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Úvod

Transplantace kostní dřeně je experimentál-
ní léčebná metoda používaná v léčbě některých
závažných onemocnění krvetvorby a lymfo-
poezy. Iejí hlavní vojenský význam tkví v tom,
že umožňuje záchranu života i u osob ozáře-
ných letálními dá'vkami pronikajícího záření.

V přehledné dávce o transplantaci kostní
dřeně v klinické praxi [Bláha a Nouza 1973]
jsme definovali také druhotné onemocnění,
komplikující úspěšné transplantace kostní dře-

ně, stručně popsali jeho typy a hlavní Způsoby,
jimiž lze této reakci lymfoidních buněk štěpu
proti antigenům, jež má hostitel navíc proti
dárci, předcházet a rozvinuté onemocnění
léčit.

Přes dosažené pokroky není stav dosud Zda-
leka uspokojivý. 'Druhotné onemocnění před-
Stavuje hlavní příčinu nemocnosti i úmrtnosti
nemocných s dobře fungujícím dřeňovým alo-
štěpem. Ie proto pochopitelně, že je celosvě-
tově věnováno mnoho pozornosti studiím vhod-
ných experimentálních modelů onemocnění. Ve
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středu Zájmu jsou zvláště analýza vztahu gene-4
tické vzdálenosti mezi příjemcem a' dárcem a
prudkostí Onemocnění, Studie povahy jed-
notlivých patogenetických dějů a pokusy o pre-
venci a léčbu.

Těmto otázkám budeme také — 0pîrajîce se
Zvláště o vlastní Studie -—- věnovat ve svém re~
ferátu hlavní pozornost.

Pokusné modely

Vhodné pokusné modely reakce štěpu proti
hostiteli byly vypracovány u kuřat, myší, krys
a dalších pokusných Zvířat. Nejdéle Známo je
parabiotické onemocnění dvou geneticky od-
lišných jedinců, spojených vzájemně tělními
dutinami nebo cévami. Po přenesení krevních
leukocyˇtů dospělých ptáků na chorioalantoidní
membránu vyvíjejícího se zárodku vznikají ty-
pické „plaky“; injekce buněk dospělých myší
a krys do právě narozených mláďat vede k roz-
voji „runt disease", imunologického Zakrsává-
ní, jehož nejnápadnější příznaky jsou Zvětšení
Sleziny, jater, uzlin a atroííe thymu. Ie-li přeží-
vání dárcovských buněk zajištěno vhodným vý-
běrem příjemců [kříženci mezi dvěma inbred-
ními, geneticky totožnými kmeny nejsou Schop-
ni imunitní reakce proti jedincům rodičovských
kmenů), nebo po-tla-čením jejich imunitní
reaktivity [ záření, alkylační látky, antilymiocy-
tární sérum], lze reakci štěpu proti příjemci
vyvolat í v dospělých jedincích. Radiační chi-
mérismus, komplikovaný druhotnou nemocí,
byl Studován jako nejlepší pokusný model lid-
Ského onemocnění nejen u myší, krys a dal-
ších hlodavců, ale i u velkých pokusných zví-
řat, Zvláště psů a opíc.

V pokusných studiích jsou oblíbeny jednodu-
ché testy, měřící Zvětšení některého orgánu
v časné fázi reakce, a lokální testy, např. zdu-
ření kohoutího hřebínku, rozvoj infiltrátu pod
pouzdrem ledviny a další. Nejčastěji je určová-
no relativní zvětšení sleziny, citlivější se však
ukazuje test zvětšení popliteální uzliny po in-
jekci dárcovských buněk do tlapky. Na obráz-
ku 1 jsou srovnány oba testy u myší, jež, byly
intraperitoneálně nebo do tlapky injikovány
Zhruba Stejným množstvím buněk.

