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TRANSPLANTACE KOSTNÍ DŘENĚ V KLINICKÉ PRAXI
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Československá akademie věd, Ústav experimentální biologie a genetiky
[přednosta prof. MUDr. Prokop Málek, DrSc.]

Problém náhrady poškozených lidských orgá-
nů jinými —— Zdravými —— je velmi starý. 0 otäz—
ku Se zajímala od Začátku i vojenská medicína:
transplantace by umožnila nahradit Zničené
jednotlivě orgány u jinak Zdravých lidí i tká-
ně a Orgány při hromadných Ztrátách. Co se
týče transplantace kostní dřeně [dále TKD),
nabyl tento problém Zvláštního významu v Ob-
dobí, ikdy`lidstvo~ Začalo být Ohrožováno mož-
ností použití atomových Zbr'aní.

První klinické zkušenosti s TKD

O prvních klinických úspěších při TKD mů-
žeme mluvit až V průběhu tohoto Století a bude
jim Zřejmě patřit především jeho poslední ob-
dobí. První pokusy O terapeutické použití kost-
ní dřeně byly však učiněny již Brownem-Sè-
guardem a d'Arsonavalem 1891, kteří použili
xenogenní kostní dřeň perorálně u 'případů
s chorobami krvetvorby. Následovaly pokusy .

s perorálním podáním extra'ktu červených krvi-
nek u perniciózní anémie. Vzhledem k tomu, že
tyto choroby byly pokládány Za Sta'vy karenflč-
ní, nepřipadli tehdejší autoři na myšlenku pře-
vádět živé buňky. Řada autorů proto právem
Všechny tyto pokusy kritizovala. R. 1929 ozna-
čila Americká lékařská společnost dosud pro-
vede-né pokusy za neúči'rnné a extraktu“ kostní
dřeně 'byla přiznána účinnost jen. pro obsah
železa. Přesto referují Bfowçmaınn 1938 a Cooke
1938 O několika případech leukémií, léčených pa-
renterálními inj'ek'cemi kostní dřeně, kdy došlo
k částečné remisi. Schretzenmayer první použil
Suspenze živých buněk kostní dřeně. Následo-
vala řada dalších pokusů. Nová etapa začala
na počátku padesátých let, kdy clonění krve-
tvorby a TKD byly Zavedeny do léčby nemoci
ze záření [Iacobson 1949]. Rickers předložil
teorii o znovuosídle-ní ozářené kostní dřeně
živými a funkce schopnýmfi dřeňovými buňkami
dárce. Jacobson předpokládal humorální účinek
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dřeňové suspenze. Díky intenzívnímu výzkumu
v následujících 20 letech přestává být“ TKD
v po-Slední době pouze empirickou a ve Svých
výsledcích Zcela nejistou léčeb'nou metodou
a dostává se na Skutečně vědeckou bázi [Pegg
1966]. .

První úspěchy při použití kostní dřeně v kli-
nice byly hlášeny Z celého světa. Je potěšitelné,
že českoslovenští autoři nezůstali pozadu.
V r. 1961 publikovali pracovníci Ústřední vo-
jenské nemocnice [Arient, Potměšil, Skala, Du-
fek] léčebné použití kostní dřeně u nemocného
akutní leukémií, dříve neúspěšně léčeného
6-merkaptopurinem a Prednisonem. Pacient byl
celotělově ozářen 400 R a následovala TKD. Lé-
čebné Schéma bylo moderní a perfektně doku-
mentováno. Klinické pokusy byly na počátku
60 let provedeny také na dalších pracovištích:
v Bratislavě [Hrubiško 1962], v ÚHKT v Praze
[Nouza 1963].

To však již docházelo vzhledem k neuspoko-
jivým výsledkům k poklesu zájmu o TKD. Roku
1959-62 bylo ve světové literatuře Zveřejněno
pouze 154 TKD u lidí [Bıortin 1970].

Oživení Zájmu o TKD nastalo `v posledních
třech letech. Bylo dosaženo výrazných pokro-
ků při odběru a konzervaci buněk kostní dřeně,
Zlepšily se možnosti výběru vhodného dárce,
metody i'munosuprese dárce i příjemce, bylo
dosaženo pokrokuI při úpravě kostní dřeně před
transplantaci. Klinické léčebné pokusy jsou
zachycová-ny a analyzovány v ACS/NIH Organ
Transplant Registry se sídlem v Chicagu. Zde
Se soustřeďují Záznamy o provedených TKD
Z celého světa podle jednotného, nově uprave-
ného formuláře.

Indikace ke klinickému použití TKD
u lidí

1. Náhodné ozáření letální a lehce Supra-
letální dávkou tvrdého záření

Cílem TKD v této indikaci je repopulace veš-
keré hemopoetické tkáně velkým štěpem. Tato
indikace, kde TKD je jedinou nadějí na Záchra-
nu života, je řazena většinou autorů Shodně
na prvé místo. Není třeba zdůrazňovat mimo-
řádný význam pro vojenskou medicínu.

