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Kladuntad sisavaca po svojoj se reaktivnosti na mneoge pod-
rafaje znatno razlikuje od odrasle, zrele Eivotinje. Misljenje,
da je mladi organizam funkcionalno nedostatan zbog svoje Honda
nezrelosti” u novije vrijeme =se sve to viSe napulita. Frema no-
vijim shvadanjima utjecaji okoline mogli bi u tom pogledu ima-—

ti mnoge vazniju ulogu.

Nema sumnje, da se aktom poroda uvjeti ckoline mladunceta
radikalno mijenjaju. Dok su, za vrijeme embrionalnog i fetalnog
razvoja svi njegovi funkcionalni sistemi najintimnije povezani
sa organizmom majke, dotle su od momenta prekida te veze oni
prepusteni utjecaju, ponekad &ak i vrlo agresivne,okecline. Jas-
no je da pri tom ne moZemo zanemariti utjecaj prvobitne fizio-
loSke veze s majkom na reaktivnost bileo kojeg njegovog funkcio-
nalnog sustava. Takvih utjecaja nije lifena ni imunoloSka reak-
tivnost mladunéeta. StoviZe, dobro je poznata zaStitna ulogsa
pasivne prenijetih protutijela iz majke. No, ta adoptirana imu-
nost majke, moZe, €ini se, znatno utjecati i na konadno uspos-
tavljar je vliastite imunoloSke reaktivnosti mlade Zivotinje. No-
Ze se stoga pretpostavi4i . da ée i drugi obliei imunoloSkih

reakecija mladundeta ovisiti i o imunolofkoj kompetenciji majke.

Glavni je predmet ove rasprave proucavanje reaktivnosti mla-
dungeta na presadena alogena tkiva. Bududéi da je reaktivnost na
presadena tkiva u osnovi imunoloska, posebnu smo paZnju posve-
tili proudavanju utjecaja majéine imunosti na transplantacijs-
ku reaktivnost mladuncéadi.

FPrikazi znanstveno-istraZivadkih podataka koji omogudavaju

pristup ovej temi sadrZan je u Opfem dijelu rada. U prvom



njegovom di jelu raspravlja se o reakciji organizma na tude tki-
ve opcenito. Pri tome se posebno opisuje uloga stanica i uloga
humoralnih protutijela u transplantacijskoj reakeiji, Jjer fizi-
oloSke veze izmedu majke i fetusa, odnosno mladunéeta omoguca-
vaju prijenos i jednih i drugih. U drugom dijelu se govori o
oSobitim oblicima reaktivnosti organizsma sisavaca u perinatal-
noj dobi. Tu se pored krat¥eog prikaza saznanja o sazrijevanju
imunolofke reaktivnosti posebno razmatra poloZaj fetusa kao
prirodneg aleogenog kalema i stedena imunoloSka tolerancija. Ho-—
naéno, navode se i oni podaci koji nam omogudavaju uvid u poz-—
nate utjecaje majcine imunosti na imunoloSku reaktivnost mlia-

dunéadi .
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?.1. REAKCIJA ORGANTZMA NA TUDRE TEIVO

2.1.1. TKIVNA SRODNOST ( HISTOKOMFATIBILNOST )

Poznavanije genetifkih razlika izmedu primaoca 1 davaoca od
bitne je vaZnosti za povoljan ished transplantacije stanica,
tkiva ili organa. Velike genetiCke razlike medu pripadnicima
iste vrste sisavaca uzsrok su brzog odbacivanja presadencg ka-
lema. Genetidka identidnost, u takvoj populaciji, nalazi se
samoc u jednojajtanih blizanaca. Medutim, sluajnim izborom par-
tnera mogu se i u genetiéki nesrodnoj populaciji naéi pojedineci
koji su medusobno vrlo srodni ili vrlo razligiti, a geneticka

slifnost jedan je od osnovnih uvjeta za uspjeh transplantacije.

Specifidnu gradu organizma predodreduje na tisude gena,
ali su samo neki od njih odgovorni za prihvatanje ili odbacliva-
nje tudeg tkiva. Detaljna genetifka istraZivanja pokazala su da
moZemo razlikovati posebnu vratu dominantnih gena, koje Jje Snell
(1948) nazvao genima histokompatibilnosti ili tkivnme srodnosti.

normalnog
Ovi geni predodreduju sudbinu presadenog alokalema ili tumors-
kog tkiva. Opdéenito se smatra, da su dominantni, iako ova domi-
nantnost ne mora uvijek biti potpuna ( Celada i Welhsons 1962;
Prehn i Main 1954 ). Geni tkiwnme srodnosti se nasljeduju pre-
ma Mendelovim zakonima. Antigeni tkiwvme srodnosti specifiéni su
i krajnji produkti gena tkivne srodnosti. Odbacivanje presade-
nog alokalema predstavlja imunosni odgovor domadina koji je us-
mjeren bad na antigene tkivme srodnosti koji su prisutni ns ka-

lemljenom tkivu, a wdsutni u domadinu ( Berrian i Brent 1958;



Snell 1957; Palm 1961:; Batchelor 196%; HaSek i sur. 1961; Rus-
sell i Monaco 1965.). Medutim, svi geni, odnosno antigeni jedne
jedinke koji su odgovorni za tkivnu srodnost, nisu specificni
same za nju. Naime, dva slufajno odabrana partnera iz genetic-
ki nesrodne populacije mogu imati i neke zajednicke antigene
tkivne srodnosti, ali se istovremeno mogu razlikovati obzirom
na druge ( Vlahovic¢ i Vliahowvié 1969 ). Fotpuno prihvacanje pre-
sadenog kalema beg nekih posebnih mjera rezultira Eamﬂijedima
ako transplantat ne posjeduje one antigene histokompatibilnosti

koji su ocdsutni u domadinu ( Snell 1948 ).

