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TRANSPLANTACE KOSTNI DRENE V KLINICKE PRAXI

(Referét z literatury a prvni vlastni zkuSenosti s p¥ipravon transplanta&niho programu)

Podplukovnik MUDr. Milan BLAHA, MUDr. Karel NOUZA, CSc.

Vojensky lékarsky v§zkumny a do3kolovaci Gstav JEP v Hradci Krélové
(néd&elnik plk. doc. MUDr. Jar. Vaiidsek, CSc.)

Ceskoslovenskd akademie v&d, Ustav experimentflni biologie a genetiky
(pFednosta prof. MUDr. Prokop Mélek, DrSc.)

Problém nédhrady po$kozenych 1idsk§ch orgé-
ni jinymi — zdravymi — je velmi stary. O otaz-
ku se zajimala od zac¢dtku i vojenskd medicina:
transplantace by umoZnila nahradit zni¢ené
jednotlivé orgdny u jinak zdravych lidi i tk&-
né a orgdny pfi hromadnych ztridtdch. Co se
tyée transplantace kostni dfen& (ddle TKD),
nabyl tento problém zvl4Stniho vyznamu v ob-
dobi, kdy lidstvo zadalo byt ohroZovéno moZ-
nosti pouZiti atomovych zbrani.

Prvni klinické zku$enosti s TKD

O prvnich Kklinickych tGspé&$ich pii TKD mii-
Zeme mluvit aZ v priib&hu tohoto stoleti a bude
jim zfejmé& patfit pFedevSim jeho posledni ob-
dobi. Prvni pokusy o terapeutické pouZiti kost-
ni dfené byly vSak udinény jiZ Brownem-Se-
guardem a d’Arsonavalem 1891, ktefi pouZili
xenogenni kostni di'eii perordlné& u p¥ipadl

s chorobami krvetvorby. Nésledovaly pokusy

s perordlnim pod4nim extraktu ¢ervengch krvi-
nek u pernici6zni anémie. Vzhledem k tomu, Ze
tyto choroby byly poklddany za stavy karenc-
ni, nep¥ipadli tehdei$i autofi na myS$lenku pfe-
vadst Zivé buiiky. Rada autord proto prdvem
vSechny tyto pokusy kritizovala. R. 1929 ozna-
¢ila Americkd lékafskd spolednost dosud pro-
vedené pokusy za neGéinné a extraktu kostni
diené byla p¥izndna tGcinnost jen pro obsah
Zeleza. Pfesto referuji Bowmann 1938 a Cooke
1938 oné&kolika pf¥ipadech leukémii,1é€enfch pa-
renterdlnimi injekcemi kostni dfeng, kdy doslo
k Céstetné remisi. Schretzenmayer prvni pou#il
suspenze Zivych bunék kostni dfené&é. N&sledo-
vala Fada dalSich pokusi. Nov4 etapa zadala
na poddtku padeséitych let, kdy clon&ni krve-
tvorby a TKD byly zavedeny do 1é¢by nemoci
ze z4feni (Jacobson 1949). Rickers piedloZil
teorii o znovuosidleni ozadfené kostni diend
Zivymi a funkce schopnymi dfefiovymi buiikami
dérce. Jacobson piedpoklddal humorélnf Géinek
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dretiové suspenze. Diky intenzivnimu vyzkumu
v nésledujicich 20 letech prestdvd byt TKD
v posledni dob& pouze empirickou a ve svych
vysledcich zcela nejistou léfebnou metodou
a dostdva se na skutecné védeckou bazi (Pegg
1966). .

Prvni dspéchy pri pouZiti kostni dfené v kli-
nice byly hldSeny z celého svéta. Je pot&Sitelné,
Ze Ceskoslovensti autofi nezfistali pozadu.
V r. 1961 publikovali pracovnici Ustfedni vo-
jenské nemocnice (Arient, Potm#&sil, Skala, Du-
fek) léCebné pouZiti kostni dfen& u nemocného
akutni leukémii, diive netispgsné lé¢eného
6-merkaptopurinem a Prednisonem. Pacient byl
celotélové ozdfen 400 R a néasledovala TKD. Lé-
¢ebné schéma bylo moderni a perfektné doku-
mentovano. Klinické pokusy byly na poéatku
60 let provedeny také na dalSich pracoviStich:
v Bratislavé (HrubiSko 1962), v UHKT v Praze
(Nouza 1963).

To v3ak jiZ dochdzelo vzhledem k neuspoko-
jivym vysledk@im k poklesu zdjmu o TKD. Roku
1959—62 bylo ve svétové literatuie zvefejn&no
pouze 154 TKD u lidi (Bortin 1970).

OZiveni zdjmu o TKD nastalo v poslednich
tfech letech. Bylo dosaZeno vyraznych pokro-
ki p¥i odbéru a konzervaci bunék kostni dieng,
zlepSily se moZnosti vyb&ru vhodného dérce,
metody imunosuprese dirce i pi¥ijemce, bylo
dosaZeno pokroku p¥i tpravé kostni dfené pfed
transplantaci. Klinické 1éebné pokusy jsou
zachycovadny a analyzovdny v ACS/NIH Organ
Transplant Registry se sidlem v Chicagu. Zde
se soustfeduji zdznamy o provedenych TKD
z celého svéta podle jednotného, nové uprave-
ného formuléfe.