V r. 1958 došlo k ozáření 6 fyziků gama-paprsky
a neutrony při nešťastné události v jugoslávská Vince.
Ieden z nich, který byl ozářen největší dávkou, zemřel;
další čtyři, jejichž ozáření se odhadovalo na 600 až
1000 rem, byli léčení. velmi úspěšně transplantaci alo-
genní dřeně [Mathé a Spol., 1959]. Ieden pacient, jehož
expozice Se odhadovala na 300-500 rem, kostní dřeň
nedostal a zotavil se Spontánně. Úspěšné použití TKD
po celotělovém ozáření vysokými dávkami ıbylo později
opakovaně potvrzeno.

Z. Některé poruchy činnosti kostní dřeně (pri-
mární i sekundární aplazie a hypoplazie
kostní“ dřeně - - např. vzniklé při léčení
leukémie cytostatiky, po použití některých
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léků a toxických látek, působících útlum
kostní dřeně apod.)

Cílem léčby je' opět repopulace veškeré
hemop-oetické tkáně velkým štěpem. Někteří
autoři však neřadí tyto poruchy krvetvorby
hned ina druhé místo v indikacích pro TKD.
Problém použití kostní dřeně je zde ještě do
jisté míry diskutabilní vzhledem. k dosud málo
uspokojivým terapeutickým výsledkům. V této
Souvislosti je zajímavý výzkumný Směr, zdů-
vodňující malou úspěšnost TKD u primární
aplazie kostní dřeně prvotní poruchou mikro-
cirkulace v kostní dření, zvláště při eventuál-
ním autoimunním poškození cév kostní dřeně
[Knospe a Crosby 1971].

Iinou indikací pro TKD jsou kongenitální
hemoglobinopatie -— thalassémie, Sicle-cells
anémie. V posledních letech bylo provedeno
několik pokusů o léčbu těchto chorob pomocí
TKD, ıněkteré případy byly úspěšné.

3. Zhoubná onemocnění krvetvorby
Při této indikaci TKD bylo provedeno nejvíc

pokusů. Celkové výsledky však |nejsou dosud
uspokojivé. Hlavním důvodem je, že dosud ne-
existuje .metoda umožňující zcela Zlikvídovat
zh-oubné onemocnění a dále to, že štěp je zřej-
mě, stejně jako původní dřeň, vnímavý k účin-
kům leukemogenního činitele. V posledních le-
tech proto d-ošlo k přesunu Zájmu pracovníků
S TKD na jiné poruchy krvetvorby. Chemotera-
pie má dnes lepší a často i trvalé výsledky.
Blastická krize u chronické leukémie, nezvlád-
nutelná konvenčnim postupem, je však Stále
indikaci vhodn'ou pro transplantační léčbu.

Tab. 1

vTransplantační
nomenklatura Sérologická

nomen-
klatura

Štěp
stará nová

od téhož
jedince
od jedince
inbrední
populace `

autoantigen
auto-
protilátka

autologní
isologní

Syngenní

od jedince
téhož druhu

homologní alogenní isoantigen
iso-
protilátka

hetero-
antigen
hetero-
protilátka

od jedince
jiného druhu

heterologní xenogenní

Z Cizího
materiálu

aloplastický
homostabilní

4. Stavy imunologické nedostatečnosti
Tato indikace Se dostal-a do centra Zájmu

v posledních 3-4 letech, kdy se ukázalo, že
v kostní- dřeni jsou 'přítomny kmenové buňky
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lymfoidní řady. Protože krvetvorba u stavů
imunologické nedostatečnosti může být Zcela
normální, stačí pro úpravu lymfatické řady
tzv. malý štěp (van. Bekfkıum 1971). jsou autoři,
kteří připisují TKD u vhodných typů imuno-
logické nedostatečnosti prvořadý význam
[Meuwissen 1969, van, Rood 1969). Od r. 1968,
kdy Gatti a Sp'ol. provedli v této indikaci první V
úspěšnou TKD, bylo popsáno 16 dalších pacien-
tů. Tři Z nich žijí déle než 3 roky v dobrém
klinickém Stavu. Bez TKD byla jejich Smrt ne“-
odvratná.

Buněčný a humorální efekt
tran-splantované kostní dřeně

již jsme se zmínili, že existují -dvě teorie
o mechanismu působení TKD: humorální a bu-
něčná. Většina autorů zastává dnes buněčnou
teorii, která říká, že buňky štěpu osídlí hosti-
telovy krvetvorné, resp. i lymfoidní tkáně. Iako
doklad se uvádí objevení a Vzestup počtu| dár-
cových buněk, popřípadě úplná náhrada pří-
jemcových krevních a dřeňových buněk dár-
oovými, i řada jiných nálezů. Uplatňuje se však
pravděpodobně i humorální úloha štěpu: určitý
podněcující vliv na krvetvoTbu má i bezbuněč-
ný extrakt z k`rve`tvorné tkáně. V jaderné trakci
homìogenátu kostní dřeně je nedialyzovatelný
faktor „radiačního zotavení", který má pravdě-
podobně povahu desoxyribonukleoproteinu.