Genetika reakce štěpu proti hostiteli
Při velkém genetickém rozdílu mezipříjem-

cem a dárcem Se reakce štěpu proti hostiteli
rozvíjí dříve a má prudký, často smrtelný prů-
běh. Nejvýznamnější antigeny, proti nimž je
reakce namířena, jsou určovány geny v chro-
mozomové Oblasti hlavního histokompatibilního
systému: u myší H-Z, krys H-l, kuřat B, psů
DL-A a člověka HL-A. Při genetické blízkosti
jpříbuznosti] probíhá reakce mírněji. Ani při
kompletní Shodě ve všech antigenech HL-A Sy-
Stému, již lze zajistit výběrem vhodného dár-
ce Sérologickými typizačními metodami 'a tes—
tem smíšených lymfocytárních kultur, však ne-
ní Zajištěna nepřítomnost reakce. le tedy zře-
jmé, že významné cílové antigeny mohou být
určovány i jinými genetickými oblastmi.
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Obr. 1. Srovnání testu Zvětšení Sleziny a Zvětšení po—
pliteälnî uzliny

V testu Splenomegalie dostali 2 dny staří [B10.LP><A!
F1 hybridi 2><106 uzlinových buněk rodičovských A dár‹
ců na gram tělesné váhy intraperitoneálně. Maximál-
ních hodnot dosahují Slezinné indexy, vyjadřující poměr
relativních vah slezin pokusných myší k relativním va-
hám Slezin kontrolních ymyší 8.-12. dne. V testu lymfa-
denomegalie dostali dospělí [B10.LP><A]F1 hybridi do
meziprstnich prostorů Zadních končetin 1,2)(106 uzlino-
vých buněk A dárců na gram tělesné váhy. Maximální
hodnoty uzlinových indexů [váha popliteální uzliny inji-
kované končetiny k váze popliteální uzliny druhé ne—
injikované končetiny] jsou dosaženy již kolem 7. dne.

V našich pokusných Studiích jsme již před
časem ukázali, že pomocí citlivých testů lze
reakce štěpu proti hostiteli prokáz'at i u myší,
lišících se pouze ve slabých histokompatibil-
ních systémech (Sankowski a Nouza 1968,
Nouza 1971]. Tyto nálezy byly v poslední době
potvrzeny [Cantrell a Hildemann 1972, Sala-
man et al. 1973]. Podrobné genetické Studie
přijímání a časného vypuzování štěpů kostní
dřeně u myší navíc ukazují, že vedle histo-
kompatibilních lokusů určují osud štěpů ještě
další lokusy, determinující pro kostní dřeň spe—
cifické —— Hh-antigeny [Bennet 1972 a]. Uká-
že-li Se podobná Závislost u člověka, bude nut-
né věnovat Studiu dřeňově specifických antige-
nů mimořádnou pozornost.

Úloha genetické struktury organismu Se
uplatňuje při d'řeňové transplantaci a reakci
štěpu proti hostiteli ještě v dalším aspektu:
ukazuje se, že geneticky je určena —- a zřejmě
opět ve vazbě na hlavní histokompatibilní
systém —— schopnost a Síla imunitní odpovída-
vostí. Proto v budoucnu bude nutné přihlížet
při výběru vhodných partnerů i k stupni jejich
imunitní reaktivity.

Studie patogeneze
Hlavními buněčnými typy, Zodpovědnými za

reakce štěpu proti hostiteli, jsou u Savců i ›člo-'
věka malé lymfocyty. V průběhu ontogenetic-
kého vývoje lze předchůdce těchto buněk pro'-
kázat v malém množství v placentě, žloutko-
vém vaku, játrech a před narozením i v kostní
dřeni, která Zůstává jediným aktivním orgánem
i po narození a v dospělosti. K dosažení plné
reaktivity musí být prekursory ovlivněny pro-
středím thymu .[buněčný kontakt?, thymo-vý
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hormon?) a vyzrát do „T“ lymfocytů. Nejvíce
zralých T lymfocytů je V periferní krvi, hrud-
ním mízovodu, uzlinách a slezině. „B“ lymfo-
cyty, nesoucí a Secernující imunoglobulinové
protilátky, Se uplatňují v reakcích štěpu proti
hostiteli méně výrazně, i když mohou ıvyvolat
některé Závažné Syndromy [hemolytickou ané-
mii). Vedle T a B lymfocytü jsou podle nejno-
vějších nálezů u myší v reakci proti dřeňovému
štěpu důležité ještě „M“ buňky dřeňového pů-
vodu, značně radiorezistentní [Bennett 1972 a).

