické vyuZiti rekombinantniho lidské-
ho GM-CSF, G-CSF, IL-3 a erytropoetinu (EPO).
Pfimy vztah k reparaci a nasledné obnové kmenovych
bunék krvetvorby maji multipotentni ristové faktory
GM-CSF a IL-3 a unipotentni rustovy faktor G-CSF.

Soubor nemocnych

V obdobi od listopadu 1991 do bfezna 1994 jsme
hemopoetickymi ristovymi faktory G-CSF a GM-CSF
I€Cili 65 nemocnych. Nemocni byli hospitalizovéani
na IL. interni klinice FN a détské klinice FN v Hradci
Kralové (tab. 1, 2).

U wvdech nemocnych jsme provadéli kultivaci
progenitorovych bunék CFU-GEMM, CFU-GM,
BFU-E a monoklondlni fenotypizaci antigenu CD34
zperiferni krve. Vysetfovani jsme provadéli pied
zahdjenim podavani hemopoetického riistového faktoru,
24 hodin po ukonceni podavani a nasledné 5. a 10. den
od ukon&eni podavani.

Vysetfovanym nemocnym, u kterych jsme provadéli
kultivaci  progenitorovych  bungk (CFU-GEMM,
CFU-GM a BFU-E), jsme odebrali 3 ml periferni krve
(venepunkci). Z odebraného materidlu jsme provedli
separaci mononukledrnich bun&k gradientem na
Lymfoprepu (Nyegaard Co., Norway). Pocet jadernych

bunék jsme urcovali na pocitati krevnich elementi
(Coulter Electronics, INC., Hieleah, Florida-USA).

Tabulka 1
Soubor nemocnych
Celkovy poet G-CSF  (Neupogen) - 36 (M - 16, Z - 20)
nemocnych: GM-CSF  (Leucomax) -29(M-19,Z-10)
Primémy vek G-CSF 26 + 19,30
(roky): GM-CSF 38+ 11,50
Priméma davka: 5. C.
G-CSF - 6,8 3,26 ng . kg"
GM-CSF - 7,7+3,37 pg . kg
Primé&ma délka 5. C.
podéni (dny): G-CSF 2 7.6 +3,20
GM-CSF - 8,9+217
Tabulka 2

Piehled terapeutického pouziti hemopoetickych
rastovych faktoru

Diagnéza Hemopoeticky ristovy faktor
G-CSF . GM-CSF
ALL 16 0
AML 7 8
M. Hodgkin 10 8
Solidni tumory 3 13

Pro kultivaci CFU-GEMM in vitro byl pouZit
albumin hovézi deionizovany (BSA) 10% (UHKT
Praha), hemin 10 nM, 2-merkaptoetanol 10 nM,
L-glutamin 3% (Serva, SRN), antibiotika (penicilin
100 j.ml" a streptomycin 100 g.ml', Spofa, CR),
NaHCO, 7.5% (Sevac, CR), kondiciované médium
5637 (obsahujici pfedevéim GM-CSF, UHKT Praha).
erytropoetin Eprex 4000 (Cilag, Svycarsko), Interleukin
3 (Genzyme, USA), FTS (fetdlni teleci sérum),
metylceluléza 2,7%. Jako kultivaéni inokulum jsme
pouzili suspenze bung¢k 10°ml’'. Ke kultivaci byly
pouzity misky o pruméru 30 mm (Falcon). Vlastni
kultivaci jsme provadéli v termostatu Haereus (SRN)
pfi teplot¢ 37 °C, za 5% CO,a 5% O, po dobu 18 dnu.
Kolonie byly odetitany pfi 32nisobném zvétseni.

Pro kultivaci CFU-GM in vitro bylo pouZito Iscovo
médium (Iscove s modified Dulbecce s minimum
essential medium, UHKT Praha), FTS, kondiciované
médium 5637 (UHKT Praha), 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
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byly pouzity misky o priméru 30 mm (Falcon,
Svycarsko). Jako kultiva¢ni inokulum jsme pouivali
suspenze bungk 2.10°.ml'. Vlastni kultivaci jsme
provadéli v termostatu Haereus (SRN) pii 37 °C za
5% CO, po dobu 7 dni. Pfi odetitdni pottu kolonii
ashlukii jsme provedli fixaci pomoci 2% kyseliny
octové a pocitali pti 32ndsobném zvétseni.