Indikace ke klinickému pouZiti TKD
u lidi

1. Ndhodné ozaieni letdlni a lehce supra-
letdlni davkou tvrdého zaFeni

Cilem TKD v této indikaci je repopulace ves-
keré hemopoetické tkané velkym S$t€pem. Tato
indikace, kde TKD je jedinou nadé&ji na zachra-
nu Zivota, je Fazena vétSinou autord shoedné&
na prvé misto. Neni t¥eba zdliraziiovat mimo-
rddny vyznam pro vojenskou medicinu.

V r. 1958 do$lo k ozéfeni 6 fyzikd gama-paprsky
a neutrony pf¥i ne3tastné udélosti v jugosldvské Vince.
Jeden z nich, kter§ byl ozé¥en mejv&tS{ ddvkou, zemfel;
dalsi Ctyfi, jejichZ ozafeni se odhadovalo na 600 aZ
1000 rem, byli 1é&eni. velmi Gsp&3Sné& transplantaci alo-
genni d¥en& (Mathé a spol., 1959). Jeden pacient, jehoZ
expozice se odhadovala na 300—500 rem, kostni dieii
nedostal a zotavil se spontdnn&. Usp&3né pouZiti TKD
po celotélovém ozéfeni vysokymi ddvkami bylo pozdéji
opakované& potvrzeno.

2. Nékteré poruchy éinnosti kostni difené (pri-
marni i sekundarni aplazie a hypoplazie
kostni- diené — nap¥. vzniklé p¥i 1é&eni
lenkémie cytostatiky, po pouZiti nékterych

l6kii a toxickych latek, piisobicich itlum
Kostni diené apod.)

Cilem 1éCby je op&t repopulace veskeré
hemopoetické tkdn& velkym St&pem. Né&kteil
autofi vSak nefadi tyto poruchy Kkrvetvorby
hned ma druhé misto v indikacich pro TKD.
Problém pouZiti kostni d¥en& je zde je$t& do
jisté miry diskutabilni vzhledem k dosud mélo
uspokojivym terapeutickym vysledkiim. V této
souvislosti je zajimavy vyzkumny smér, zdi-
vodiiujici malou tsp&Snost TKD u primérni
aplazie kostni dfené prvotni poruchou mikro-
cirkulace v kostni dfeni, zvla§té pii eventuédl-
nim autoimunnim poSkozeni cév kostni di¥ené
(Knospe a Crosby 1971).

Jinou indikaci pro TKD jsou kongenitalni
hemoglobinopatie — thalassémie, sicle-cells
anémie. V poslednich letech bylo provedeno
nékolik pokusii o 1é¢bu té&chto chorob pomoci
TKD, nékteré pripady byly tspésné.

3. Zhoubna onemocnéni krvetvorby

Pfi této indikaci TKD bylo provedeno nejvic
pokusil. Celkové vysledky vSak nejsou dosud
uspokojivé. Hlavnim- divodem je, Ze dosud ne-
existuje metoda umoZilujici zcela zlikvidovat
zhoubné onemocnéni a déle to, Ze §t&p je zfej-
mé, stejné jako plvodni dfeii, vnimavy k Géin-
kdim leukemogenniho &initele. V poslednich le-
tech proto doSlo k pFesunu zdjmu pracovnikil
s TKD na jiné poruchy krvetvorby. Chemotera-
pie mé dnes lepSi a Casto i trvalé vysledky.
Blasticka krize u chronické leukémie, nezvlad-
nutelnd konven¢nim postupem, je v3ak stéle
indikaci vhodnou pro transplanta¢ni 1é¢bu.

Tab. 1
‘Transplantaéni
nomenklatura Sérologicka
nomen- Stép
stard nova klatura
autologni syngenni autoantigen | od téhoZ
isologni auto- jedince
protildtka |od jedince
inbredni
populace
homologni | alogenni isoantigen {od jedince
iso- téhoZ druhu
protilatka
heterologni |xenogenni |hetero- od jedince
antigen jiného druhu
hetero-
protilatka
aloplasticky z cizfho
homostabilni materidlu

4. Stavy imunologické nedostate&nosti

Tato indikace se dostala do centra zdjmu
v poslednich 3—4 letech, kdy se ukézalo, Ze
v kostni. dfeni jsou p¥itomny kmenové buiiky
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lymfoidni Fady. ProtoZe krvetvorba u stavil
imunologické nedostatec¢nosti miiZe byt zcela
normélni, stadi pro dpravu lymfatické Fady
tzv. maly §tép (van Bekkum 1971). Jsou autofi,
ktefi piipisuji TKD u vhodnych typl imuno-
logické nedostate¢nosti prvofady vyznam
(Meuwissen 1969, van Rood 1969). Od r. 1968,
kdy Gatti a spol. provedli v této indikaci prvni
tispé&snou TKD, bylo popsano 16 dal3ich pacien-
td. T¥i z nich Ziji déle neZ 3 roky v dobrém
klinickém stavu. Bez TKD byla jejich smrt ne-
odvratna.

Buné¢tny a humoralni efekt
transplantované kostni diené

JiZ jsme se zminili, Ze existuji dvé teorie
o mechanismu plisobeni TKD: humorélni a bu-
néénd. Vétsina autorii zastdvd dnes buné&énou
teorii, kterd rikd, Ze buiiky $t&pu osidli hosti-
telovy krvetvorné, resp. i lymfoidni tk&né. Jako
doklad se uvAadi objeveni a vzestup poctu dar-
covfch bunék, popfipadé Gplnd ndhrada pii-
jemcovych krevnich a dfefiovych bun&k dar-
covymi, i fada jinych nélezl. Uplatiiuje se viak
pravd&podobné& i humoralni dloha Stépu: urcity
podnécujici vliv na krvetvorbu mé i bezbun&g-
ny extrakt z krvetvorné tkéné. V jaderné frakci
homogenédtu kostni dfené je nedialyzovatelny
faktor ,radiaéniho zotaveni“, ktery méa pravdé-
podobné povahu desoxyribonukleoproteinu.