K vyvolání Zřetelné reakce štěpu proti hosti-
teli je i při Silném genetickém rozdílu mezi
příjemcem a dárcem potřeba poměrně Značné-
ho množství buněk, které Se navíc v časné fázi
reakce ještě prudkou proliferací podstatně
Zmnožují. Je tomu tak nejspíše proto, že pouze
část reaktivních buněk nalezne vhodné „mís-
to“ k rozvinutí Své činnosti a Střetne Se S vhod-
nými příjemcovými buňkami (nejvhodnějšími
terči nejsou o'rgánové buňky, nýbrž lymfoid-
ní a krvetvorné elementy). Mnoho dárcovských
buněk se navíc v průběhu reakce vyčerpává,
Stává areaktivní (tolerantní), popřípadě hyne.
Dále Se zřejmě uplatňují regulační mechanismy
[protilátky proti příjemci mohou oslabovat
aktivitu výkonných buněk). V řadě Situací se
postupně Zotavuje příjemcova reaktivita a čin-
nostdárcovských buněk je omezována.

` Nejvýznamnější patogenetićké děje v reak-
ci štěpu prot'i hostiteli se odehrávají v časném
období po aplikaci, třebaže klinické příznaky
se v některých případech objevují až po delší
době. Svědčí pro to mimo jiné skutečnost, že
proces je ovlivnitelný jen při brzkém Zaháje-
ní léčby a že přenést onemocnění na další
vhodné příjemce je rovněž časově omiezeno.
V našich pokusech, Znázorněných na _obr. 2,
jsme vyvolali reakci štěpu proti hostiteli po-
dáním rodičovských Slezinných buněk do sub-
letálně ozářených dospělých F1 hybridů. V růz-
ných obdobíchjsme potom onemocnění přená~
šeli pomocí Slezinných buněk chimér do dal-
ších vnímavých příjemců. Z výsledků je zřejmé.,
že v druhotných příjemcích Se nástupghynutí
postižených jedinců urychluje (dárcovské buň-
ky byly „senzibilizovány“); současně však se
snižuje jeho intenzita, jak ukazuje postupně
klesající počet luhynulých zvířat.

Hostitelovy buňky nejsou pouze pasívními
terči reakce dárcovských buněk. I V systémech,
kde hostitel není z genetických `důvodů Scho-
pen proti dárci reagovat, Se v místech reakce
Značně Zmnožují příjemcovy lymfocyty a po-
stupně nabývají. nespecifických cytotoxických
vlastností“ vůči sousedním vlastním buňkám.
Soudí se, že hostitelovy buňky jsou zapojovány
do reakce působky uvolňovanými v procesu.
reakce dárcovských buněk. Nejvýrazněji pro“-
bíhá reakce štěpu proti hostiteli v lymfoidních
tkáních, ale též v kůži, játrech a střevní Slizni-
ci. Po přechodnémv období hyperplazie Se
v lymfoidních tkáních rozvíjí aplazie S nebez-
pečnými následky. _

Podstata nemocnosti a SmrtnoSti při reak-
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Obr. 2. Přenos reakce štěpu proti hostiteli
V části A obrázku je znázorněno hynutí dospělých

[BlO.LP><A)F1 hybridů, jimž bylo 24 hodin po ozáření
[700 r z kobaltové bomby) injikováno i. p.~ 100 mi-
liónů rodičovských A Slezinných buněk. V dalších čás-
tech Iobrázku jsou znázorněny Skupiny Stejně ozáře-
ných příjemců, jimž byly injikovány Slezinné buňky A/FI
chimér Z 6., 8. a 12 dne po vyvolání reakce [část B,
C a D). Čárkovaně jsou znázorněny hypotetické křivky,
získané přičtením ke Skutečným křivkám mortality ča-
Sových období, jež dárcovské buňky Strávily v prvých
příjemcích.

cích štěpu proti hostiteli není zatím zcela ob-
jasněna. Vedle přímého poškození hostitelo-
vých lymfoidních a hematopoetických buněk
[a ovšem i orgánů a tkání) Se významně uplat-
ňují i nespecifické toxické produkty imunitní
Srážky a přidružených zánětlivých dějů. Orga-
nismus je vyčerpáván průvodními ději chro-
nického StreSSu, ztrátami bílkovin a dalších dů-
ležitých látek Ze Střeva a chronicky probíha-
jícími infekcemi.