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 5637, 7,5% NaHCO,,
erytropoetin Eprex 4000, fetalni teleci sérum, jako
imobiliza¢ni médium byla pouZita 2, 7% metylceluldza
v médiu. Jako kultiva¢ni inokulum jsme pouZili
suspenze bungk 10°ml'. Ke kultivaci byly pouzZity
misky o priméru 30 mm (Falcon). Vlastni kultivaci
jsme provadéli v termostatu Haereus pfi teploté 37 °C,
za 5% CO, a 5% O, po dobu 14 dni. Kolonie byly
odeitany pfi 32ndsobném zvétseni.

Hodnoceni:

- Normalni poget kolonii CFU-GEMM v periferni krvi:
je vice nez 0,5 v pfepotu na 1.10° mononuklearnich
bunék. b

- Normalni pocet kolonii CFU-GM v periferni krvi: 0,5
az 5 pfepoéteno na 1.10° mononukledrnich bungk.

- Normalni po¢et kolonii BFU-E v periferni krvi: 5 aZ
10 pfepoéteno na 1.10°mononuklearnich bunék.

Monoklondlni fenotypizaci bunék CD34 jsme
provadéli z periferni krve. Na vySetfeni jsme odebrali

4 ml periferni krve a 20 pl heparinu (25 j.ml").

Separaci mononukledrnich bunék provadime pomoci

gradientu na Lymfoprepu (Nyegaard Co., Norway).

Oddeélené lymfocyty dame do zkumavky s 1 ml fyzio-

logického roztoku a doplnime do plného objemu dalgim

fyziologickym roztokem. Promichdme a centrifugujeme
pfi 1000 otaCkach 9 minut. Tento postup opakujeme
jeSté¢ jednou. Potom supernatant slejeme, buné&ny
sediment proklepeme, ptiddime 1 ml fyziologického
roztoku a spolitime buikky. Opét centrifugujeme,
supernatant slejeme a k sedimentu pfidime tolik
fyziologického roztoku, aby v 1 ml bylo 1.10” bungk

(0,5.10°50 pl) na jamku. Do jamek mikrodesticky

nakapeme 20 pl zname protilatky (CD34) a piidame

50 pl bun&iné suspenze, kritce protfepeme a uloZime

na 30 minut do lednice. Po ukongeni inkubace kratce

protfepeme na tfepaéce a piidame 175 pl fyziologic-
kého roztoku, centrifugujeme pifi 1200 otackach pii
+4 °C asi 7 minut. Po skon¢eni supernatant vyklepeme,
proticpeme, znovu pfidime 175 pl fyziologického
roztoku a centrifugujeme. Po druhém promyti pfidime
konjugat (antimy$i imunoglobulin SwaM/FITC) 20 ul.
Inkubujeme v lednici pii +4 °C asi 30 minut. Opét
provadime opakovang promyvani, Po promyti protfepe-
me sediment a naneseme po 20 pl na podlozni skli¢ko,
opatrné piekryjeme krycim skli¢kem a uloZime do vlh-
ké komirky. Hodnoceni provadime ve fluorescenénim
mikroskopu (CUE-2, Olympus). Normalni hodnoty
zastoupeni CD34 v periferni krvi jsou 3-5%.