Některé problémy spojené s transplantaci
. kostni dřeně

K transplantaci je nejlepší používat kostní
dřeň syngenní [dárce a příjemce jsou jedinci
inbrední linie pokusných zvířat, nebo jedno-
vaječná dvojčata u lidí, popřípadě je retrans-
plantována dřeň vlastni -— autolognî]. Po trans-
plantaci synge-nní kostní dřeně nedochází
k imunitní reakci příjemce proti štěpu ani ště-
pu proti příjemci. Transplantace prováděné
mezi jedinci stejného druhu se nazývají alo—
genni; pak zpravidla vzniká imunitní vypuzo-
vací reakce příjemce proti štěpu, popřípadě
i reakce štěpu proti příjemci -- tzv. druhotné,
Sekundární onemocnění. Využití xenogenní
kostní dřeně [dárce a Vpříjemce pocházejí
z různých druhů) je mżéně časté, ale i Zde jsou
někteří autoři optimističtí a soudí, že i tato
metoda má klinické vyhlídky do budoucna [van
Bekkˇunn 1970).

jestliže byla úspěšně provedena transplan-
tace hemopoetického štěpu, vzniká chimera,
cíl našeho Snažení. Úplný chimerifsmus zname-
ná náhradu všech typů hemopoetických buněk
i buněk lymfatických, chimefrismus parciální
znamená kompletní náhradu jedné nebo dvou
řad hemopoetických buněk [například jsou
přítomny ve 100 0/0 pouze erytrocyty dárcova
typu); při 4smíšeném chitmerismu jsou přítom-
ny dárcovy a příjemcovy buňky v 'příjemci zá-
roveň.

AWM

L

Rozhodující k úspěšné transplantaci je také
množství jaderných elementů kostní dřeně.
Všeobecně se uvádí, že dostačující je množství
4><108 buněk/kg váhy, tj. asi 28><109 buněk
alogenní kostní dřeně pro dospělého člověka.
Množství buněk Inutných pro transplantaci syn-
genní dřeně je zhruba 10krát menší, při trans-
plantaci xenogen'ní kostní dřeně 10krát větší
[poměr 1:10:100]. Někteří autoři používají
mnoheml vyšších počtů buněk kostní dřeně
[skupina v Seattle 10krát vyšších). Ie ovšem
obtížné shromáždit talk velké množství kostní
dřeně.

Iakýłm způsobem kostní dřeň podat? Abso-
lutní většina autorů používá nitrožilní infúzi
buněk kostní dřeně. Zastánci intramedulá'rní-
ho podání kostní dřeně tvrdí, že intrazmedu-
lárně aplikovaná kostní dřeň má přece jen
o něco vyšší účinnost; dále je Snad Ipři tomto
způsobu podání menší nebezpečí tukové em-
bolizace. Po Initrožilní-m podání lze Zjistit po-
mocí izotolpy značených 'krevních elementů
Zdržení jaderných elementů asi do 24 hodin
v plicích, pak `nastane osídlení dřeně. Další
Způsoby podání [intrape~ritoneální, intramusku-
lární aj.) bn opuštěny, protože byly méně
úspěšné nebo neúspěšné.

Synge-nní dřeňová transplantace u lidí

Transplantace Syngenní dřeně u lidí je mož-
ná .mezi jednovaječznými dvojčaty. Výhodné je,
že postačuje jen poměrně .malé množství kost-
ní dřeně a nedochází ke vzájemným imunolo-
gic'kým komplikacím. V literatuře nacházíme
údaje o příznivých léčebných výsledcích u ně-
kolika nemocných S dřeňov-o-u aplazií. Pokusy
o léčbu leukémie byly málo úspěšné —— V do-
Stupné literatuře jsme našli údaje o léčbě cel-
kempouze asi u 20 nemocných.

Autologní dřeňová transplantace u lidí

Při podání vlastní kostní dřeně Se neuplat-
ňují tmunolo'gické bariéry, které by byly na
překážku transplantace- Minimální nutné
.množství kostní dřeně je poměrně malé, zpra-
vidla Se používá asi 100 ml aspirované dřeně.

_`.'_I'ransplantace vlastní kostní dřeně se nejčas-
těji používá pro zajištění bezpečnosti inten-
zívní terapie zářením a masivní chemoterapie
u maligních chorob. Kostní dřeň je možno po
krátkou dobu uchovávat při chladničkové tep-
lotě, pro delší uchování je nutné mrazení na
nízké teploty [-79 St. C —— teplota Suchého
ledu nehoz-196 St. C -- teplota tekutého dusí-
ku). Po Skončení protinádorové terapie je vrá-
cena i. v. nemocnému.