Spolupráce buněk v reakcích štěpu proti
hostiteli

Spolupráce jednotlivých buněčných typů
v imunitních reakcích je dlouho známa. Makro-
fágy Zachycují a zpracovávají antigen a předá-
vají ho lymfocytům. Při tvorbě protilátek ve
většině případů spolupracují T a B buňky: od-
pověd při podání obou typů je mnohem vyšší
než by odpovídalo Součtu aktivit jednotlivých
složek. Při spolupráci buď T lymfocyty předá
vají vantigen méně pohyblivým B lymfocytům,
nebo Stupňují specificky či nespecificky jejich
aktivitu

Otázka buněčné spolupráce v reakcích ště-
pu proti hostiteli není zatím Zcela rozhodnuta;



ROČNÍK XLIII. 1974, č. 6 . VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY - › 221

publikované nálezy, Získané v různých expe-
rimentálních modelech, si často odporují. Ne-
sporně byla ověřena pouze Spolupráce mezi
jednotlivými typy T lymfocytů: T lymfocyty
Z periferních lymfoídních tkání a periferní.
krve spolupracují S thymov'ými buňkami tak,
že aktivují dosud nereaktivní prekursory [Ti-
gelaar a ,Asofsky 1972). Sami jsme věnovali
značnou -ppozornost- otázce Spolupráce T (thy-
mových) p B [dřeňovýchJ lymfocytů, jež má
značnýˇprakückýˇvýznanL

Pracovali jsme ve dvou pokusných systé-
mech: v prvém jsme testovali Schopnost jed-
notlivých typů rodičovˇských buňek a jejich
kombinací vyvolat po aplikaci do velmi mla-
dých F1 příjemců Zvětšení Sleziny, v druhé vy-
volat onemocnění Subletálně ozářených dospě-
lých F1 hybridů.

Na obrázku,3 je dynamické sledování průbě-
hu reakce prvého typu. Ie Zřejmé, že nejsilně-
ji probíhá reakce po plné dávce (6 mil/g tě-
lesné váhy) thymových buněk (TB). Účinnost
polovičních dávek T a B buněk Se Sčítá [T3,
B3), nedosahuje však po většinu pozorovacího
období aktivitu plné dávky T buněk. Vyšší Sle-
zinné indexy 4. dne po podání obou dávek B
buněk [B3 a B6) a polovičních dávek T a B
buněk objasňují i povahu ,,spolupräce“. Tyto
křivky charakterizují aktivitu zralých T lymfo-
cytů, jež jsou v malém množství vždy v kostní
dřeni přítomny. Nejde tedy o Spolupráci me-
zi T a B buňkami v pravém Slova Smyslu. Po-
dobně vyznívají i Souborné výsledky řady stu-
dií po Zhodnocení na počítači (obr. 4). Z uvede-
ných výsledků vyplývá, že hlavními aktéry při
vyvolání reakce štěpu proti hostiteli jsou Zra-
lé dárcovské T lymfocyty. Vzhledem k tomu, že
použitý test měří převážně proliferˇační aktivi-
tu, jež podle některých nálezů je determino-
vána jinými, i když blízkými antigeny než akti-
vita cytotoxická, provedli jsme pokusy i v Sy-
stému Subletálně ozářených dospělých F1
hybridů. Uvedený graf (obr. 5) ukazuje, že
mezi T a B buňkami Se uskutečňuje určitá

suzzmué
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Obr. 3. Spolupráce thymových a dřeňových buněk

v reakci štěpu proti hostiteli
V dvoudenních obdobích byla určována Spleflnomegalıe

[ˇBlO.LP><A) F1 hybridů, injikovaných ve dvou dnech vě-
ku Vi. p. thymovými (T) nebo dřeňovými (B) buňkami a
jejich kombinacemi. Pozorované reakce mají imunitní
povahu, nebot' buňky příjemcovského genotypu (FIT)
reakci ani ve vysokých dávkách nevyvolávají.
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Obr. 4. Zhodnocení Spolupráce thymových á dřeňových
buněk na počítači