“Vysledky

Nemocnym s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL)
jsme podavali hemopoeticky ristovy faktor G-CSF
(Neupogen). Celkové jsme podavali tento faktor u Sest-
nicti nemocnych v obdobi iatrogenni neutropenie
po cytostatické 16¢b& (tab. 2, 3). Statisticky vyznamny
vzestup ve srovnani pied zahijenim podavani G-CSF
jsme zaznamenali u progenitorvych bunék CFU-GM
a bun¢k CD34 jiz 24 hodin po ukonceni s. c. poddvani
neupogenu (tab. 3, graf 1, 5a). Normalizace poltu
progenitorovych bunék a buné¢k CD34 v periferni krvi
byla ukonena po 5. dnu. Dalsi vzestup pottu CD34
pozitivnich bungk v periferni krvi az do 10. dne
pfikliddme jak reparaci hematopoézy, tak moiné
mobilizaci téchto bun¢k 2z margindlniho poolu.
Vyznamny efekt G-CSF na CFU-GEMM jsme
jednoznatné neprokazali (graf 1). Vzestup poltu
BFU-E byl ukonten 10. den. Dalsi vzestup poltu
kolonii BFU-E jsme jiZ nezaznamenali. V souCasné
dobé nevime, jestli sledovany vzestup poctu kolonii
BFU-E byl vysledkem uéinku G-CSF, nebo disledkem
reparace hematopoézy.

U akutni myeloidni leukémie (AML) jsme podavali
s. c. G-CSF (Neupogen) 7 nemocnym a GM-CSF
(Leucomax) 8 nemocnym v obdobi iatrogenni
neutropenie a protokolu intenzifikace cytostatické 1€Cby
(tab. 2, 3). U nemocnych, kterym byl podavan G-CSF,
jsme zaznamenali statisticky vyznamny vzestup poctu
progenitorovych bunék CFU-GM a bunék CD34 ve
srovndni s jejich poltem pied zahdjenim podivani
tohoto rlistového faktoru jiz 24 hodin po ukonleni
podavani neupogenu (tab. 4, graf 2a, 5a). Dile jsme
v8ak pozorovali pokles progenitorvych bunék a bunck
CD34 jiz 5. a 10. den a postupnou normalizaci jejich
poftu v periferni krvi (graf 2a, 5a). Poddvanim
GM-CSF dochazelo k postupnému zvySovani poctu
progenitorovych bung¢k CFU-GM, BFU-E a bunék
CD34, které pfetrvavalo je$t¢ 10. den po ukonleni
podavani leucomaxu (graf 2b, 5b). Z uvedenych
vysledkd je patrné, Ze efekt neupogenu je nejvétsi
pfedev§im 24 hodin po ukonéeni jeho podivani, kdezto
efekt leucomaxu je postupny s maximem okolo 10. dne
po ukonéeni jeho podavani. Pro iatrogenni neutropenii
jsme neprokazali jednoznaéné lepsi terapeuticky efekt
neupogenu nebo leucomaxu v nami pouZivaném
davkovém rozmezi (tab. 1).

Neupogen jsme podavali u 10 nemocnych s Hodgki-
novym lymfomem a leucomax u 8 nemocnych v obdobi
iatrogenni neutropenie po cytostatické 1€¢be (tab. 2, 5).
Statisticky vyznamny vzestup po¢tu progenitorovych
buné¢k CFU-GM a bunék CD34 ve srovnani pied
poddnim téchto rustovych faktori jsme zaznamenali
24 hodin a 5. den po ukonleni poddvdni G-CSF a
GM-CSF (tab. 5, graf 3a, 3b, 5a, 5b). Normalizace
poétu progenitorovych bungk a bunék CD34 v periferni
krvi byla zji$téna jiZ 5. den po ukonleni poddvani
rustovych faktori (graf 3a, 3b, 5a, 5b). Neprokazali
jsme vyznamny efekt G-CSF a GM-CSF na
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Akutni lymfatick4 leukémie

G-CSF (Neupogen)

Tabulka 3

Kultivace progenitorovych bunék z perifemi krve

CFU-GEMM

CFU-GM

l

BFU-E

Kolonie (x.10* jademych bungk)

pied

5. den

10. den

pred

po

5. den

10. den

pred

5. den

10. den

(**%)

(**x*)

0,00

0,06

0,11

0,19

0,07

1,93

2,07

3,01

2,78

9,03

+0,02

+0,03

+0,07

+0,07

+0,34

+0,12

+1,22

+ 1,00

+4,15

CD34 - periferni krev
(%)

pred

5. den

10. den

(t‘i)

(**xx)

0,06

1,07

6.45

9,21

+0,02

+0,14

+0,92

+1;17

(***) - p < 0,001

CFU-GEMM (graf 3a, 3b). Také jsme neprokazali roz-
dilny terapeuticky efekt neupogenu nebo leucomaxu.