Nékteré problémy spojené s transplantaci
kostni diené

K transplantaci je nejleps$i pouZivat kostni
dreil syngenni (darce a pfijemce jsou jedinci
inbredni linie pokusnych zvifat, nebo jedno-
vajeénd dvojcata u lidi, popfipadé je retrans-
plantovéna dferi vlastni — autologni). Po trans-
plantaci syngenni kostni difené nedochédzi
k imunitni reakci p¥ijemce proti §t€pu ani $t&-
pu proti piijemci. Transplantace provad&né
mezi jedinci stejného druhu se nazyvaji alo-
genni; pak zpravidla vznikd imunitni vypuzo-
vaci reakce ptijemce proti St&pu, popfipadé
i reakce §t&pu proti p¥ijemci — tzv. druhotné,
sekunddrni onemocné&ni. VyuZiti xenogenni
gostni dfen& (darce a piijemce pochéazeji
z riznych druhil) je méné casté, ale i zde jsou
nékteli autofi optimisti¢ti a soudi, Ze i tato
metoda mé klinické vyhlidky do budoucna (van
Bekkum 1970).

JestliZe byla tisp&3né provedena transplan-
tace hemopoetického §tépu, vznikd chimera,
cil naseho snaZeni. Uplny chimerismus zname-
né ndhradu vSech typd hemopoetickych bun&k
i bun&k lymfatickych, chimerismus parcidlni
znamend kompletni ndhradu jedné nebo dvou
fad hemopoetickych bun&k (napfiklad jsou
pfitomny ve 100 % pouze erytrocyty darcova
typu); pfi smiSeném chimerismu jsou pritom-
ny dércovy a pfijemcovy buiiky v pfijemci z&-
roveri.

4 Zdvgvornicks lscy,

Rozhodujici k Usp&Sné transplantaci je také
mnoZstvi jadernych elementli kostni diens.
V3eobecné se uvéadi, Ze dostacujici je mnoZstvi
4><108 bunék/kg véhy, tj. asi 28X109 bun&k
alogenni kostni difené pro dospé&lého ¢lovéka.
MnoZstvi bun&k nutnych pro transplantaci syn-
genni dfené& je zhruba 10kré&t mensi, p¥i trans-
plantaci xenogenni kostni dfené 10krat vé&tsi
(pomér 1:10:100). N&ktefi autofi pouZivaji
mnohem vys§ich poét buné&k kostni diené
(skupina v Seattle 10krat vys$sich). Je ovSem
obtiZné shromé4zdit tak velké mnoZstvi kostni
dfen&.

Jakym zpasobem kostni dfefi podat? Abso-
lutni vétSina autorfi pouZivd nitroZilni infazi
bunék kostni diené&. Zastdnci intramedulérni-
ho podéni kostni dfen& tvrdi, Ze intramedu-
larné aplikovand kostni difefi méa pfece jen
o néco vySsi acinnost; déle je snad pfi tomto
zplisobu podédni mens$i nebezpec¢i tukové em-
bolizace. Po nitroZilnim podani lze zjistit po-
moci ‘izotopy znadenych Kkrevnich elementt
zdrZeni jadernych elementd asi do 24 hodin
v plicich, pak nastane osidleni diené&. Dalsi
zplisoby podéani (intraperitoneélni, intramusku-
larni aj.) byly opustény, protoZe byly méné
isp&Sné nebo nedspésné.

Syngenni diefiova transplantace u lidi

Transplantace syngenni dfené u lidi je moZ-
nd mezi jednovajeénymi dvojcaty. Vyhodné je,
Ze postaduje jen pomé&rné malé mnoZstvi kost-
ni dfen& a nedochédzi ke vzdjemnym imunolo-
gickym komplikacim. V literatufe nachézime
tidaje o pfiznivych 1é¢ebnych vysledcich u né-
kolika nemocnych s dfefiovou aplazii. Pokusy
o lé¢bu leukémie byly mélo tspéSné — v do-
stupné literatufe jsme na$li iidaje o 16¢bé cel-
kem pouze asi u 20 nemocnych.

Autologni dieiiova transplantace u lidi

Pfi podani vlastni kostni d¥ené& se neuplat-
fiuji imunologické bariéry, které by byly na
pfekdZku transplantace. Minimélni nutné
mnoZstvi kostni diené je pomérné& malé, zpra-
vidla se pouZivad asi 100 ml aspirované diené.
Transplantace vlastni kostni dien& se nejcas-

t&ji pouZivd pro zajisténi bezpednosti inten-

zivni terapie zdfFenim a masivni chemoterapie
u malignich chorob. Kostni dreil je moZno po
kratkou dobu uchovévat p¥i chladnic¢kové tep-
lot&, pro del$i uchovéni je nutné mrazeni na
nizké teploty (—79 st. C — teplota suchého
ledu nebo.—196 st. C — teplota tekutého dusi-
ku). Po skondéeni protinddorové terapie je vré-
cena i. v. nemocnémau.