Nejjednodušší lmetodu autologní TKD popsal
Black 1959, který odňal kostní dřeň do hepa-
rinizované injekční stříkačky, pak podal rychle
účinkující chemoterapeutikum a po odeznění
účinku vrátil kostní dřeň nemocnému. Iinou
možností je ochránit kostní dřeň před ozáře-
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ním např. cloněním .určité oblasti olovem a
před vlivem chemoterapeutik zaškrcenínr kon-
četiny turniketem. Chráněné oblasti je popří-
padě možné obohatit o kostní dřeň, získanou
z jiných míst těla. `

Při hodnocení výsledků 'autologní TKD se po-
užívá jako míry úspěchu rychlosti regenerace
krvetvorby. Vzhledem k tomu, že krvetvorba se
může Zotavit spontánně i po poměrně značném
poškození a- osu'd vlastních retransplantova-
ných buněk nelze prakticky Sledovat, je hodno-
cení úspěšnosti této léčby dosud velmi pr-oble-
matické. _

Zajímavé jsou pokusy O odběr a uchovávání
kostní dřeně během remise leukémie a její po-
dání při relapsu po celˇotělovém ozáření [Mc
Govern 1963]. Tyto pokusy byly vesměs ne-
úspěšné, snad i pro technické záva-dy [Pegg
1966]. Iniúze autologní kostní dřeně má ome-
Zení také Z jiných důvodů. Snaha O zničení ná-
dorového ložiska velkými dávkažmi záření nebo
chemoterapeutik často ne-ní provázena úspě-
chem. Někteří autoři neuvádějí vůbec případy
Zhoubných nádorů mezi indikacemi pro TKD.
Přes uvedené nevýhody se zdá, že použití auto-
logní kostní dřeně umožňuje pokračovat v léč-
bě i při zhoršení k'revního Obrazu a vzniku
dalších projevů útlumu krvetvorby.

Alogenní dřeňová transplantace u lidí

Alogenní TKD jsou nejběžnější; jejich počet
vzrostl Zejména v posledních 3-4 letech a
bude jim pravděpodobně věnována největší po-
zornost i v budoucnu. Při transplantaci alogen-
ní kostní dřeně narážíme na rozdíl od dříve
popsané transplantace syngenni kostní dřeně
na základní obtíže, kterými jsou imunitní re-
akce, vyvolané odlišnými antigenními vlast-
nostmi dárce a příjemce. Tyto reakce Se proje-
vují jako vyp'uzení štěpu, anebo druhżotná ne-
moc -- Syndrom chorobných příznaků, vyvola-
ných reakcí štěpu proti příje'mci. Sekundární
choroba Se vyvíjí jedině tehdy, ujme-li Se trans-
plantát alespoň dočasně, protože jedině tehdy
Se může reakce imunokompetentních buněk
proti hostiteli rozvinout. Má těžké klinické pří-
znaky a často vedeL ke Smrti. Ie proto nutno
S maximální intenzitou provádět prevenci a
intenzívní léčbu této imunologické komplikace.

Vzhledem k zásadní důležitosti Vproblema-
tiky pojednáme o některých faktorech alogen-
ní TKD podrobněji.

Imunosuprese příjemce

a) v minulých letech byla nejčastěji používána
imunosuprese příjemce celotělovým ozáře-
Iním v subletálních a letálních dávkách.
Tato léčba měla řadu 'prognosticky závaž-
ných vedlejších příznaků, a proto Se zájem
Výzkumníků přesunul na imunosupresiva.

b] Z chemoterapeutik se 'nejvíce osvědčil cyk-
lofosfamid [dále CY], ale s úspěchem byla
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použita i jiná imunosupresiva. Bylo vypra-
cováno několik aplikačních schémat. V sou-
časné době se nejčastěji používá tzv. Balti-
morské schéma, kdy Se aplikuje CY v dávce
60 mg/kg/den po 4 dny a pátý den Se trans-
plantuje kostní dřeň. Santos [1970] doporu-
čuje podat jednu konzervu krve dárce pří-
jemci před TKD, což podle něho umožňuje
Snížit dávku CY na 45 mg/kg po 4 dny.

c] Výhodné je i použití antilymfocytárního Sé-
ra [dále ALS) nebo antilymfocytárního glo-
bulinu, O němž např. re-ferují Mathé a Amiel
1971, Nouza 1971. Při aplazii kostní dřeně
není vhodné Vpoužít k přípravě příjemce
Záření a CY; doporučuje Se 'podávat 1 měsíc
androgeny a pak použít ALS. ALS je rovněž
vhodné v přípravě léčby kostní dření u he-
moglobinopa'tií.

Sekundární nemoc

Van Bekkum a spol. [1959] považuji tento
Syndrom za kombinovaný efekt reakce štěpu
proti hostiteli [ graft-versuS-hoSt-reaction1, ná-
Sledků Samotného Ozáření a nízké rezistence
proti infekcim. Reakcí vyvolávají ve dřeňovém
štěpu obsažené imunokompetentní buňky. Tíže
choroby Závisí na jejich množství v transplan-
táˇtu, a proto Se Stupňuje při zvyšování celko-
vého Objemu kostní dřeně. je nutné přísně od-
lišovat Sekundární chorobu od časné nebo
pozdní vypuzovací reakce, v níž imunitní re-
akce hostitele likviduje štěp. Smrt v tomto pří-
padě je provázena aplazii kostní dřeně, zatím-
co při Sekundární chorobě je dřeň nápadně bu-
něčná [But'omo 1970].