Leucomax jsme podavali u 13 nemocnych a neupo-
gen u 3 nemocnych se solidnim tumorem v obdobi
iatrogenni neutropenie po cytostatické 1€¢bé (tab. 2. 6).
Statisticky vyznamny vzestup poétu progenitorovych
bun¢k CFU-GM a bunék CD34 ve srovnani pied
zahajenim podavani rustovych faktori jsme zazname-
nali 24 hodin a 5. den po ukon¢eni podavani G-CSF
a GM-CSF (tab. 6. graf 4a. 4b, 5a. 5b). U leucomaxu
jsme pozorovali také statisticky vyznamny vzestup
progenitorovych bun¢k BFU-E. a to 5. den po ukonceni
podavani tohoto rustového faktoru (graf 4b). Dalsi
vzestup poCtu kolonii BFU-E jsme jiz nepozorovali.
Z uvedenych vysledku vsak nemuZeme jednoznacné
fici, zda tento vzestup po¢tu BFU-E byl dan nastupujici
reparaci hematopoézy, nebo v dusledku pusobeni
GM-CSF. U G-CSF a GM-CSF jsme neprokazali
vyznamny efekt na CFU-GEMM (graf 4a. 4b).

Nékteré nejasné vysledky ziskané pfi kultivaci
progenitorovych bunék (pfedevéim BFU-E) a monoklo-
nalni fenotypizaci povrchového antigenu CD34 u ne-
mocnych s ALL, AML, morbus Hodgkin a solidnimi
tumory nas opraviuji k diskusi. zda G-CSF a GM-CSF
u néktervch onemocnéni (pfedev§im morbus Hodgkin
asolidni tumory) nepusobi také na erytropoézu.
Pti dalsi analyze jsme vSak neprokazali statisticky
vyznamny vzestup pottu kolonii BFU-E v periferni
krvi 20. a 30. den po ukonceni poddvani rustového
faktoru.

Graf'l

Graf 2a

H

Kolonle (x 100000 jadernych bunék)
O = N W A 0 & N ® ©

Kolonie (x 100000 jadernych bundk)
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Akutni myeloidni leukémie

G-CSF (Neupogen)

Tabulka 4

(#%%) - p < 0,001

Kolonie (x 100000 jadernych bunék)

Kultivace progenitorovych bun&k z perifemi krve
CFU-GEMM CFU-GM ] BFU-E
Kolonie (x.10° jadenych bunék)
pred po 5. den 10. den pred po 5. den 10. den pred po 5. den 10. den
(**x)
0,00 0,01 0,14 0,16 0.21 4,11 0,56 0,87 2,55 532 2,90 1,93
+ 0,01 + 0,09 +0,07 + 0,09 +0,14 +0,12 + 0,22 + 1,02 ) 1 | + 0,45 £ 0,15
GM-CSF (Leucomax)
CFU-GEMM CFU-GM BFU-E
(% *x%)
0,00 0,03 0,30 0,40 0,10 0,60 1.40 2,10 2,00 6,00 7,50 5,00
£ 0,01 * U.iS +0,20 + 0,05 +0,30 +0,30 +0,20 + 1,00 + 1,60 + 2,00 = 0,60
G-CSF (Neupogen)
CD34 - periferni krev
(%)
pred po S.den 10. den
(**%)
0.00 6,27 3.34 1,37
+2,04 + 1,44 +0,56
GM-CSF (Leucomax)
(x*x=x) (**%=%) (**x)
0,00 3,20 6,70 10,05
+ 1,00 + 1,60 + 1,70

