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Objective:  To determine the autonomous proliferation of erythroid stem cells in in vitro colony formation in the diagnosis of
PV.
Materials and methods:  Bone marrow (15 ml) was collected from thirty-five patients with suspected of PV (Hct > 50%)
from the Hematology Clinic of Songklanagarind Hospital between January 2000 and December 2003.  Mononuclear cells were
isolated for colony assay, cultured at 4x106 cell/ml with and without erythropoietin in alpha modification media and fetal calf
serum incubated at 37๐C in 5% CO2.  Erythroid colonies were stained with benzidine and scored on the 7th day of culture for
the CFU-E (colony forming unit-erythroid) and on the 14th day of culture for the BFU-E (burst forming unit-erythroid).
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Results:  Thirty-one of the 35 patients with PV showed spontaneous  in vitro colony formation (CFU-E, BFU-E) by erythroid
stem cells, and colony growth without the addition of exogenous erythropoietin in the culture - a common finding in myelo-
proliferative disorder.  The other four patients with secondary erythrocytosis had  no autonomous growth of in vitro colony
formation.
Conclusion: The results showed a diagnostic use for autonomous proliferation of erythroid stem cells in in vitro colony
formation (CFU-E, BFU-E) in PV, even though patients were treated with phlebotomy, and other secondary erythrocytosis
could be separated from PV.

Key words: Polycythemia Vera, colony assay, CFU-E, BFU-E

บทคดัยอ่:
วัตถุประสงค:์  เพ่ือตรวจหา  autonomous proliferation  ของเซลล์ต้นกำเนิด  ซ่ึงให้  colony forming units ของเม็ดเลือดแดงในอาหาร
เพาะเล้ียงเซลล์มาชว่ยในการวนิิจฉัยโรค Polycythemia Vera (PV)
วัสดุและวิธีการ:  ศึกษาย้อนหลังในผู้ป่วยท่ีสงสัยโรค PV  โดยมีฮีมาโตคริท (Hct)  มากกว่าร้อยละ 50 จากคลินิกโรคเลือด  โรงพยาบาล
สงขลานครนิทร ์  ต้ังแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2543 - ธันวาคม พ.ศ. 2546 จำนวน 35 ราย  โดยนำไขกระดกูของผูป่้วยมาปัน่แยก
mononuclear cell และนำไปทำ colony assay ใน alpha modification media และ fetal calf serum  โดยใสแ่ละไมใ่ส่ตัวกระตุน้  eryth-
ropoietin  นำไปเพาะเลีย้งในตู ้ CO2 incubator 37๐ C ใน 5% CO2 เป็นเวลา 7 วัน สำหรับ CFU-E (colony forming unit-erythroid)
และ 14 วัน  สำหรับ BFU-E (burst forming unit-erythroid) ครบกำหนด  harvest cell ย้อมดว้ย benzidine แล้วนำไปนบัจำนวน
โคโลนดีว้ยกลอ้งจลุทรรศน์
ผลการศกึษา:  จำนวนผูป่้วยทีน่ำไขกระดกูมาทำ  colony assay ท้ังหมด 35 ราย  พบวา่ 31 ราย  ให้การเจรญิของ CFU-E และ BFU-
E  ของเม็ดเลือดแดงในอาหารเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีไม่ใส่ตัวกระตุ้น erythropoietin วินิจฉัยได้ว่าผู้ป่วย 31 ราย เป็นโรค PV ส่วนอีก 4 ราย
ไม่มี autonomous growth ของ CFU-E และ BFU-E  วินิจฉัยไดว่้าผู้ป่วยเปน็ secondary erythrocytosis
สรปุ:  การตรวจหา autonomous proliferation ของเซลลต้์นกำเนดิ  ซ่ึงให้ colony forming units ของเมด็เลือดแดงในอาหารเพาะเลีย้ง
เซลล์สามารถช่วยวินิจฉัยโรค  PV  ได้  ซ่ึงมีข้อดีคือใช้ทดแทน red cell  mass ได้  สามารถทำในชว่งท่ีฮีมาโตครทิลดลงหลังเอาเลือดออก
(phlebotomy) ได้  และชว่ยแยกโรค PV ออกจาก secondary erythrocytosis อ่ืนๆ ได้