Z hle-diska patologicko-anatomického dělí de
Vries [1970] Sekundární chorobu na akutní a
chronickou. Mathé [1970] soudí, že pro klinic-
kou praxi je vhodné rozeznávat 4 kategorie:
hyperakutní, akutní, subakutní a chronický
Sekundární Syndrom. Hyperaku'tní se objeví
ještě před tím, než dřeňový štěp restauruje
dřeň. Ostatní 3 Syndromy Se -objevují až potom,
když je kostní dřeň již morfologie-ky Zřetelně
obnovena. Akutní Sekundární syndrom kolem
30. dne, Subakutní začátkem 3. měsíce a chro-
nický později.

R. 1970 shrnul Mathé kritéria pro diagnózu
Sekundární choroby:
1. Zažívací poruchy: anorexie, průjem, zvrace-

ní, poruchy trávení a vstřebávání.
2. Hepatitida se žloutenkou a Zvýšením hladi-

ny ja-terních enzymů.
3. Různé kožní projevy: eflorescence různého

typu — někdy splývající, exfoliativní derma-
titis, edém kůže apod.

4. Všeobecné příznaky: horečka, nereagujícina
obvyklá antipyretika, různé infekce bakte-
riální, kvasinkové, virové (např. i cytomega-
lo-virové ].,
V patogeneze Sekundární choroby hraje dů-

ležitou úlohu postižení lymfatické tkáně. Imu-
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nokompetentní buňky dárce se Setkávají v or-
ganismu hO-stite-le, Zvláště v lymfatickém systé-
mu, s antigenně cizími buňkami, senzibilizují
se a reagují proti nim. Po přechodné hyper-
plazii vzniká atrofie lymfatické tkáně příjem-
ce, provázená poruchou obranyschopnosti or-
ganismu a rozvojem infekčních komplikací.
Barnes [1962) zdůrazňuje vedle poklesu ob-ra-
nyˇschopnosti i narušení dalších funkcí lymfo-
cytů [trofické úlohy při Syntéze DNK bílkovin,
při mitózách a dalších významných dějichj.

Z patogenezy Sekundární choroby vyplývá
i způsob její prevence a léčení. Mezi nejvý-
znamnější opatření patří:

1. Výběr vhodného dárce

Ukázalo Se, že mezi geneticky velmi blízký-
mi jedinci, shodnými v hlavním lidském trans-
plantačním [histokomlpatibilním] Systému HL-A,
probíhají vzájemné imunitní reakce poměrně
mírně a lze je snáze překonat. Výběr vhodných
dárců je dnes zajištěn velmi rozpracovanými
metodami sérologické typizace, testem smíše-
ných lymfocytárníclh kultur in vitro a dalšími
metodami [Ivašková et al. 1969, Nouza a Böhm
1971].

2. Ovlivnění dárce

Bylo vyzkoušeno 'p-romýváni cév zvířat fyzio-
logickým roztokem ke snížení počtu dřeňových
lyımfoi'dnich buněk [Thomas 1962]. Dále byly
činěny pokusy o snížení počtu lymfoidních bu-
něk ozářenímš dárce; tento postup ovšem. Sni-
žuje vedle počtu imiunàoko'mpetentních buněk
také počet hemopoetických elelmentů .Ani
použití Iradioprotektiv -nezlepšilo výsledky. Pří-
prava dárce kortikoidyfaimunosupresižvními lát-
kami S cílem vyvolat i'nvoluci lymfoidní tkáně
dává pochybné výsledky. Nepoužitelˇná pro pra.-
xi je neonatální thymektomie, vhodná u zvířat
(Dalmassˇo 1962), a podání příjemcových anti-
genů v postn'atálním období. ALS dává lepší
výsledky u' myší než u primátů.

3. Manipulace se štěpem in vitro

Opatření, která můžeme zahrnout pod pojem
„manipulace Se štěpem in vitro", nabývají
praktické důležitosti v poslední době:

a] Biologické působky
R. 1963 zjistili Amiel a Mathé, že inkubace

kostní dřeně při teplotě 37 st. C po 2 hodiny
snižuje významně počet imunokompete-ntních
buněk, ale nesnižuje léčebný účinek kostní dře-
ně. Ink'ubace při 37 st. C [ev. 'při 4 st. C] in
vitro 'totiž 'ničí imunologicky aktivní buňky hlo-
davců 10krát více než buňky krvetvorby (van
Bekkum 1964].