Graf 2b

Graf 3a

Kolonle (x 100000 jadernych bunék)
-

G-CSF

M. Hodgkln]
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Tabulka 5
M. Hodgkin
G-CSF (Neupogen)
Kultivace progenitorovych bungk z perifemi krve
CFU-GEMM CFU-GM ] BFU-E
Kolonie (x.10° jademych bunék)
pied po 5. den 10. den pied po 5. den 10. den pred po 5. den 10. den
(**=) (®=*xx)
0,00 0,09 0,17 0,29 0,01 4,98 7,07 3,01 1,08 4,11 522 7,03
+ 0,07 + 0,09 +0,11 +0,01 +1,13 +4,12 +0,20 + 0,66 +0,45 + 3,05 + 1,15
GM-CSF (Leucomax)
CFU- GEMM CFU-GM BFU-E
( * * % ) ( * ok % )
0,00 0,17 0,31 0,39 0,05 7.06 9,11 332 2,00 6,16 8,09 9,55
+0,08 + 0,20 +0,17 + 0,02 +277 + 2,45 +(0,78 + 1,07 + 3,01 + 3,18 +3,15
G-CSF (Neupogen)
CD34 - perifemni krev
(%)
pied po 5. den 10. den
(**xx*) (*x*%x)
0,06 3,00 6,05 4,01
+ 0,02 + 0,54 + 1,12 + 1,67
GM-CSF (Leucomax)
(*x*x=) (**%x)
0,00 7.11 4,05 3,01
+2,14 =1,10 + 0,87
(***) - p < 0.001
== [
Solidni tumory
G-CSF

Graf 3b

Kolonie (x 100000 jadernych bundk)
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Graf 4a
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Tabulka 6
Solidni tumory
G-CSF (Neupogen)
Kultivace progenitorovych bungk z periferni krve
CFU-GEMM CFU-GM BFU-E
Kolonie (x.10° jadernych bunék)
pred po S.den 10. den pred po 5.den 10. den pred po 5.den 10. den
( * ¥ % ) ( * ¥ % )
0,10 0,21 0,27 0,59 0,30 6,28 9,13 4,01 3.18 5,11 5,07 5.03
+ 0,06 +0,10 +0,19 + 0,26 + 0,10 +2,43 +2,12 + 1,02 +0,26 + 0,55 + 3,35 + 2,85
GM-CSF (Leucomax)
CFU- GEMM CFU-GM BFU-E
( * %k ) ( * k¥ )
0,17 0,37 0,61 0,49 0,22 8,14 8,11 532 2,06 6,06 9,23 9.15
+0,10 +0,18 +0,30 +0,17 +0,15 + 3,27 +2,05 + 0,58 + 1,00 +1,01 + 3,44 + 3,65
G-CSF (Neupogen)
CD34 - perifemi krev
(%)
pred po 5. den 10. den
( * ¥ ¥ )
0,03 8,17 315 2,01
+0,03 +3,17 +0.78 + 0,69
GM-CSF (Leucomax)
(**x) (**% %)
0,00 12,04 9.35 822
+4,74 +3,12 + 3,08
(*#*%) - p < 0,001
Solidni tumory CD 34
GM-CSF G-CSF
g ‘: W ] ] b
i ;
g ’
L]
L]
E s / ; 5
- b 7 J 4 = i - 4
£ 2 / ] 3
§ z BFU-E 2
x 1l CFU-GM T
0¥ — CFU-GEMM 0
pred po s.den

Graf 4b

Graf 5a
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Graf 5b

Diskuse

Existence stimuladtorii a inhibitorii proliferace, dife-
renciace a maturace hemopoetickych bunék byla
piedpokladana jiz pied pul stoletim. Rozvoj technik
kultivace hemopoetickych bunék in vitro a monoklo-
nilni fenotypizace bunék umoZnil bliZ§i poznani
patofyziologie krvetvorby a identifikaci né&kterych
rustovych faktoru (15, 18).

Hemopoetické riistové faktory se i pies kratkou dobu
Jjejich pouzivani v klinické praxi staly pro nékteré
situace nepostradatelnou soudasti 1é¢by.  Vysledky
publikované v dostupné literatuie vyvolaly na§ zajem
oprovéfeni a =zavedeni hemopoetickych rustovych
faktori do lé¢ebného postupu v naSich klinickych
podminkiach. V soucasné dobé nam byly komeréné
dostupné tfi faktory: granulocyte-colony-stimulating
factor, G-CSF (Neupogen, Hoffman la Roche), granu-
locyte-macrophage-colony-stimulating-factor, GM-CSF
(Leucomax, Sandoz/Schering-Plough) a erytropoetin
EPO (Eprex Cilag ).