คำสำคญั:  Polycythemia Vera, colony assay, CFU-E, BFU-E

บทนำ
Polycythemia Vera (PV)  เป็นโรคหนึง่ในกลุ่ม  myelo-

proliferative disorders  ซ่ึงมีการสรา้งเม็ดเลือดแดงในไขกระดกู
เพ่ิมข้ึน  ความผิดปกติท่ีพบในผู้ป่วยโรค  PV  มีความสำคัญเพราะ
เป็นกลไกที่นำไปสู่การเกิด thrombosis bleeding  และการ
เปล่ียนแปลงทาง metabolism อ่ืนๆ1   การวนิิจฉัยโรค  PV  ต้อง
อาศัยเกณฑ์การวนิิจฉัยตา่งๆ คือ  การมม้ีามโต  จำนวนเมด็เลือด
ขาวในเลอืดมากกวา่ 12,000/มม.3   จำนวนเกลด็เลือดมากกวา่
400,000/มม.3  leukocyte alkaline phosphatase (LAP) score
มากกว่า 100  O2 saturation มากกวา่ ร้อยละ 95 ร่วมกบัการมี
red cell mass  เพ่ิมขึน้  ปัญหาในการวนิิจฉัยโรค PV คือ การทำ

red cell mass ต้องใชส้าร radioisotope2  ทำให้ยุ่งยากไมส่ะดวก
และถ้าทำในชว่งทีผู้่ป่วยมฮีีมาโตครทิลดลงหลงัจากเอาเลอืดออก
(phlebotomy) อาจให้ผลปกติได้  และผู้ป่วยบางรายเกณฑ์การ
วินิจฉัยตา่งๆ ไม่ครบถว้น  ทำให้ไม่สามารถวนิิจฉัยแยกโรค PV
ออกจาก erythrocytosis อ่ืนๆ  การทำ  colony assay เพ่ือตรวจหา
colony forming unit-erythroid (CFU-E)  ของ hematopoietic
stem cell ช่วยในการวนิิจฉัยโรค PV5-10, 12-16 และแยกโรค PV
ออกจาก erythrocytosis อ่ืนๆ  เน่ืองจากผู้ป่วยโรค PV จะมี auto-
nomous proliferation ของเซลล์ต้นกำเนิด ซึ่งให้ CFU-E ของ
เม็ดเลือดแดงในอาหารเพาะเลีย้งเซลล ์ ซ่ึงแตกตา่งจาก erythro-
cytosis อ่ืนๆ
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การศึกษาเร่ืองการเพาะเล้ียงเซลล์ CFU-E ได้มีการพัฒนา
มาจากการเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์3  จนไปสู่เทคนิคการเพาะเลี้ยง
hematopoietic stem cell ของมนษุย์4  Zanjani และคณะ5 ได้ทำ
การศึกษาโดยเพาะเล้ียงเซลล์ CFU-E  จากไขกระดูกผู้ป่วยโรค  PV
และคนปกติโดยใช้เทคนิค plasma clot culture system พบว่า
จะเกิด endogenous erythroid  colonies (EEC) ในผูป่้วยโรค PV
โดยไม่เติมตัวกระตุ้น erythropoietin แต่จะไม่เกิด EEC ในคนปกติ
แต่ถ้าเติมตัวกระตุ้น erythropoietin ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ของ
คนปกติ จะเกิด CFU-E  Beckman และคณะ6  ศึกษาการเพาะเล้ียง
เซลล์ CFU-E จาก peripheral blood stem cell (PBSC) ของผู้ป่วย
โรค PV และโรค Polycythemia อ่ืนๆ โดยใชเ้ทคนคิ methyl-
cellulose assay system  พบว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์โดยไม่เติม
ตัวกระตุ้น erythropoietin จะเกิด EEC ในผู้ป่วยโรค PV แต่ไม่เกิด
EEC ในผู้ป่วยโรค Polycythemia อื่นๆ แม้ว่าจะเติมตัวกระตุ้น
erythropoietin ในการเพาะเลีย้งเซลล์ของผูป่้วยโรค Polycythe-
mia อ่ืนๆ ก็ไม่มีการเจรญิของ CFU-E  เช่นกัน  ต่อมา  Juvonen
และคณะ7 ได้เพาะเล้ียงเซลล์ CFU-E  จากไขกระดูกผู้ป่วยโรค PV,
secondary erythrocytosis และ erythrocytosis อื่นๆ  โดยใช้
methylcellulose assay system  พบวา่จะเกิด  EEC  ในผูป่้วยโรค
PV ทุกราย  แต่ไม่มี  autonomous growth  ในผูป่้วย โรค secon-
dary erythrocytosis และ erythrocytosis อ่ืนๆ

ดังน้ันในการศึกษาคร้ังน้ีจึงได้นำวิธีการทำ colony assay4, 5

เพ่ือตรวจหา autonomous proliferation ของเซลล์ต้นกำเนิด ซ่ึงให้
CFU-E และ BFU-E  ของเมด็เลือดแดงในถาดเพาะเชือ้มาชว่ย
ในการวนิิจฉัยโรค  PV  และแยกโรค  PV  ออกจาก  erythrocy-
tosis  อ่ืนๆ