Testování bylo provedeno ve dvoudenních (B10.LP><
A)F1 hybridech. Příjemci dostali i. p. jednak thymové
buňky rodičovských A myší v dávce 3><106 na gram tě-
lesné váhy [T3] a 6><106 na gram tělesné váhy [T 6),
jednak Stejná množství dřeňových buněk [B 3, resp.
B6). Při ověřování spolupráce byly Současně (+] nebo
následně —— v intervalu 2 dnü [l ) podány nižší dávky
tlıymových a dřeňových buněk [T 3, B 3). K uvěření, zda
pro eventuální Spolupráci musí být oba typy Schopny i-
munitní reaktivity proti příjemci, byly podány jednak
rodičovské thymové i dřeňové buňky (RT, RB), jednak
dárcovské thymové buňky s dřeňovými buňkami příjem-
covského genotypu [F1B). Kontrolní myši K nebyly inji-
kovány. V Sloupci* No je uveden počet pokusných zví-
řat v jednotlivých skupinách. Reakce byla měřena 10.
dne po injekci buněk stanovením indexu sleziny (S),
jater (j) a thymu (t). Signifikance rozdílu v hladině
je vyjádřenaA čísly, při neprůkaznosti rozdílu je —. .
Srovnání je třeba číst ve Svislém Směru: Skupiny horní
vodorovné řady jsou vztaženy ke Skupinám levé svislé
řady.

je zřejmé, že směsi T a B buněk jen Slabě převyšují
aktivitu nižší dávky T buněk a nikdy nedosahují akti-
Vitu vyšší dávky T buněk.

(Poznámka: thymové indexy mají o-pačná znaménka
než slezinné a jaterní. le to způsobeno tím, že zatímco
Se v průběhu reakce štěpu proti hostiteli sleziny a játra
zvětšují, thymy atrofují.)
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Obr. 5. Spolupráce thymových a dřeňových buněk
při vyvolání onemocnění Subletálně ozářených příjemců

Příjemci, dospělí (B10.LP><A)F1 hybridi byli po 24
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hodin po ozáření kobaltovou bombou [750 r] injikováni
i. p. plnou [50 miliónůl' a poloviční [25 miliónů] dáv-
kou thymových [T] nebo dřeňových (B) buněk rodičov-
Ských A dárců na příjemce. Při testování Spolupráce
a její imunologické Specifičnoˇsti bylo Spolu S 25 milióny
rodičovských T buněk injikováno bud-25 miliónů rodi-
čovských dřeňových buněk BR, 'nebo Stejné 'množství
dřeňových buněk příjemcových [BF1].

addice. Není však imunologicky Specifická:
účinnější ve „Spolupráci“ než B buňky dár-
covské Se ukázaly B buňky příjemcovské.

Výsledky vnašich pokusů jsou ve Shodě S po-
zorováními v jiných, našemu Systému podob-
ných modelech buněčné reakce, v pozdní pře-
citlivělosti: reakci Zahajuji T buňky dárcova
původu. B buňky Se zapflojují do reakce, slouží
však jednak jako terč reakce [v případě hosti-
telových B buněk), jednak přispívají nespeci-
ficky k rozvoji Zánětlivých dějů v oblasti
reakce a v lymfoidních tkáních [Tubergen a
Feldman 1971, Bennett 1972 b].

Prevence a léčba reakcí štěpu proti hostiteli

již jsme uvedli, že nebezpečí reakce štěpu.
proti hostiteli lze Snížit výběrem geneticky
blízkého dárce- Vhodnější než dospělá kost-
ní dřeň jsou fetální krvetvorné tkáně: praktic-
ké použití fetálních jater však nesplnilo očfv
kávání. Zatim pouze v pokusných Systémech
lze použít dárců tolerantních vůči příjem-
cům. Méně reaktivnich buněk obsahují tkáně
thymektomovaných a ozářených dárců; imuno- i
supresivně působí i některé chemické látky a
antilymfocytární sérum. Nadějné je využití re-
gulačních Specifických protipříjemco-vských
protilátek; klinická schémata však Zatím neby-
la vypracována.