Nejpouzivanéji jsou hemopoetické ristové faktory
v 1é¢bé dfetiového utlumu po agresivni cytostatické
1éCb¢. Myelotoxicita velmi ¢asto limituje ucinnou
chemoterapii, v dusledku ¢ehoz dochazi bud’ ke snizo-
vani davek cytostatik, nebo k prodlouZeni intervalu
mezi jednotlivymi cykly chemoterapie. Oboji ma za
nasledek nedostate¢nou protinddorovou uginnost 1é¢by
(8, 14, 18).

Pocdteni klinické studie byly zaméfeny na mecha-
nismus pisobeni jak G-CSF, tak GM-CSF (9. 10. 19.
24). U nemocnych bez pfedchozi chemoterapie nastava
vzestup leukocytii jiz druhy den, maximélniho poétu
byvéa dosazeno az 4. dne pfi pravidelné denni aplikaci.
Néstup dpravy po chemoterapii muze byt pozd&jsi.
Vysledné mnozstvi leukocyti zivisi na ddvce
hemopoetického riistového faktoru az do vyCerpani
hemopoetickych bunék v cirkulaénim a marginilnim
poolu. Daldi zvySovani davky hemopoetického
riustového faktoru potom vede jen k vét$im projeviim

jeho toxicity (14, 18). GM-CSF piisobi na vyvojové
mladsi buiiku nez G-CSF. takze po jeho aplikaci
dochazi i ke zmnoZeni eosinofili a monocytu (16, 21).
V periferni krvi i kostni dfeni se zvySuje po jejich
aplikaci pocet pluripotentnich a unipotentnich
kmenovych bunék (7, 12, 14, 17, 22, 23). Do tcto
doby byla provedena fada studii s pouzitim G-CSF
a GM-CSF u malignich lymfomu, pfi terapii nadoru
plic, mocovych cest, mammy, ovaria, kolorektdlniho
karcinomu, myelomu a dalsich (1, 14, 17, 18).

Pouzivani hemopoetickych riistovych faktori vede
u nemocnych po cytostatické 1¢¢bé k vyznamné rych-
lej8i reparaci kostni diené, dopliiovani marginalniho a
cirkula¢niho poolu kmenovych bunék. Pfi monitorovani
nemocnych sledovanych v obdobi po cytostatické lécbé
s hematologickymi malignitami jsme prokazali velmi
dobry efekt rustovych faktori jak na krvetvorbu, tak
také na sniZeni Cetnosti sekundarnich infekénich
komplikaci. V nasi studii jsme vychazeli z doporuova-
nych davkovych schémat pro G-CSF a GM-CSF, ktera
byla dana protokolem pro klinick¢ pouzZiti téchto
rustovych faktort.