Později bylo zjištěno, že u myší ALS posti-
huje lymfoidní buňky více než krvetvorné,
u primátů je tento fenomen méně vyjádřen.
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Nadějné je antiglobulinové sérum [které lposti-
huje pouze buňky nesoucí globulinové recep-
tory, tj. pouze buňky lymfoidníl, popřípadě
séra proti antigenům, specifickým pro lymfoid-
ní buňky.

b ] Fyzikální .metody
Veliké naděje jsou vkládány v posledních

letech do metod separace kmenových buněk
Sedimentací a centrifugací. Turner 1967 získal
centrifugací buněčné Suspenze myší kostní
dřeně v gradientu hovězího Seruˇmalbuminu
frakci, která obsahovala 30kr`át více buněk
tvořících kolonie než výchozí suspenze. jeho
pokusy s úspěchem opażkovali další autoři
[Demko 1968, Simonsen a spol. 1968 aj.]. Se-
parace léčebně účinné a nebezpečné frakce
buněk kostní dřeně v gra-dientu hovězího se-
rumalbuminu byla zkoušena také u jiných zví-
řat a S lidskou dření [Dicke a spol. 1968 ~—
1971]. Výsledky některých prací jsou povzbu-
divé. U pokus-ných zvířat byly již získány frak-
ce obsahující 20—40 O/o kmenových buněk.

Kultivací buněčných klonů in vitro bylo dosažen-o
takového pokroku, že se začínají Objevovat práce o ne-
Omezené propagaci lymfoflidních buněk. Takový vývoj
oživil starý sen pracovníků S TKD -- pěstování neohrani-
čených počtů buněk, a to kterého-koliv žádaného typıu
a antigenni Skupiny v laboratoři a tím zabezpečení kaž-
dého pacienta štěpem po-dle jeho vlastní potřeby [van
Bekkum 1970].

4. Ovlivnění příjemce

V léčbě příjemce po TKD byla S úspěchem
vyzkoušena řada postupů: nejčastěji je použí-
ván ametopterin [MetotrexažteL CY, kortikoidy,
antilymfocytární sérum a globulin. K úpravě
lymfatické aplazie směřuje podání lymfosti-
ımulačních látek, např. extraktuı z thymu a ště-
pů z thymu [Mafithé et al. 1968].

Je ovšem nutné si uvědomit, že reakce GVH
nemusí být vždy nežádoucí: její první fáze mů-
že být využita ıpři léčbě leukémií a k ničení
tumorózních buněk. Ie však nutno zajistit
dobře kontrolu dalšího průběhu druhotné ne-
mocı.

Testy vitality a funkčních vlastností
kostní dřeně

V Souvislosti s TKD Vyvstává důležitost
zjišťování životnosti a funkceschopnosti hemo-

. poetických buněk.. K tomu Slouží řada metod.
Určuje Se Schopnost buněk růst v tkáňových
k'ulturách, pohyblivost buněk, počet mitóz, úro-
veň syntézy DNK, Hb, intenzita dýchání apod.
Nejrozšířenější jsou u'kazatelé charakterizující
tinkční, vlastnosti jádra a protoplazmy buněk
—— pro svou jednoduchost a časovou nenároč-
nˇost. Metody spočívají na předpokladu, že b-ar-
vitelnost koloiˇdů jednotlivých buněk závisí na
jejich funkčním stavu. Některá barviva (např.
eosin, erythrosin] barvi difúzně mrtvé nebo po-
š'kozené buňky, nepoškozené Se nebarví. Někte-
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rá barviva dovolují rozlišovat ještě Skupinu
buněk v tzv. Stavu reveTzibilního poškození -
paranekrózy. Bylo vyzkoušeno barvení brilant-
kreSylovou modří, trypanovou modří, fluores-
kujícími barvivy — zvláště akridínovou oranží.
Tyto testy obvykle nekorelují Zcela přesně se
Skutečnou funkceschopností kostní dřeně, oby-
čejně nadhodnocují skutečnost (Costachel, Cor-
neci 1968], ale jsou Srovnaˇtelné a pro jednodu-
chost je používá řada autorů. Nejlepším ukaza-
telem Skutečné Íunkceschop'nosti buněk kostní
dřeně je jejich praktická schopnost obnovit
krvetvorbu, což Se dá Zjišt'ovat na modelu ozá-
řených Zvířat. Velmi cenné je Zjišťování růstu
buněčných kolonií ve slezině, metodika je však
Zatím použitelná pro myši a teprve se hledají
vhodné klinické Systémy. Nadějné 'je vyšetřo-
vání růstu buněčných kolonií kmenových bu-
něk v polotek'utém agaru. Úroveň Syntézy DNK
v buňkách se dá Zjistit podle Začleňování thy-
mˇidinu, Značeného C 14, nebo tritiem.. Tato me-
toda je však nejen technicky náročná a drahá,
ale má i technická omezení [ředění iZotopu při
dělení buněk; kmenové buňky prodělávají něk-
dy dlouhou, tzv. Spící fázi, kdy se nedělí a izo-
top. tedy nezabudovávajíj. Řada. metod S bar-
_vivy, izotopových a jiných, má také své ome-
Zení'v tom, že Z'koumá buňky kostní dřeně
vcelku a nejen buňky kmenové, kterých je
méně než 1 0/0.

Sami (používáme prozatím metody s trypano-
vou modří, která je velmi jednoduchá a nená-
ročná. Současně přistupujeıme k metodě Zjišťo-
vá=ní úrovně metabolismu DNK a v budoucnu
hodláme využít některé Z přesnějších metod,
jmenovitě rmetody Zjišťování růstu buněčných
kolonií in vitro.