วัสดแุละวธีิการ
1. ตัวอย่างตรวจ: เลือกผู้ป่วยทีส่งสัยโรค  PV  ท่ีมีฮีมา-

โตคริทมากกว่าร้อยละ 50 จากคลินิกโรคเลือด โรงพยาบาล
สงขลานครินทร์ ตั้งแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2543 - ธันวาคม
พ.ศ. 2546  จำนวน 35 ราย  โดยนำไขกระดกู (bone marrow
aspiration) ของผู้ป่วยประมาณ 15 มล. ใส่สารกันเลือดแข็ง
เฮพารนิ  (500 ยูนิต/มล.) ต่อไขกระดกูในอัตราสว่น 1:20  โดย
เทคนคิสะอาดปลอดเชือ้

2. วิธีการศึกษา: ทุกข้ันตอนต้องใช้เทคนิคสะอาดปลอดเช้ือ
ทำในตู ้larminar flow

2.1  การแยก  mononuclear cell: (ดัดแปลงจาก  Mac
Donald C11)  นำไขกระดกูผู้ป่วย 15 มล. มาปัน่แยก mononu-
clear cell  โดยผสม RPMI with 2% FCS  (heat inactivated
fetal calf serum)  ในอัตราสว่น ไขกระดกู : RPMI with 2% FCS
เท่ากับ 1 : 3 แล้วใช้ไปเปตต์แก้วดูดปล่อยผสมให้เข้ากัน  ดูด
ส่วนผสมจำนวน 20 มล. ค่อยๆ ปล่อยบนผิวหน้าของตัวกลาง
Ficoll-Hypaque density gradient 10 มล.  โดยเอยีงหลอดทีมี่
Ficoll-Hypaque 10 มล.  เอียงประมาณ 45 องศา  ปล่อยส่วนผสม
จนครบ 20 มล. ปิดฝาหลอดให้แน่น  นำไปปั่นด้วยความเร็ว
5,000 rpm เป็นเวลา  30 นาที  ดูด mononuclear cell ท่ีได้ล้างด้วย
RPMI with 2% FCS อีก 2 ครัง้  โดยปัน่ทีค่วามเรว็ 1,400 รอบ
ต่อนาท ี เป็นเวลา 5 นาท ีและ 1,200 รอบตอ่นาท ี เป็นเวลา 5
นาท ีตามลำดบั  นำ mononuclear cell ท่ีได้ ทำให้เป็น cell solu-
tion จำนวน 4x106 เซลล์/มม.3  ด้วย α- MEM  (alpha modi-
fication media) แล้วนำไปทำ colony assay

2.2  การทำ  colony assay: นำ  cell solution  ท่ีได้
4x106 เซลล์/มล. ไปทำ colony assay ดังตารางท่ี 1  โดยการศึกษา
มีการเปรียบเทียบการใส่และไม่ใส่ตัวกระตุ้น erythropoietin
(EPO)

ตารางที ่1  ข้ันตอนการทำ colony assay (ดัดแปลงจาก Tepperman และคณะ4)

                             Colony forming unit              CFU-E (-EPO)            CFU-E (+EPO)          BFU-E (-EPO)          BFU-E (+EPO)
      ml

Alpha modification media (α-MEM )  0.9   0.5    0.9    0.5
Heat inactivated fetal calf serum (FCS)  0.6   0.6    0.6    0.6
10% bovine serum albumin (BSA)  0.2   0.2    0.2    0.2
10 iu/ml erythropoietin (EPO)    -   0.4      -    0.4

                                                                                     Incubate 37๐C

3% agar  0.2   0.2    0.2    0.2
Cell solution (4x106 cell/ml)  0.1   0.1    0.1    0.1

(-EPO: ไม่ใส่ erythropoietin,  +EPO: ใส่ erythropoietin,  CFU-E: colony forming unit-erythroid,  BFU-E: burst forming unit-erythroid)
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นำสว่นผสมแตล่ะหลอดการทดลองหยอดใส ่sterile petri
dish เล็ก (ขนาด 35x10 มม.) จำนวน 0.5 มล. ต่อหนึง่ petri
dish  โดยคอ่ยๆ ปล่อยส่วนผสมใหเ้ป็นรปูวงกลมตรงกลาง petri
dish ใช้ petri dish 3 อันตอ่ส่วนผสม 1 หลอด ต้ังท้ิงไว้ ประมาณ
1 ช่ัวโมง แล้วเตมิ 0.5 มล. α- MEM with  10% FCS ลงข้างๆ
ส่วนผสมทีแ่ข็งตัวแล้ว แล้วนำ petri dish เล็กใส่ใน petri dish ใหญ่
(ขนาด 90 มม.) นำ petri dish เล็กอีกอันใส่น้ำสะอาดวางใน petri
dish ใหญ่  ปิดฝาแล้วนำไปเพาะเลีย้งในตู ้ CO2 incubator 37๐C
ใน 5% CO2 เป็นเวลา 7 วัน  สำหรับ CFU- E  และ 14 วันสำหรับ
BFU-E