Monitorovanim pomoci klonalni kultivace a mono-
klonalni fenotypizace bunék jsme doplnili chybé&jici ¢ast
laboratorniho  ovéfovani  u¢inkii  hemopoetickych
rustovych faktori. Nase vysledky jsou v souladu
s vysledky jinych autori (1, 14). Pfinosem je novy
pohled na u¢inek G-CSF a GM-CSF ve smyslu
ovlivnéni krvetvorby. Pokusili jsme se najit odpovéd” na
nékolik otazek, které souviseji s proliferaci. diferenciaci
a maturaci hemopoetickych bunék. Nepodafilo se ndm
jednoznaéné urcit, ktery z dvojice rustovych faktoru
(G-CSF a GM-CSF) je pro nami sledované nemocnc
vhodné¢jsi. Daldim problémem, ktery je nuino
respektovat, je podstata onemocnéni. a to ve smyslu
klondlni, & neklondlni poruchy. U nemocnych
s klonalni poruchou je aktivita a ucinek rastového
faktoru podstatné¢ jiny nez u nemocnych, ktefi tuto
klondlni poruchu nemaji. Cela fada praci poukazuje
na moznou stimulaci. napfi. leukemického klonu bunék
po podani hemopoetickych rustovych faktoru (2, 4. 6.
13, 20). V nasem souboru nemocnych jsme u jednoho
nemocné¢ho pozorovali po podani G-CSF, Ze doslo
k akceleraci akutni leukémie. Naopak u nemocnych
s neklondlni poruchou krvetvorby dochdzi k daleko
rychlej$i reparaci krvetvorby a nebyl zatim popsan
piipad transformace neklonalni poruchy na klondlni
poruchu po podani ristového faktoru. V soucasné dobé
neni také jednotny nazor na opakované pouZivani
rastovych faktori u nemocnych, kde chceme zachovat
lé¢ebny protokol cytostatické 1é¢by. Zde se jedna
piedeviim o problém ovlivnéni distribuce kmenovych
bunék v cirkulaé¢nim poolu a nasledovnému snizovani
aktivity proliferatniho a maturaéniho poolu kmenovych
bunék v kostni dfeni. ZvySovdni davky ristoveho
faktoru vede paradoxné k prohlubovini leukopenie
a sniZeni cirkulace kmenovych bunék v periferni krvi.
V nasi studii jsme zaznamenali tuto situaci u dvou
nemocnych s akutni myeloidni leukémii (8).
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Hemopoetické rustové faktory a jejich klinické
pouziti znamena v hematologii nesporné krok dopiedu,
ale jak vime podle zku$enosti s jinymi revolu¢nimi
leky, i zde je zapotfebi zvaZovat jejich podavani.
Indikace k podani ristového faktoru ma byt jasna.
K této uvaze nds pfivadi pfedevsim skutecnost, Ze
davky rastovych faktori, které pouzivame, predstavuji
stonasobek az tisicinasobek jejich hladiny v organismu.
Snad nejzavaZznéj$im problémem je to, Ze¢ nevime, jak
objektivné urcit zbytkovou reparatni schopnost orga-
nismu, a tudiZ nevime, do jaké miry byly hemopoetické
rustové faktory uspésné. Pfi monitorovani u¢inku vsak
mizeme zprostfedkované sledovat nastup a kvalitu
reparace. V soucasné dobé jest¢ nedokazeme dobie
postihnout distribuci kmenovych bun€k v organismu,
ale muZeme uréit buiiky, které jsou nositeli proliferaéni
a maturacni aktivity. Pro celkovy pohled na taktiku
1éCby je tento aspekt rozhodujici.

Ze viech téchto dvah je jasné, Ze popis ucinku
rustovych faktori neni lehky, navic kdyz uvazime, 7e
svoji roli zde hraji také inhibi¢ni a modula¢ni faktory
krvetvorby. Pfed ndmi je cela fada nejasnosti a otazek.
Dilezité v3ak je, Ze pomoci ristovych faktori miZzeme
vyznamné zkratit obdobi iatrogenni neutropenie a tim
vyznamné sniZit riziko sekundarnich infekénich
komplikaci. Ddle miZzeme vyznamné urychlit reparaci
cytostatiky a zafenim poskozené kostni dfené, i kdyz
celou fadu dgju, které se pi tom uplatiuji, zatim
nezname nebo je jenom tudime.

Zavér

Indikaci pro pouziti G-CSF a GM-CSF bylo pfedev-
sim obdobi 1atrogenni neutropenie. U sledovanych
nemocnych. které jsme Ié¢ili rustovymi faktory po
chemoterapii, jsme zaznamenali upravu poétu
progenitorovych bun¢k a CD34 pozitivnich bunék
v periferni krvi v pribéhu tydne. neméli v té dobé
zavazné infek¢ni komplikace a mohla byt dodrZena
dal8i cvtostaticka 1é¢ba. U jednoho nemocného s akutni
myeloidni  leukémii jsme po podiani G-CSF
zaznamenali akceleraci zdkladniho onemocnéni. Vime,
Z¢ akutni myeloidni leukémie pfedstavuje prognosticky
z4vazné onemocnéni a induk&ni 1é¢bu velmi &asto
limituje a komplikuje nezidouci délka a tize myelo-
suprese. infekéni komplikace, rezistence leukemickych
bun¢k na chemoterapii a u star§ich nemocnych navic
i zhorSend snasenlivost ze strany ostatnich tkani a
organu, které byvaji ¢asto postiZzeny i jinym zikladnim
onemocnénim. Proto i vzhledem k tomuto nalezu
si myslime, Ze ristové faktory by mély byt pouzivany
1vpripadé zvy$eného rizika aktivace leukemického
klonu. Navic v sou¢asné dobé je znamo, Ze rustové
faktory mohou také vyznamné ovlivnit citlivost
leukemickych bunék na cytostatika. Studie, které
vyuZivaji vlastnosti ristovych faktori ve vhodné
kombinaci s cytostatickou lé¢bou ukazuji, Ze rustové
faktory pusobi navrat klidovych klonogennich