Nejjednoduss$i metodu autologni TKD popsal
Black 1959, ktery odiial kostni dfeii do hepa-
rinizované injekéni stiikacky, pak podal rychle
ucinkujici chemoterapeutikum a po odezn&ni
adinku vratil kostni diefi nemocnému. Jinou
moZnosti je ochrénit kostni dfeti pfed ozéfe-
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nim mnap¥. clon&nim urdité oblasti olovem a
pfed vlivem chemoterapeutik zaskrcenim kon-
Cetiny turniketem. Chrdnéné oblasti je popii-
padé moZné obohatit o kostni dier, ziskanou
Z jinych mist téla. '

Pri hodnoceni vysledkil autologni TKD se po-
uZivd jako miry dspé&chu rychlosti regenerace
krvetvorby. Vzhledem k tomu, Ze krvetvorba se
miZe zotavit spontdnné i po pomé&rné znatném
poSkozeni a osud vlastnich retransplantova-
nych bun&k nelze prakticky sledovat, je hodno-
ceni uspéSnosti této 16&by dosud velmi proble-
matické.

Zajimavé jsou pokusy o odbér a uchovéavéani
kostni dfené b&hem remise leukémie a jeji po-
déani pri relapsu po celotélovém ozéaireni (Mc
Govern 1963). Tyto pokusy byly vesmés ne-
Gspésné, snad i pro technické zavady (Pegg
1966). Infaze autologni kostni dfené méa ome-
zeni také z jinych diivodd. Snaha o zni¢eni né-
dorového loZiska velkymi ddvkami zdieni nebo
chemoterapeutik €asto neni provéazena uspé-
chem. Néktefi autofi neuvadéji viibec ptipady
zhoubnych né&dorti mezi indikacemi pro TKD.
Pfes uvedené nevyhody se zd4, Ze pouZiti auto-
logni kostni dfené umoZiiuje pokracovat v 1é¢-
b& i pfi zhorSeni krevniho obrazu a vzniku
dalS$ich projevi ttlumu krvetvorby.

Alogenni dieliova transplantace u lidi

Alogenni TKD jsou nejb&Znéjsi; jejich pocet
vzrostl zejména v poslednich 3—4 letech a
bude jim pravdépodobné& vénovédna nejvétsi po-
zornost i v budoucnu. Pfi transplantaci alogen-
ni kostni dfen€ nardZime na rozdil od dfive
popsané transplantace syngenni kostni diené&
na zdkladni obtiZe, kterymi jsou imunitni re-
akce, vyvolané odliSnymi antigennimi vlast-
nostmi dérce a p¥ijemce. Tyto reakce se proje-
vuji jako vypuzeni $tépu, anebo druhotné ne-
moc — syndrom chorobnych p¥iznakd, vyvola-
nych reakci Stépu proti prijemci. Sekund4arni
choroba se vyviji jedin& tehdy, ujme-li se trans-
plantat alespoii do¢asné, protoZe jedin& tehdy
se miZe reakce imunokompetentnich bun&k
proti hostiteli rozvinout. M4 téZké klinické pri-
znaky a dasto vede ke smrti. Je proto nutno
s maximélni intenzitou provédd&t prevenci a
intenzivni 1é¢bu této imunologické komplikace.

Vzhledem k z&sadni dileZitosti problema-
tiky pojedndme o nékterych faktorech alogen-
ni TKD podrobnéji.

Imunosuprese piijemce

a) v minulych letech byla nej¢asté&ji pouZivdna
imunosuprese prijemce celotélovym ozéfe-
nim v subletdlnich a letdlnich d&vké&ch.
Tato 1é¢ba mé&la rfadu prognosticky zédvaz-
nych vedlej§ich pfiznakd, a proto se zdjem
vyzkumnikd pfesunul na imunosupresiva.

b) Z chemoterapeutik se mejvice osv&déil cyk-
lofosfamid (déle CY), ale s Gsp&chem byla

pouZita i jind imunosupresiva. Bylo vypra-
covéno nékolik aplikaénich schémat. V sou-
Casné dobé se nejcastéji pouZiva tzv. Balti-
morské schéma, kdy se aplikuje CY v ddvce
60 mg/kg/den po 4 dny a paty den se trans-
plantuje kostni d¥eil. Santos (1970) doporu-
C¢uje podat jednu konzervu krve darce pii-
jemci pfed TKD, coZ podle né€ho umoZiiuje
sniZit ddvku CY na 45 mg/kg po 4 dny.

c) Vyhodné je i pouZiti antilymfocytdrniho sé-
ra (dale ALS) nebo antilymfocytdrniho glo-
bulinu, o némZ napf. referuji Mathé a Amiel
1971, Nouza 1971. PFi aplazii kostni diené
neni vhodné pouZit k pfFipravé piijemce
zafeni a CY; doporuduje se poddvat 1 mésic
androgeny a pak pouZit ALS. ALS je rovnéZ
vhodné v pripravé 1é¢by kostni dieni u he-
moglobinopatii.

Sekundarni nemoc

Van Bekkum a spol. (1959) povaZuji tento
syndrom za kombinovany efekt reakce $tépu
proti hostiteli (graft-versus-host-reaction), néa-
sledkdi samotného ozafeni a nizké rezistence
proti infekcim. Reakci vyvoldvaji ve diefiovém
Stépu obsaZené imunokompetentni buiiky. TiZe
choroby zdvisi na jejich mnoZstvi v transplan-
tatu, a proto se stupiiuje pri zvySovéani celko-
vého objemu kostni diené. Je nutné pirisné& od-
liSovat sekunddrni chorobu od ¢&asné nebo
pozdni vypuzovaci reakce, v niZ imunitni re-
akce hostitele likviduje $t€p. Smrt v tomto pii-
padé je provéazena aplazii kostni diené&, zatim-
co pfi sekundéarni chorobé je dieil ndpadné bu-
nécéna (Butomo 1970).