2.3 Drying, Fixing and Staining:  ครบกำหนด
เพาะเล้ียงเซลล ์7 วัน และ 14 วัน  harvest cell ใส่บนแผน่สไลด์
แก้ว  แล้วซับให้แห้งด้วยแผ่น cellulose acetate และกระดาษกรอง
เบอร ์5  แล้วนำไปทำ fixing  ด้วย 5% glutaraldehyde  แล้วยอ้ม
ด้วย 3% benzidine และ counter stain ด้วย hematoxylin นำไป
อ่านผลโดยนบัจำนวนโคโลนดีว้ยกลอ้งจลุทรรศน์

ผลการศึกษา
ผู้ป่วยทีส่งสัยโรค PV  ท่ีนำไขกระดกูมาทำ  colony assay

จำนวน 35 ราย พบวา่ผู้ป่วย 31 ราย (ลำดับที ่1-31  ในตารางที่
2)  ผล colony assay ให้การเจรญิของ CFU-E  และ BFU-E
ของเม็ดเลือดแดงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ใส่ตัวกระตุ้น
erythropoietin คือเกิด endogenous erythroid colonies (EEC)
ซ่ึงแยกเปน็เพศชาย 12 ราย เพศหญิง 19 ราย (ดังตารางที ่3,
4) อายุเฉลี่ยที่ 63 ปี (41-86 ปี) และ 60 ปี (41-80 ปี)
ตามลำดับ และผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการอื่นๆ ดังนี้  ใน
เพศชายมีค่าเฉล่ียฮีโมโกลบิน 18.9 กรัม/ดล. (15.9-22.4 กรัม/
ดล.), ฮีมาโตคริท ร้อยละ 59.3 (ร้อยละ 51-72), จำนวน
เม็ดเลือดขาว  24.8x103/มม.3  (9.2x103-50.4x103/ มม.3),
จำนวนเกล็ดเลือด 706x103/มม.3 (207x103-1,235x103/
มม.3) และเพศหญิงมีค่าเฉล่ียฮีโมโกลบิน 18.2 กรัม/ดล. (15.6-
22 กรัม/ดล.), ฮีมาโตคริท ร้อยละ 58.7 (ร้อยละ 52-68),
จำนวนเมด็เลือดขาว  21.2 x103/มม.3 (6.9x103-56.6 x103/
มม.3), จำนวนเกลด็เลือด 716x103/มม.3 (329x103-1,564x
103/มม.3)  ซึ่งผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการของผู้ป่วยทั้ง
31 ราย ดังตารางที ่3  พบวา่ผู้ป่วยสว่นใหญมี่เกณฑ์การวนิิจฉัย
ในการวนิิจฉัยโรค  Polycythemia Vera ตามทีก่ำหนดของ PVSG
(Polycythemia Vera Study Group) ครบหลายขอ้  ยกเวน้ผูป่้วย
รายท่ี 1, 12, 15, 16, 25, 29 และ 30 ท่ียังมีข้อมูลในการวินิจฉัย
ไม่ครบ  แต่ผลการทำ colony assay ของผู้ป่วยท้ัง 31ราย ให้ EEC

เป็นผลบวก  ซ่ึงสามารถนำมาช่วยวินิจฉัยโรคให้กับผู้ป่วยท่ีมีเกณฑ์
การวินิจฉัยไม่ครบตามที่กำหนดของ PVSG ดังนั้น จึงวินิจฉัย
ได้ว่าผู้ป่วยทัง้ 31 รายนีเ้ป็นโรค  Polycythemia Vera

ตารางที ่2   ผลการเพาะเลีย้งเซลล์เม็ดเลือดแดงของผูป่้วย

                         จำนวนโคโลน/ี1x105 เซลล์
                                        (Mean ±±±±± SD;n = 3)

       CFU-E          CFU-E           BFU-E          BFU-E
                (-EPO)         (+EPO)     (-EPO)        (+EPO)

1 333 ±±±±± 20 959 ±±±±± 24 158 ±±±±± 50 894 ±±±±± 57
2   16 ±±±±± 1 146 ±±±±± 5     4 ±±±±± 4 108 ±±±±±7
3   42 ±±±±± 34 125 ±±±±± 12     8 ±±±±± 3   30 ±±±±± 6
4     5 ±±±±± 1   21 ±±±±± 5   38 ±±±±± 2 271 ±±±±± 8
5 236 ±±±±± 8 342 ±±±±± 25 213 ±±±±± 17 402 ±±±±± 29
6 143 ±±±±± 6 291 ±±±±± 26 162 ±±±±± 7 248 ±±±±± 17
7 193 ±±±±± 12 535 ±±±±± 27 262 ±±±±± 20 385 ±±±±± 5
8 109 ±±±±± 6 365 ±±±±± 15 124 ±±±±± 13 483 ±±±±± 10
9   62 ±±±±± 8 289 ±±±±± 8 130 ±±±±± 10 215 ±±±±± 19