Významné jsou rovněž testy Zjišťující imu--
nologic'kou aktivituı štěpu ——— u zvířat lze použít
metody in vivo, u člověka jsou nejperspektiv-
nější metody in vitro- například Stimulace
lymioidních buněk k blastické transformaci
phytohemaglutininem.

Některé technické aspekty odběru,
uchovávání a podání kostní dřeně

Získávání dřeňových buněk

U normálního dospělého člověka je obsažena
hemopoetická kostní dřeň v kostech lebky,
hrudního koše, pá'nve a páteře. Odběr kostní
dřeně od živých dárců je obyčejně prováděn
mnohonásobnými punkcemi s aspirací. Dame-
shek [1956] původně používal lokální anesté-
Zie a Sedativ, ale obyčejně se dává přednost
celkové anestézii, kdy lze také Získat větší
množství kostní dřeně. Pacient leží na břiše,
pu'nktují Se zadní ilické hřebeny a trny, potom
je pacient otočen a provedena as'pirace Ze ster-
na, předních ilických hřebenů a Spina ilica
anterior. V pánevní oblasti je obvykle dosta-
tečně pohyblivá kůže, což umožňuje udělat ně-
kolik punkcí z jednohokožního vpichu. Použí-
Vá se různých jehel, `např.-Wi'm-Silvermanovy,
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Milerovy, Waterfieldovy, Peggovy. Lze použít
aspirace do Stříkačky přes trojcestný kohout,
kterým se dá přisávat konzervační roztok S he-
parinem, v třetí poloze kohoutu se provádí
vypuštění do kontejneru. Sami hodláme použít
k aspiraci vývěvy o podtlaku asi 5/4 attm. [meto-
dika pracovníků tkáň'ové banky v Lipsku). Při
jednom nažsátí se doporučuje odebrat 2-5 ml
kostní dřeně, při větším odběru je velká příměs
periferní krve. Provádí Se asi 30—50 vpichü,
Z jednoho vpichu asi 3 Ipunkce, celkem je mož-
no Získat asi 400 ml kostní dřeně o celkové
buněčnosti 5-15><109 jaderných buněk. Pegg
[1966] doporučuje ıpflřed provedením odběru
kostní dřeně provést diagnostické punkce kost'-
ní dřeně, aby bylo možno upřesnit uložení čer-
vené kostní dřeně u konkrétního dárce, event.
vyloučit výskyt malig'ních buněk.

Pro odběr kadaverózní dřeně bylo popsáno
několik metodik. Nejjednodušší popsala Spi-
žarskaja a Mamyševa [1961]; 4tato aspirační
metodika však má ,malou výtěžnost. Ferrebee
a spol. [1959] provádějí sterilní pitvu Va sne-
sení Ípředních obratlových těl k odběru kostní
dřeně. Je to metoda náročná technicky i na
zachování sterility. Ray a spol. [1959] doporu-
čili lisování obratlových těl v sáčcíc'h. Podobné
metodiky použil i Pegg [1966]. Naše skupina
pracuje metodikou vypracovanou Vaňáskem

Obr.'1. Kostka kostní dřeně, Získaná po Opracovánž
Zeuních ploch Obratlouých těl
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Obr. 2. Svářečka na sáčky pro

a Klenem [1968]; obraztlová těla Získaná nor-
mální pitvou se zvenčí sterilizují pomocí roz-
toku formalinu, pak se opláchnou sterilní vo-
dou, načež Se opracují zevní ıpfllochy obratlo-
vých těl a takto Získané kostičky kostní dřeně
jsou lisovány ve Speciálním lisu. Získaná dřeň
Se homogenizuje ve Speciální'm homogenizátoru
Za použití Sít S oky různé velikosti, pak je kost.-
ní dřeň vypuštěna do kontejneru a odcentri-
iugován tuk. Dosud provedená opakovaná vy-
šetření sterility jsouI uspokojující, Celý proces
je však dosti náročný a hodláme ho ještě modi-
fikovat. Výtěžnost jaderných buněk Z páteře
jednoho dospělého člověka je obvykle dosta-
tečná k provedení alogenní TKD. Podle našich
dosavadních výsledků je to 5><103 —— 1><1011
jaderných buněk.

K Získání kostní dřeně se dá použít i chi-
rurgicky získaných kostí [zvl. žeber] nebo fe-
tálníoh jater. Tyto metody jsou však u lidí tíže
použitelné a dávají malý výtěžek.