Z hlediska patologicko-anatomického déli de
Vries (1970) sekundérni chorobu na akutni a
chronickou. Mathé (1970) soudi, Ze pro klinic-
kou praxi je vhodné rozeznivat 4 kategorie:
hyperakutni, akutni, subakutni a chronicky
sekundirni syndrom. Hyperakutni se objevi
jesSté pred tim, neZ dretiovy S$tép restauruje
dfefi. Ostatni 3 syndromy se objevuji aZ potom,
kdyZ je kostni dreil jiZ morfologicky zietelné
obnovena. Akutni sekundirni syndrom kolem
30. dne, subakutni zacdtkem 3. mésice a chro-
nicky pozdéji.

R. 1970 shrnul Mathé kritéria pro diagnézu
sekundérni choroby:

1. ZaZivaci poruchy: anorexie, priijem, zvrace-
ni, poruchy tréveni a vstifeb4vani.

2. Hepatitida se Zloutenkou a zvySenim hladi-
ny jaternich enzymf.

3. Rizné koZni projevy: eflorescence- riizného
typu — nékdy splyvajici, exfoliativni derma-
titis, edém kiaZe apod.

4. VSeobecné priznaky: horecka, nereagujici na
obvykld antipyretika, rtzné infekce bakte-
ridlni, kvasinkové, virové (nap¥. i cytomega-
lovirové).

V patogeneze sekunddrni choroby hraje di-
leZitou tlohu postiZeni lymfatické tkdné. Imu-
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nokompetentni butiky dérce se setkavaji v or-
ganismu hostitele, zvlasté v lymfatickém systé-
mu, s antigenné cizimi builkami, senzibilizuji
se a reaguji proti nim. Po pfechodné hyper-
plazii vznikd atrofie lymfatické tk&né piijem-
ce, provdzend poruchou obranyschopnosti or-
ganismu a rozvojem infekénich komplikaci.
Barnes (1962) zddraziiuje vedle poklesu obra-
nyschopnosti i naruSeni dalSich funkci lymfo-
cytll (trofické Glohy p¥i syntéze DNK bilkovin,
pfi mitézdch a dalSich vyznamnych dé&jich).

Z patogenezy sekundarni choroby vyplyva
i zplisob jeji prevence a 1éceni. Mezi nejvy-
znamneéj$i opatfeni pat¥i:

1. V§bér vhodného déarce

Ukézalo se, Ze mezi geneticky velmi blizky-
mi jedinci, shodnymi v hlavnim lidském trans-
plantaénim (histokomipatibilnim) systému HL-A,
probihaji vzdjemmé imunitni reakce pomérné
mirné a 1ze je sndze pfekonat. Vybér vhodnych
darcli je dnes zajiStén velmi rozpracovanymi
metodami sérologické typizace, testem smiSe-
nych lymfocytdrnich kultur in vitro a dalSimi
metodami (Ivaskové et al. 1969, Nouza a Bohm
1971).

2. Ovlivnéni darce

Bylo vyzkou$eno promyvani cév zvifat fyzio-
logickym roztokem ke sniZeni poc¢tu dfefiovych
lymfoidnich bun&k (Thomas 1962). Déle byly
¢inény pokusy o sniZeni po¢tu lymfoidnich bu-
nék ozé&fenim dérce; tento postup ovSem sni-
Zuje vedle poc¢tu imunokompetentnich buné&k
také pocet hemopoetick§ch elementd .Ani
pouZiti radioprotektiv nezlepSilo vysledky. P¥ri-
prava darce kortikoidyaimunosupresivnimi 14t-
kami s cilem vyvolat involuci lymfoidni tkané
dava pochybné vysledky. NepouZitelna pro pra-
xi je neonatdlni thymektomie, vhodn4 u zvifat
(Dalmasso 1962), a podani pfijemcovych anti-
genll v postnatadlnim obdobi. ALS dava lepsi
vysledky u my$i neZ u priméati.

3. Manipulace se $tépem in vitro

Opatfeni, kterd mtiZeme zahrnout pod pojem
»manipulace se 3$tépem in vitro“, nabyvaji
praktické diileZitosti v posledni dobé&:

a) Biologické piisobky

R. 1963 zjistili Amiel a Mathé, Ze inkubace
kostni d¥ené pfi teploté 37 st. C po 2 hodiny
sniZuje vyznamné pocet imunokompetentnich
bunék, ale nesniZuje 1é&ebny tcinek kostni die-
né. Inkubace pri 37 st. C (ev. p¥i 4 st. C) in
vitro totiZ ni¢i imunologicky aktivni butiky hlo-
davcl 10krat vice neZ buiiky krvetvorby (van
Bekkum 1964).

Pozd&ji bylo zjisténo, e u my3i ALS posti-
huje lymfoidni butiky vice neZ Kkrvetvorné,
u primétd je tento fenomen méné vyjadien.