10 130 ±±±±± 10 310 ±±±±± 10 155 ±±±±± 5 377 ±±±±± 15
11 102 ±±±±± 8 150 ±±±±± 10   93 ±±±±± 8 353 ±±±±± 15
12 194 ±±±±± 14 448 ±±±±± 33 184 ±±±±± 12 430 ±±±±± 20
13 214 ±±±±± 31 243 ±±±±± 16   27 ±±±±± 4   33 ±±±±± 6
14 380 ±±±±± 11 430 ±±±±± 20 176 ±±±±± 17 173 ±±±±± 6
15 108 ±±±±± 5 226 ±±±±± 12   41 ±±±±± 2   51 ±±±±± 2
16   13 ±±±±± 2   50 ±±±±± 4   11 ±±±±± 2   16 ±±±±± 2
17   85 ±±±±± 9 186 ±±±±± 15   86 ±±±±± 6 174 ±±±±± 14
18   55 ±±±±± 4 181 ±±±±± 8   21 ±±±±± 7   67 ±±±±± 16
19   19 ±±±±± 2 169 ±±±±± 9     7 ±±±±± 2   43 ±±±±± 4
20 164 ±±±±± 7 211 ±±±±± 18   73 ±±±±± 8 178 ±±±±± 9
21   18 ±±±±± 2   52 ±±±±± 7   17 ±±±±± 2   38 ±±±±± 10
22   82 ±±±±± 6 161 ±±±±± 6   21 ±±±±± 1 131 ±±±±± 13
23   69 ±±±±± 8   76 ±±±±± 7   29 ±±±±± 7   23 ±±±±± 1
24   10 ±±±±± 1   37 ±±±±± 4   34 ±±±±± 7   60 ±±±±± 4
25   12 ±±±±± 2   34 ±±±±± 12     9 ±±±±± 1   16 ±±±±± 3
26   13 ±±±±± 2   15 ±±±±± 2   10 ±±±±± 1   24 ±±±±± 6
27   39 ±±±±± 8 261 ±±±±± 28   10 ±±±±± 6   68 ±±±±± 3
28     7 ±±±±± 2   24 ±±±±± 4     8 ±±±±± 3   17 ±±±±± 2
29   17 ±±±±± 2   16 ±±±±± 4   19 ±±±±± 3   19 ±±±±± 1
30 112 ±±±±± 9 158 ±±±±± 7   26 ±±±±± 1   39 ±±±±± 5
31 103 ±±±±± 7 138 ±±±±± 5   56 ±±±±± 7 111 ±±±±± 10
32       0   86 ±±±±± 10       0   39 ±±±±± 10
33       0 127 ±±±±± 4       0   10 ±±±±± 3
34       0 239 ±±±±± 21       0 210 ±±±±± 5
35       0 257 ±±±±± 15       0 233 ±±±±± 13

ลำดับ
ผู้ป่วย



Songkla Med J                                                                                                                                         Colony assay in PV
Vol. 23 No. 1 Jan.-Feb. 2005                                                                                                                 Peeraputi S, Thamprasit T.33

ส่วนผูป่้วยอกี 4 ราย (ลำดับที ่32-35 ในตารางที ่2 และ
4) ผลการทำ colony assay ไม่มี autonomous growth ของ CFU-
E และ BFU-E คือไม่เกิด EEC ผู้ป่วยทัง้ 4 ราย เป็นเพศชาย
มีอายุเฉล่ีย  68 ปี (44-69 ปี) ผลการตรวจทางหอ้งปฏิบัติการ
อื่นๆ ดังนี้ ค่าเฉลี่ยฮีโมโกลบิน 17.5 กรัม/ดล. (15.5-18.3
กรัม/ดล.), ฮีมาโตครทิ ร้อยละ  53.2 (ร้อยละ 50-56), จำนวน
เม็ดเลือดขาว 6.5x103/มม.3 (4.7x103-7.8x103/มม.3),
จำนวนเกล็ดเลือด 247x103/มม.3 (169x103-335x103/มม.3)

ตารางที ่3   ผลการเพาะเลีย้งเซลล์เม็ดเลือดแดงและขอ้มลูทางหอ้งปฏบัิติการของผูป่้วย

ลำดบั          อาย ุ        เพศ           Hb           Hct           WBC           Platelets          O2 Sat         LAP          Splenomegaly         EEC
ผู้ป่วย         (ปี)                        (g/dl)       (%)         (x103)          (x103)            (%)        Score