Prakticky cennější než na úrovni dárcova
organismu jsou Zásahy, potlačující v kostní
dřeni přítomné lymfoidni buňky vhodnými po-
Stupy in vitro. Iedny Způsoby využívají roz-
ličných fyzikálních“ vlastností kmenových,
krve'tvorných a lymfoidních buněk: lze je roz-
dělit elektroforeticky, centrifugačně při růz-l
ných rychlostech či v médiích různé hustoty a
ziskat tak koncentrované kmenové a krvetvor-
né buňky. Další postupy využívají rozličnou
vnímavoSt na teplo a rozličnou výbavu po-
vrchových antigenů a receptorů. Lymfoidní
buňky lze inaktikovat u myší alogenními anti-
ˇthymovými (anti-theta] séry, antilymfocytár-
ním Sérem [nejlépe jeho necytotoxickými F ab
fragmenty -— tento postup má i klinické vy-
hlídky), antiglobulinovým sérem, konají Se
i pokusy o Specifičtější postupy, například vy-
vázáni Specifických protidárcovských lymfocy-
tů na jednovrstevných nárůstech příjemcových
buněk. ` j

Žádná Z metod není zatím Zcela bezpečná,
a proto je potřebné věnovat pozornost i pří-
mé léčbě příjemců štěpu. Sami jsme Studovali
vliv imunosupresívních drog, z nichž nejúčin-L
nější byly cyklofosfamid a amethopterin
[Lemmel a Nouza 1966] a antilymfocytárního
Séra [Haškovcová a Nouza 1970]. Oba typy léč-

by našly plné uplatnění i v klinice. Zajímavou
možností je využit předléčeni příjemce, které
je stejně nutné pro uchycení a funkci štěpu.
Celotěloflvé ozáření a velké dávky alkylačních
působků, Zvláště cyklofosfamidu, potlačí pří-
jemcovu odpověď, ale neovlivňují žádnou Slož-
ku štěpu. Naproti tomu antilymfocytární Sérum
nejen umožňuje uchycení štěpu, ale ještě navíc,
ovlivňuje rozličné krvetvornou a lymfoidní
složku štěpu. Při zajištění vhodných 'časových
a dávkových vztahů je účinnost lymfoidních
buněk vyvolávajících reakci proti hostiteli
oslabena, Zatímco repopulačni Schopnost krve-
tvorby je podněcována.

Na obr. 6 je znázorněn výsledek takového
pokusu [Nouza et al. 1971]. Obecnou platnost
jevu potvrzují i dosavadní klinické zkušenosti:
předléčeni příjemců antilymfocytárním Sérem
je nejvhodnějším Způsobem při transplantač-
ní léčbě nemocných S aplastickými Stavy a sta-
vy imunologické nedostatečnosti.
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Obr. 6. Srovnäni vlivu antı'lymfocytárního Séra na imu-
nitnž a krvetvornou aktivitu

Výsledky jsou v obrázku vztaženy k „normální“ ak-
tivitě myší, ovlivněných normálním Sérem králíků, po-
užívaných při výrobě ALS.
Část A: V den 0 bylo ALS podâno příjemcům
Část B: V den 0 bylo ALS podáno dárcům

Křivky Spojující kóty A Značí postupně Se zotavu-
jíci protiho'StitelSkou reaktivitu buněk dárců ovlivně-
ných ALS [B] a normálních dárců příjemcích ovlivně-
ných ALS [A].

Kóty O, O označují krvetvornou aktivitu [měřenou
tvorbou koloniformních jednotek] dřeňových O a Sle-
zinných O buněk Za stejných podmínek jako při mě-
ření reaktivity typu dárce proti příjemci.

Někdy Se i,` u případů S. příznivým -časným
průběhem objeví pozdní druhotný Syndrom.
Často je přítomna hypoplazie lymfoidních tká-
ní, podmiňujicí Zmnožení a nepříznivý průběh
infekčních komplikací. Na základě pokusných
Studií lze předpokládat, že by bylo vhodné po-
užít lymfostimulační působky [thymový hor-
mflon?]. . ›

Přes uvedené pokroky ve výzkumu genetiky,
patogenezy, prevence a léčby zůstává druhot-
né onemocněni stále hlavní překážkou široké-
ho léčebného uplatnění transplantační kostní
dřeně. ’ Vzhledem k důležitosti dřeňových
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transplantaci V klinice [Butomo 1970] je třeba
v1-věnovat mimořádnou pozornost dalsım mode--

lovým i klinickým Studiim.
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