Ka-nzervace kostní dřeně

V posledních letech Se p-oužívají dva. Způsoby
konzervace ıkostní dřeně. První -- chlazení při
nízkých teplotách [používá Se tuhý (302, tep-
lota --79 st. C, nebo tekutý duısík, teplota
--196 st. C]. Druhý —— režim obyčejných chlad-
ničkových teplot Za přidání Stabilizujících a
konzervujících roztoků. Dlouhodobější ucho-
vání umožňuje jen první způsob. Ie však třeba
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kostní dřeň podle doc. Vaňáska

použít speciální a někdy Složité přístroje se
Zvláštním režimlem mrazení. le nutno Zvláště
dbát Ína Sku'penské teplo, které může v určitém
bodě“ působit výchylku v(„Spike“] ve stanove-
-ném režimu mrazení. Nebezpečí spojené s vel-
kým zvýšením Osmotíckého tlaku v tekuté fázi
při mrznutí vody Se snižuje přídavkem někte-
rých látek: glycerinu, dimetylsulfoxidu, poly-
vinylpyrolidonu a dalších. V podstatě každý
neutrální roztok, který není toxický, má větší
nebo menší příznivý vliv [Pegg 1966]. Byl vy-
Zkoušen a používá se roztok Hanksův, Tyro-
dův, TC 199, přídavek 5% lidského séra, v SSSR
používají roztok COLIPK. Při použití chladnič-
kových teplot [+2—’+5 st. C] Zůstává dřeň
léčebně účinná asi týden, pak klesá její účin-
nost pod 20 0/o [Costachel 1968].

V konzervaci kostní dřeně bylo dosaženo
pozoruhodně dobrých výsledků. Byly popsány
úspěšné TKD po několika letech konzervace
[Cabins a spol. 1962, Fedotěnko a Lavryk 1966
a další).

Uchováván-í a aplikace kostní dřeně

Kostní dřeň je| nutno uchovávat ve Zvlášt-
ních kontej'nerech, kde hrají úlohu různé tech-
nické detaily: významné je např. Složení Stěny
nádoby, přesné požadavky jsou kladeny na
difuzibilitu 'pro 002 a dusík při uchovávání
v tomlto prostředí, tepelnou vodivost apod. Sami
Zkoušíme Zatavené |sáčky Ze Speciální fólie.
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Před použitím je nutno kostní dřeň rozmrazit.
Ohřátí má být rychlé. Pokud bylo použito jako
protektivního agenS glycerolu, je nutno jej před
aplikací Odstranit. Tato manipulace není jed-
noduchá, jsou vypracovány speciální postupy,
např. Sloviter'ov'a postupná dilučıní procedura
anebo její modifikace. Pegg [1966] zdůrazňuje
nutnost co 'nejmenší |manipulace se dření po
Ohřátí. Proto je výhodné, že dimetylsulfoxid
není nutno odstraňovat. Má však charakteris-
tický Sulfidový Zá'pv'ach, který je' cítit v dechu
příjemce mnoho hodin Ipo infúzi a je špatně
Snášen. PO glycerolizované kostní dřeni palk
byly popsány opakovaně spazmy Ivén. Ohřátou
kostní dřeň podáváme Zpravidla nitrožilně,
Pegg [1966] doporučuje malé dávky do 80 mil,
aby nebyla překročena vazebná kapacita 'plaz-
my pro Hb, ji-nıak nastává přechodná hemoglo-
binurie. Technika konzervace zabezpečí totiž
uchovávání životaschopných buněk kostní dře-
ně, ale erytrocyty jsou většinou ničeny.

Závěr

TKD je perspektivní, ale ne dosud klinicky
rozšířená léčebná metoda. V několika 'posled-
ních letech došlo k prnu'dkému vzestupu Zájmu
o tuto metodu, což lze připsat řadě Zásadˇních
nových poznatků, rozebraných ve stati. Dosud
nejúspěšnější u lidí bylo použití TKD po ozáře-
ní a u některých Sta'Vů imunologické nedosta- r
teč'nosti. Důležitým důvodem, Vkterý vede k vá-
hání při léčebném použití kostní dřeně, je ne“-
bezpečí Sekundární choroby. Pokrokuvv pre-
venci a léčbě sekundární choroby bylo v po-
Slední době dosaženo hlavně Zlepšením imuno-
supresívních postupů, zavedením' výběru anti-
genně 'podobných dárců a příjemců a vypraco-
váním metod umožňujících odstranění imuno-
kompeteˇntiních buněk a koncentraci kmeno-
vých buněk štěpu. Ve'dle“ dřeně od živých dár-
ců - nejčastěji příbuzných, je možno použít
i kadaverózní kostní dřeně, kde však je mnohem
obtížnější Vyhledávat kompatibilní materiál.
Zde mohou pomoci mezinárodní banky kostní
dřeně. -

Problémy Spoje-né S TKD jsou Složité aI nároč-
né. Odpovědně řešit je mohou pouze velké ko-
lektivy pracovníků, pokud možno [mezinárodně
Sdružené. Tak například j'iž několik let úspěšně
pracuje „Cooperative Group on Bone Marrow
Transplantation. in Man", Sdružující přední
Světové pracovníky tohoto oboru. Isou podni-
kány kroky k zahájení součinnosti i v zemích
socialistického tábora.

TKD prochází nyní fází klinických pokusů a
intenzivního experimentálního studia. Nabízí
Se Stále více a lepších |možností 'k zvýšení apli-
kovatel'nosti TKD V klinice. ˇ
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