   1 63 M 20 65 20.3    885 ND 99 - +
   2 55 M 16.7 53 21.5    991 97 324 - +
   3 50 F 18.4 58   9.4    489 96 220 + +
   4 49 F 15.6 54 26.2             1,564 ND ND + +
   5 44 F 17.1 53 19.7    896 96.1 ND + +
   6 60 F 16.5 52 24.1    678 96 301 - +
   7 56 F 22 67 13.0    486 94 251 + +
   8 60 M 18 57 50.4    886 95 ND + +
   9 72 M 21 67 27.9    487 95 216 - +
 10 41 F 19 60 28.4    785 ND ND - +
 11 58 F 15.6 55 30.6             1,157 ND 289 + +
 12 54 F 20 67   9.0    329 ND ND + +
 13 53 M 18 57 21.0    756 ND ND + +
 14 72 M 20 61 40.0    664 97 ND - +
 15 54 F 18.6 57   9.7    461 ND 243 - +
 16 68 M 16.9 53   9.2    207 97 ND - +
 17 69 F 16.3 54 29.0    401 ND ND + +
 18 70 F 18.8 56 24.5    704 ND 234 - +
 19 79 F 19.2 61 13.6    432 97 155 - +
 20 62 F 19.3 68 32.4    478 ND 255 + +
 21 64 M 15.9 51 16.4             1,235 98 210 + +
 22 71 M 18.5 55 20.5    696 ND 306 + +
 23 53 M 22.4 72 24    608 ND 267 + +
 24 63 F 16.8 52 14    841 ND 235 - +
 25 67 F 18.8 61   6.9    381 96 ND - +
 26 69 F 16.9 54 22.3             1,398 ND 205 - +
 27 67 F 20.4 65 12.5    341 96.9 217 + +
 28 60 F 20 65 22.3    715 94 218 - +
 29 41 M 20.7 62 10    233 95.7 ND - +
 30 86 M 19.2 59 36.5    824 ND ND - +

ซ่ึงผลการตรวจทางหอ้งปฏิบัติการ ดังตารางที ่3 ผู้ป่วยทัง้ 4 ราย
คือ ลำดับที ่ 32, 33, 34, 35 มีเกณฑ์การวนิิจฉัยไมค่รบตามที่
กำหนดของ PVSG และผลการทำ colony assay พบวา่ ไม่เกิด
autonomous growth ของ erythroid colony คือให้ EEC เป็นผลลบ
จึงวินิจฉัยได้ว่าผู้ป่วยท้ัง 4 ราย เป็น secondary erythrocytosis แต่
ถ้าใส่ตัวกระตุน้ erythropoietin พบวา่ ผู้ป่วยทัง้ 35 ราย มีการ
เจรญิของ CFU-E และ BFU-E ดังในตารางที ่2



สงขลานครินทร์เวชสาร                                                                                                                       การทำ colony assay ใน PV
ปีที่ 23 ฉบับที่ 1 ม.ค.-ก.พ. 2548                                                                                                     สุรีย์ พีรภูติ, ธราธร ธรรมประสิทธิ์34

ตารางที ่3  (ต่อ)

ลำดบั          อาย ุ        เพศ           Hb           Hct           WBC           Platelets          O2 Sat         LAP          Splenomegaly         EEC
ผู้ป่วย          (ปี)                       (g/dl)       (%)         (x103)          (x103)           (%)         Score

 31 80 F 16.7 57 56.6             1,070 ND 301 - +
 32 57 M 17.9 54   7.8    225 97.2 ND - -
 33 44 M 18.3 53   6.6    335 97.7 ND - -
 34 62 M 15.6 50   6.7    257 ND 23 - -
 35 69 M 18.3 56   4.7    169 ND 98 - -

(ND: not  done,  EEC: endogenous erythroid colonies)

ตารางที ่4  สรปุผลการเพาะเลีย้งเซลล์เม็ดเลือดแดง และขอ้มลูทางหอ้งปฏบัิติการของผูป่้วย

Colony               เพศ            อาย ุ                 Hb                  Hct                 WBC               Platelet          Raised       Raised       Splenomegaly
Culture                            (ปี)     (g/dl)            (%)            (x103)          (x103)    O2 sat      LAP

EEC    M     63      18.9    59.3     24.8      706 7/12  5/12 5/12
(+ Ve) (n=12) (41-86) (15.9-22.4) (51-72) (9.2-50.4) (207-1,235)

EEC    F     60      18.2    58.7      21.2               716 7/19 13/19 9/19
(+ Ve) (n=19) (41-80) (15.6-22) (52-68)  (6.9-56.6) (329-1,564)

EEC   M     68      17.5              53.2       6.5      247 2/4    0   0
(- Ve) (n=4) (44-69) (15.6-18.3) (50-56)  (4.7-7.8) (169-335)