Nadéjné je antiglobulinové sérum (které posti-
huje pouze buiiky nesouci globulinové recep-
tory, tj. pouze buiiky lymfoidni), popf¥ipadé
séra proti antigenfim, specifickym pro lymfoid-
ni buiiky.

b) Fyzikalni metody

Veliké madé&je jsou vklddédny v poslednich
letech do metod separace kmenovych buné&k
sedimentaci a centrifugaci. Turner 1967 ziskal
centrifugaci bun&fné suspenze mySi kostni
dien& v gradientu hovéziho serumalbuminu
frakci, kterd obsahovala 30krat vice bunék
tvoFicich kolonie neZ vychozi suspenze. Jeho
pokusy s tusp&chem opakovali dals§i autofi
(Demko 1968, Simonsen a spol. 1968 aj.). Se-
parace lé¢ebn& afinné a nebezpetné frakce
bunék kostni dfené v gradientu hovéziho se-
rumalbuminu byla zkouSena také u jinych zvi-
Fat a s lidskou dfeni (Dicke a spol. 1968 —
1971). Vysledky nékterych praci jsou povzbu-
divé. U pokusnych zvifat byly jiZ ziskdny frak-
ce obsahujici 20—40 % kmenov§ych bung&k.

Kultivaci buné&énych klon in vitro bylo dosaZeno
takového pokroku, Ze se zacinaji objevovat prdce o ne-
omezené propagaci lymfoidnich bun&k. Takovy v§voj
oZivil stary sen pracovniki s TKD — péstovdni neohrani-
¢enych po&td buné&k, a to kteréhokoliv Z4daného typu
a antigenni skupiny v laboratofi a tim zabezpe&eni kaZ-
dého pacienta $tépem podle jeho vlastni potieby (van
Bekkum 1970).

4. Ovlivnéni pFijemce

V 1éc¢bé prijemce po TKD byla s tispéchem
vyzkouSena rada postupii: nejcastéji je pouZi-
van ametopterin (Metotrexate), CY, kortikoidy,
antilymfocytdrni sérum a globulin. K dpravé
lymfatické aplazie sméfuje podéni lymfosti-
mulaénich latek, napf. extraktu z thymu a Sté-
pl z thymu (Mathé et al. 1968).

Je ovdem nutné si uvé&domit, Ze reakce GVH
nemusi byt vZdy neZddouci: jeji prvni fdze mii-
Ze byt vyuZita pfi 1é¢bé leukémii a k nideni
tumordznich bunék. Je vSak nutno zajistit
dobfe kontrolu dals§iho priib&hu druhotné ne-
moci.

Testy vitality a funkénich vlastnosti
kostni diené

V souvislosti s TKD vyvstdva dfileZitost
zjiStovani Zivotnosti a funkceschopnosti hemo-

. poetickych bunék. K tomu slouZi fada metod.

Urcuje se schopnost bun&k riist v tkatiovych
kulturich, pohyblivost bunék, pofet mitdz, Gro-
veill syntézy DNK, Hb, intenzita dychéni apod.
Nejroz8ifené&jSi jsou ukazatelé charakterizujici
tink¢éni vlastnosti jaddra a protoplazmy buné&k
— pro svou jednoduchost a ¢asovou nenéroc-
nost. Metody spoc¢ivaji na predpokladu, Ze bar-
vitelnost koloidl jednotlivfch bunék zévisi na
jejich funk¢nim stavu. N&kterd barviva (napf.
eosin, erythrosin) barvi diftizn& mrtvé nebo po-
Skozené buiiky, nepo§kozené se nebarvi. Nékte-
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réd barviva dovoluji rozliSovat jeSt& skupinu
buné&k v tzv. stavu reverzibilniho poSkozeni —
paranekr6zy. Bylo vyzkouSeno barveni brilant-
kresylovou modfi, trypanovou modfi, fluores-
kujicimi barvivy — zvla$té akridinovou oranZi.
Tyto testy obvykle nekoreluji zcela presné se
skuteénou funkceschopnosti kostni dien8&, oby-
¢ejné nadhodnocuji skuteénost (Costachel, Cor-
neci 1968), ale jsou srovnatelné a pro jednodu-
chost je pouZiva fada autort. NejlepSim ukaza-
telem skutecné funkceschopnosti buné&k kostni
difené& je jejich praktickd schopnost obnovit
krvetvorbu, coZ se da zjiStovat na modelu o0zé-
Fenych zvifat. Velmi cenné je zjiStovani rdstu
bunécénych kolonii ve slezing, metodika je vSak
zatim pouZitelnd pro mySi a teprve se hledaji
vhodné klinické systémy. Nadéjné ‘je vySetro-
véni rfistu buné&énych kolonii kmenovych bu-
n&k v polotekutém agaru. Uroveii syntézy DNK
v butikdch se da zjistit podle zaclefiovani thy-
midinu, znadeného C 14, nebo tritiem. Tato me-
toda je vSak nejen technicky naro¢nd a drah4,
ale mad i technicka omezeni (Fedéni izotopu pri
déleni bunék; kmenové buiiky prodélavaji nék-
dy dlouhou, tzv. spici fazi, kdy se nedéli a izo-
top tedy nezabudovavaji). Rada metod s bar-
vivy, izotopovych a jinych, ma také své ome-
zeni v tom, Ze zkoumd buriky kostni dfené
vcelku a nejen butiky kmenové, kterych je
ménd nez 1 %.