leukemickych bunék do bunéiného cyklu, a poda-li se
nasledné u¢inné cytostatikum, je pak podstatné
(¢inngjsi. Kombinace rustového faktoru a cytostatika
viak vyZaduje optimalni ¢asovou navaznost.

U nemocnych s ALL. morbus Hodgkin a solidnimi
tumory podavanim G-CSF a GM-CSF doslo k vzestupu
leukocytli, vzestup hemoglobinu a trombocyti jsme
neprokazali jako dusledek pfimého u¢inku ristovych
faktord. Monitorovanim poétu progenitorovych bunék
a zastoupeni CD34 pozitivnich bunék v periferni krvi
jsme prokazali vyznamny efekt na proliferaci a matu-
raci hemopoetickych bunék. U nemocnych s ALL jsme
neprokazali po podani rustového faktoru akceleraci
onemocnéni.

U sledovanych nemocnych nam podavani rustového
faktoru umoznilo intenzifikovat cytostatickou Iécbu
u 83 %. Sekundarni komplikace v prib&hu podavani
ristového faktoru jsme zaznamenali pouze u jednoho
nemocného s AML a u dvou nemocnych s ALL.

Reparace krvetvorby po cytostatick¢ 1¢¢b¢ byla
zaznamenama jiz 5. den podavani ristového faktoru
u 87.5 % nemocnych.

V nasi studii jsme nezjistili zdsadni rozdil mezi
G-CSF a GM-CSF v ucinku na reparaci krvetvorby.

Souhrn

Podavani hemopoetickych ristovych faktort u hema-
tologickych a onkologickych nemocnych umoZiuje
pfedevsim zintenzivnit cytostatickou lécbu. G-CSF a
GM-CSF vyznamn¢ sniZuji obdobi trvani neutropenie,
pfispivaji k rychlejdi reparaci kostni dfen¢ a v diisledku
toho dochazi k minimalizaci sekundarnich komplikaci
po cytostatické 1écbé.

Problém reparace kostni dfené nas vedl k vvpraco-
vani protokolu monitorovani, kde sledujeme rust
kolonii  progenitorovych  bunék  (CFU-GEMM.
CFU-GM a BFU-E) in vitro a =zastoupeni CD34
pozitivnich bunék cirkulujicich v periferni  krvi.
Podavani rastového faktoru bylo zahajovano pfi poklesu
leukocytu na 1.10°.1" celkem u 65 nemocnych. Rustovy
faktor byl podavan vzdy s. c. Monitorovini jsme
zahajovali vstupnim vy$etfenim pfed poddnim G-CSF
nebo GM-CSF, potom 24 hodin po ukonéeni podavani.
dale 5. a 10. den po ukonfeni poddvani ristového
faktoru.

U sledovanych nemocnych nam podavani ristového
faktoru umoznilo intenzifikovat cytostatickou Ilé¢bu
u 83 % nemocnych.

Sekundarni komplikace v prubéhu podavani rusto-
vého faktoru jsme zazanamenali pouze u jednoho
nemocného s AML a u dvou nemocnych s ALL.

Reparace krvetvorby po cytostatické 1écbé byla
zaznamenana jiz 5. den poddvani ristového faktoru
u 87,5 % nemocnych.

V nadi studii jsme nezjistili zasadni rozdil mezi
G-CSF a GM-CSF v i¢inku na reparaci krvetvorby.
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