วิจารณ์
จากการทำ  colony assay  จากไขกระดกูผู้ป่วยทีส่งสัยโรค

PV  ท่ีมีฮีมาโตคริทมากกว่าร้อยละ 50 จำนวน 35 ราย พบว่าจะเกิด
autonomous proliferation ของเซลล์ต้นกำเนดิ (EEC)  จำนวน
31 ราย โดยไม่เติมตัวกระตุ้น erythropoietin  ส่วนอีก 4 ราย ไม่เกิด
autonomous growth ของ CFU-E และ BFU-E แต่เมื่อเติม
ตัวกระตุ้น erythropoietin  จะมีการเจริญของ  CFU-E  และ BFU-
E  ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของคณะต่างๆ7-9  ที่พบว่าการ
เพาะเล้ียงเซลล์จากไขกระดกูผู้ป่วยโรค  PV  จะเกิด  EEC    ส่วน
ผู้ป่วยโรค secondary erythrocytosis จะไม่เกิด EEC ในการ
เพาะเล้ียงเซลล์  และผู้ป่วย 31 ราย ท่ีเกิด EEC น้ัน มีผลการ
ตรวจทางหอ้งปฏิบัติการ คือ มีฮีโมโกลบนิ ฮีมาโตครทิสูง และมี
เม็ดเลือดขาว และเกล็ดเลือดสูงเกินค่าปกติ ซึ่งเข้าได้กับเกณฑ์
การวนิิจฉัยของโรค PV   จึงวินิจฉัยไดว่้าผู้ป่วย 31 รายนีเ้ป็นโรค
PV  ส่วนผูป่้วยอกี 4 รายทีไ่ม่เกิด EEC และมีผลการตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการ คือ มีค่าฮีโมโกลบิน และฮีมาโตคริทสูง แต่

เม็ดเลือดขาว และเกล็ดเลือด อยู่ในค่าปกติ    จึงวินิจฉัยได้ว่าผู้ป่วย
ท้ัง 4 รายนีเ้ป็น secondary erythrocytosis

การศกึษาครัง้นีใ้ชก้ารเพาะเลีย้งเซลลจ์ากไขกระดกูผูป้ว่ย
เน่ืองจากว่าในการเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีใช้ไขกระดูกผู้ป่วยจะเกิด  EEC
ในผู้ป่วยโรค PV ทุกราย แต่ถ้าใช้การเพาะเล้ียงเซลล์จาก peripheral
blood stem cell (PBSC) ของผูป่้วยอาจจะไมเ่กิด EEC  ในผูป่้วย
โรค PV บางราย ทำให้การวินิจฉัยโรค PV ผิดพลาดได้ดังการ
ทดลองของ Weinberg และคณะ10  ท่ีทำการทดลองเพาะเล้ียงเซลล์
CFU-E  จากไขกระดกูและ PBSC  ของผูป่้วยโรค PV  14 ราย
พบวา่การเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีใช้ไขกระดกูจะเกิด EEC  ในผูป่้วยโรค
PV ท้ัง 14 ราย  แต่การเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีใช้ PBSC พบวา่จะเกิด
endogenous colonies ของ BFU-E แค่ 8 ราย  จากผูป่้วยโรค PV
14 ราย  ส่วนผูป่้วยโรค erythrocytosis อ่ืนๆ และคนปกตไิม่มี
autonomous growth ของ CFU-E  ดังน้ัน การทำ colony assay
เพ่ือช่วยในการวินิจฉัยโรค PV และแยกโรค PV  ออกจาก erythro-
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cytosis อื่นๆ จึงจำเป็นต้องใช้ไขกระดูกจากผู้ป่วยมาเพาะเลี้ยง
เซลล์ CFU-E  ซ่ึงช่วยใหก้ารวนิิจฉัยโรค PV ได้ถูกต้องแม่นยำ