Sami pouZivdme prozatim metody s trypano-
vou modfi, kterd je velmi jednoducha a nenéa-
ro¢nd. Soucasné pristupujeme k metodé zjisto-
vani Grovné metabolismu DNK a v budoucnu
hodldme vyuZit né&které z presnéjSich metod,
jmenovité metody zjiStovdni ristu bunécénych
kolonii in vitro.

Vyznamné jsou rovnéZ testy zjiStujici imu-
nologickou aktivitu $tépu — u zvifat lze pouZit
metody in vivo, u ¢lovéka jsou nejperspektiv-
néj8§i metody in vitro— mnapfiklad stimulace
lymfoidnich bun&k k blastické transformaci
phytohemaglutininem.

Nékteré technické aspekty odbéru,
uchovavani a podani kostni diené

Ziskavani dieifiovych bunék

U normélniho dospélého Clovéka je obsaZena
hemopoetickd kostni dfefi v kostech lebky,
hrudniho koSe, pdnve a péteife. Odbér kostni
dfen& od Zivych darcd je obycejn& provadén
mnohondsobnymi punkcemi s aspiraci. Dame-
shek (1956) pivodné pouZival lokdlni anesté-
zie a sedativ, ale obyc¢ejné se dava prednost
celkové anestézii, kdy lze také ziskat vé&tsi
mnoZstvi kostni difen&. Pacient leZi na biiSe,
punktuji se zadni ilické hiebeny a trny, potom
je pacient otoCen a provedena aspirace ze ster-
na, pfednich ilickych h¥ebenli a spina ilica
anterior. V pénevni oblasti je obvykle dosta-
tecné pohybliv kiiZe, coZ umoZiiuje udélat né-
kolik punkci z jednoho koZniho vpichu. PouZi-
vé se riznych jehel, nap¥.- Wim-Silvermanowvy,

Milerovy, Waterfieldovy, Peggovy. Lze pouZit
aspirace do stfikacky pres trojcestny kohout,
kterym se d4 prisdvat konzervacni roztok s he-
parinem, v tfeti poloze kohoutu se provadi
vypusténi do kontejneru. Sami hodldme pouZit
k aspiraci v§v&vy o podtlaku asi % atm. (meto-
dika pracovnikidl tkariové banky v Lipsku). P¥i
jednom naséti se doporutuje odebrat 2—5 ml
kostni dfené, pri vétSim odbéru je velka pi¥imés
periferni krve. Provadi se asi 30—50 vpichi,
z jednoho vpichu asi 3 punkce, celkem je moZ-
no ziskat asi 400 ml kostni dfené& o celkové
bunéénosti 5—15X109 jadernych bunék. Pegg
(1966) doporucuje pifed provedenim odbéru
kostni dfené provést diagnostické punkce kost-
ni dfené, aby bylo moZno upfesnit uloZeni cer-
vené kostni dfen& u konkrétniho darce, event.
vyloucit vyskyt malignich bunék.

Pro odbér kadaver6zni difené bylo popséno
nékolik metodik. Nejjednodussi popsala Spi-
Zarskaja a MamySeva (1961); tato aspiraéni
metodika vSak mé& malou vyt&Znost. Ferrebee
a -spol. (1959) provadéji sterilni pitvu a sne-
seni prfednich obratlovych tél k odbéru kostni
dfené. Je to metoda néro¢nd technicky i na
zachpvéani sterility. Ray a spol. (1959) doporu-
¢ili lisovani obratlovych tél v sd¢cich. Podobné
metodiky pouZil i Pegg (1966). NaSe skupina
pracuje metodikou vypracovanou Varidskem

i

Obr.” 1. Kostka kostni diené, ziskand po opracovdni
zevnich ploch obratlovgjch tél
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Obr. 2. Svdreéka na sdéky pro

a Klenem (1968); obratlovd té&la ziskand nor-
maélni pitvou se zventi sterilizuji pomoci roz-
toku formalinu, pak se opldchnou sterilni vo-
dou, nadeZ se opracuji zevni plochy obratlo-
vych t&l a takto ziskané kosti¢ky kostni d¥en&
jsou lisovadny ve specidlnim lisu. Ziskand dfeii
se homogenizuje ve specidlnim homogenizédtoru
za pouZiti sit s oky rizné velikosti, pak je kost-
ni dFeii vypusténa do kontejneru a odcentri-
fugovan tuk. Dosud provedend opakovana vy-
Setfeni sterility jsou uspokojujici, cely proces
je v8ak dosti ndrotny a hodldme ho jeSt&€ modi-
fikovat. Vyt&Znost jadernych bun&k z pétefe
jednoho dospé&lého c&lovEka je obvykle dosta-
tetnd k provedeni alogenni TKD. Podle na3ich
dosavadnich vysledkid je to 5X108 — 1101t
jadernych bungk.

K ziskdni kostni dien& se d& pouZit i chi-
rurgicky ziskan§ch kosti (zvl. Zeber) nebo fe-
talnich jater. Tyto metody jsou v3ak u lidi tiZe
pouZitelné a dévaji maly vyt&Zek.

Konzervace kostni d¥ené

V poslednich letech se pouZivaji dva zplisoby
konzervace kostni dien&. Prvni — chlazeni p¥i
nizkych teplotdch (pouZivd se tuhy CO,, tep-
lota —79 st. C, nebo tekuty dusik, teplota
—196 st. C). Druhy — reZim obyé&ejnych chlad-
nickovych teplot za pfiddni stabilizujicich a
konzervujicich roztokii. Dlouhodob&jsi ucho-
véani umoZiiuje jen prvni zplsob. Je v3ak t¥eba

kostni dreri podle doc. Varidska

pouZit specidlni a n&kdy sloZité pfistroje se
zvl&Stnim reZimem mrazeni. Je nutno zv1a§té
dbét na skupenské teplo, které miZe v uréitém
bod& plisobit vychylku (,spike“) ve stanove-
ném reZimu mrazeni. Nebezpe&i spojené s vel-
kym zvySenim osmotického tlaku v tekuté fazi
pfi mrznuti vody se sniZuje pfidavkem né&kte-
rych latek: glycerinu, dimetylsulfoxidu, poly-
vinylpyrolidonu a dalSich. V podstaté kaZdy
neutrilni roztok, ktery neni toxicky, mé veétsi
nebo mensi priznivy vliv (Pegg 1966). Byl vy-
zkouSen a pouZivd se roztok Hanksfiv, Tyro-
div, TC 199, pfidavek 5% lidského séra, v SSSR
pouZivaji roztok COLIPK. PFi pouZiti chladnic-
kovych teplot (+2—-45 st. C) zlistavd dfeii
1éCebn& Gcinnd asi tyden, pak klesd jeji Gé&in-
nost pod 20 % (Costachel 1968).

V konzervaci kostni dfen& bylo dosaZeno
pozoruhodn& dobrych vysledkfi. Byly popsény
usp&3né TKD po né&kolika letech konzervace
(Cabins a spol. 1962, Fedoténko a Lavryk 1966
a dalsi).

Uchovéivéni a aplikace kostni d¥ené&

Kostni dreil je nutno uchovévat ve zvlast-
nich kontejnerech, kde hrajf Glohu rdzné tech-
nické detaily: vyznamné je nap¥. sloZeni st&ny
nadoby, pfesné poZadavky jsou kladeny na
difuzibilitu pro CO, a dusik p#i uchovéavéani
v tomto prostfedi, tepelnou vodivost apod. Sami
zkouSime zatavené sacfky ze specidlni félie.
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Pfed pouZitim je nutno kostni dfeil rozmrazit.
Ohr4ti mé byt rychlé. Pokud bylo pouZito jako
protektivniho agens glycerolu, je nutno jej pfed
aplikaci odstranit. Tato manipulace neni jed-
noduchd, jsou vypracovény specidlni postupy,
napf. Sloviterova postupnéd dilu¢ni procedura
anebo jeji mogifikace. Pegg (1966) zdtraziiuje
nutnost co nejmen3i manipulace se dfeni po
ohféati. Proto je vyhodné, Ze dimetylsulfoxid
neni nutno odstrafiovat. M4 v3ak charakteris-
ticky sulfidovy zdpach, ktery je citit v dechu
prijemce mnoho hodin po infizi a je $patné
sndSen. Po glycerolizované kostni dieni pak
byly popsdny opakované& spazmy vén. Ohfédtou
kostni dfefl poddvdme zpravidla nitroZilng,
Pegg (1966) doporucduje malé dadvky do 80 ml,
aby nebyla prekrotena vazebnd kapacita plaz-
my pro Hb, jinak nastdvd pfechodnd hemoglo-
binurie. Technika konzervace zabezpe€i totiZ
uchovdvéani Zivotaschopnych bunék kostni dre-
né, ale erytrocyty jsou vétSinou ni€eny.

Zaveér

TKD je perspektivni, ale ne dosud klinicky
roz§ifend 1écebnd metoda. V nékolika posled-
nich letech do$lo k prudkému vzestupu zdjmu
o tuto metodu, coZ 1ze p¥ipsat fad& zdsadnich
novych poznatkii, rozebran§ych ve stati. Dosud
nejaspésSnéjsi u lidi bylo pouZiti TKD po ozére-
ni a u né&kterych stavii imunologické nedosta-
teénosti. DlileZitym divodem, ktery vede k va-
héni p¥i 1é¢ebném pouZiti kostni d¥eng, je ne-
bezpe¢i sekundarni choroby. Pokroku v pre-
venci a 1é¢b& sekundédrni choroby bylo v po-
sledni dob& dosaZeno hlavné zlepSenim imuno-
supresivnich postupii, zavedenim vybé&ru anti-
genn& podobnych déarch a pfijemch a vypraco-
vdnim metod umoZiiujicich odstran&ni imuno-
kompetentnich bun&k a koncentraci kmeno-
vych buné&k Stépu. Vedle dfené od Zivych d4r-
cli — nejéastéji pfibuznych, je moZno pouZit
i kadaverozni kostni dfené, kde vSak je mnohem
obtiZnéj8i vyhleddvat kompatibilni materigl.
Zde mohou pomoci mezindrodni banky kostni
diens.

Problémy spojené s TKD jsou sloZité a naro¢-
né. Odpovédnd fFe$it je mohou pouze velké ko-
lektivy pracovniki, pokud moZno mezindrodné
sdruZené. Tak napfiklad jiZ n&kolik let tisp&3né
pracuje ,Cooperative Group on Bone Marrow
Transplantation in Man"“, sdruZujici pfednf
svétové pracovniky tohoto-oboru. Jsou podni-
kédny kroky k zahé&jeni sou€innosti i v zemich
socialistického tébora.

TKD prochézi nyni f4zi klinickych pokusi a
intenzivniho experimentdlnfho studia. Nabizi
se stéle vice a lep$ich moZnosti k zv§Seni apli-
kovatelnosti TKD v klinice.
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