การทำ colony assay เพ่ือตรวจหา autonomous proli-
feration ของเซลล์ต้นกำเนดิ (การเกิด EEC) ช่วยในการวนิิจฉัย
โรค PV ได้  ซ่ึงมีข้อดีคือใชท้ดแทน  red cell mass ได้ เน่ืองจาก
ปัญหาของการทำ red cell mass  ถ้าทำในช่วงท่ีผู้ป่วยมีฮีมาโตคริท
ลดลง (ต่ำกว่าร้อยละ 60) หลังจากเอาเลือดออก (Phlebotomy)
อาจให้ผลปกติได้22, 23 แต่การทำ colony assay สามารถทำในช่วงท่ี
ผู้ป่วยมีฮีมาโตริทลดลงหลังจากเอาเลือดออกได้ดังการศึกษา
ของคณะต่างๆ5-7, 24   ซ่ึงศึกษาการทำ colony assay จากผู้ป่วยโรค
PV ที่ได้รับการรักษาโดยการเอาเลือดออก พบว่าให้ผลบวกของ
EEC และวิธีการตรวจนียั้งช่วยแยกโรค PV ออกจาก secondary
erythrocytosis อ่ืนๆ7-9, 17-21  การนำ colony assay ท่ีให้ผลบวกของ
EEC  มาช่วยวินิจฉัยโรค PV มีประโยชน์มาก  โดยเฉพาะผู้ป่วยท่ีมี
เกณฑ์การวินิจฉัยต่างๆ ไม่ครบถ้วนตามท่ีกำหนดของ PVSG   จาก
การทดลองน้ีมีผู้ป่วย 7 ราย ท่ีมีเกณฑ์การวินิจฉัยต่างๆ ไม่ครบถ้วน
ตามทีก่ำหนดของ PVSG แต่ให้ผลบวกของ EEC  จึงวินิจฉัยได้ว่า
เป็นโรค PV   อย่างไรก็ตาม การตรวจวธีิน้ียังมีข้อจำกัด คือ ข้อมูล
ในปัจจุบันก็ยังพบว่าการตรวจวิธีนี้มิใช่วิธีที่เหมาะสมที่สุดในการ
วินิจฉัยโรค PV เน่ืองจากแมเ้ป็นผลลบ (negative result)  ก็ไม่
สามารถแยกโรค PV (exclude PV) ออกไปได้21, 22  ดังการศึกษา
ของ Zwicky และคณะ21  ซ่ึงศึกษาจาก PBSC พบวา่ผู้ป่วยโรค
PV 38 รายใหผ้ลบวกของ EEC 29 ราย และให้ผลลบ (negative
result ) ของ EEC 9 ราย  จึงควรมกีารศึกษาเพ่ิมเตมิจาก PBSC
เปรยีบเทยีบกบัการใชไ้ขกระดกูเพ่ือให้ข้อมูลสมบรูณ์ย่ิงข้ึน

การทำ colony assay เป็นวิธีที่ต้องใช้ทักษะและความ
ชำนาญเฉพาะ ข้อที่ควรระมัดระวังคือ ทุกขั้นตอนต้องใช้เทคนิค
สะอาดปลอดเชื้อ การแยก mononuclear cell ต้องระวังมาก
ในการปล่อยส่วนผสมลงบนผิวหน้าของ Ficoll-Hypaque ถ้า
ปล่อยเรว็ไปจะทำใหส่้วนผสมไปรวมตวัเปน็เนือ้เดียวกบั Ficoll-
Hypaque  ทำใหแ้ยก mononuclear cell ไม่ได้   agar ต้องทำให้
ปลอดเชือ้ (autoclaved) และตม้ใหเ้ดือดก่อนใสใ่นหลอดทดลอง
ที่มี media  ถ้าร้อนเกินไปทำให้เซลล์ตาย และถ้าเย็นเกินไปจะ
ทำให้ agar จับตัวกันเป็นเม็ดเจล และหลอดท่ีใส่ media ต้องแช่ใน
water bath 37oC ตลอดเวลา  ไปเปตตแ์ก้วจะตอ้งตัดปลายออก
เพ่ือให้ส่วนผสมท่ีมี agar ไหลผ่านได้  ส่วนผสมท่ีหยอดลงบน petri
dish ต้องเป็นรูปวงกลมอยู่ตรงกลาง  ถ้าติดขอบจะทำให้เซลล์เจริญ
ไม่ดี  ภายในตู้ CO2 incubator ต้องใส่ถาดน้ำสะอาดไว้ส่วนล่างและ
ไมใ่ห้แห้ง  ดูแลตู ้CO2 incubator ให้สะอาดไมใ่ห้ข้ึนเชือ้รา

สรุป
การทำ  colony assay  จากไขกระดกูผู้ปว่ยเพือ่ตรวจหา

autonomous  proliferation  ของเซลลต้์นกำเนิด   ซ่ึงให้  colony
forming units ของเม็ดเลือดแดงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์
สามารถชว่ยวินิจฉัยโรค  PV  ได้   ซ่ึงมีข้อดคืีอใช้ทดแทน   red
cell mass ได้  สามารถทำในช่วงที่ผู้ป่วยมีฮีมาโตคริทลดลง
หลังจากเอาเลือดออกได ้ (phlebotomy)    และยังช่วยแยกโรค
PV  ออกจาก  secondary  erythrocytosis  อ่ืนๆ ได้  ดังน้ันการใช้
colony assay  มาชว่ยในการวนิิจฉยัโรค PV  จงึมปีระโยชนต์อ่
การวนิิจฉยัโรค PV มาก  โดยเฉพาะในกรณทีีผู้่ปว่ยมเีกณฑ์
การวินิจฉัยต่างๆ ไม่ครบถ้วน   แต่การตรวจวิธีน้ีก็มีข้อจำกัดคือ
การเกดิผลลบของ EEC ก็ไม่สามารถแยกโรค PV ออกไปได้
จึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป  โดยใช้  PBSC เปรียบเทียบกับ
การใชไ้ขกระดกูเพือ่ใหข้อ้มลูสมบรูณย่ิ์งขึน้
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