Broj gena histokompatibilnosti nije isti u svih specijes.
Ovi geni su smjedteni na razliitim kromozomskim lokusima { Palm
1961; Billingham i Silvers 1959; Popp 1967.). Rasumljivo je da
su genetidki Sisti sojevi Zivotinja omogudili wveliki napredak u
proucavanju genetickih osnova procesa odbacivanja 1l1 prihvaca-
njs presadenocg tkiva ( Billingham i Silvers 1959.). Svipripadnici
jednog €istog soja imaju isti geneticki sastav i tkivo bilo ko-
jeg pripadnika soja primaju kac vliastito. Jedina razlika, unutar
&istog sZoja, ofituje se ako Kalem muf jaksa presadimo na Zenku. T
takvo]j kombinaciji cdbacivanje kalema moZe nastupiti zbog tozs,
8t0 se na spolnom Y kromozomu muZjaka nalaze antigeni tkivne
srodnosti koji su Zenki nepoznati. Isko ovi antigeni pripadaju
medu tzv. slabe transplantacijske antigene, ipak uzrokuju odba-
civanje kalema muZjaka. Kalem Zenke presaden na muZjaka, unutar
¢istog soja, normalno se prihvada, jer muzZjak je geneticki to-
lerantan na antigene determinirane spolnim X kromozomom. Ovo o-
paZanje poznato je kao Eichwald-3ilmserov fenomen ( Eichwald i

Silmser 1955; Billizmgham i Silvers 1960; Snell 1956a.).



U zadnjih tridesetak godina, od radova Gorer-a (1937, 1938),
koji je identificirac prvi antigen histokompatibilnosti, sve jJe
vife podataka koji omogucuju definiranje gena, odnosno antigena
histokompatibilnosti u mnogih Zivotinjskih vrsta. Antigeni histo-
kompatibilnosti, kao konac¢ni kemijski produkti gena histokompati-
bilnosti, medusobno se razlikuju po intenzitetu reakcije koju in-
duciraju u organizmu domad¢ina. Antigene koji uzrckmju snaZnu re-
akcliju odbacivanja svrstavamo u jake, a one koji doveode do slabi-
je reakcije nazivamc slabim antigenima tkiwvne srodnosti. Najbolje
au istraZeni i definirani geni histokompatibilnosti u misa, a po-
gsetno oni na H-2 lokusu histockompatibilnosti, koji su po svojim
antigenima i najsnaZniji, pa uzrokuju vrlo snazZni imuni odgovor
primacca. Intenzitet imunog odgovora u miSa nalazli se u korelaci-
ji sa brzinom odbacivanja alokalema’ koZe i tumora, kao i sa stva-
ranjem humoralnih protutijela ( Snell 1948 ; Snell i sur. 1953).
H-2 lokus u mi3a determinira ne samo najjace transplantacijske an-
tigene kalema, ved¢ i staniéne antigene na povr3ini eritrocita i
drugih stanica, pa ih nije bilo tesSko identificirati serolosSkim
metodama. Pretpostavlija se da u miSa ima najmanje 15 lokusa his-
tokompatibilnoesti (Barnes i Krohn 1957 ; Prehn i Maine 1958 ; Ei-
llingham i sur. 1962a), a detaljno je istraZfeno 13, od kojih su 2
vezana za spolne X i Y kromozome.(Batchelor 1965).

Sistemi tkivne srodnosti istraZuju se sve uspjeSnije i u dru-
gih specijes. Jaki antigeni tkiwvme srednosti u Stakora pripadaju
tzv Rt H-1 sistemu, u kojem je seroloSkim metodama otkrivenc pri-
sustvo viSe razlifitih alela (Stark i sur. 1968). UspjeSan razvoj
transplantacije zahtijevac je i u klinickoj medicini odgovarajuce
metode tipizacije za izbor pogodnog davaoca. Razradene metode is-

traZivanja na pokusnim EZivotinjama omoguéile su napredak i u ovom

x Prema terminologiji predloZenoj od Gorera i sur (1961) alokale-
mi su kalemi koji se presaduju izmedu jedinki iste specijes.



podruéju, pa je u ljudskoj populaciji definiran HL-A sistem kao
glavni sistem tkivne srodnosti (Ceppellini 1968 ; Ivanyi i Dau-
sset 1966 ; Terasaki i sur. 1967 ; Terasaki i Singal 1969) . HL-A
gistem je ekvivalentan H-2 sistemu u miZ%a, Rt H-1 sistemu u Sta-
kora i drugim sistemima histokompatibilnosti koji su poznati u os-
talih sisavaca (Dausset 1%638). U ovom je sistemu identificiranco
15-20 wviSe ili manje definiranih antigena (idem). Antigeni tkiv-
ne srodnosti prisutni su na vanjskoj povrsini staniéne membrane,
no nalazimo ih i na mmogo intimnijim strukturama stanice, kao sto
su napr. razlicite étaniﬁne organele (Monaco 1 sur. 1964 ; Basch
i Stetson 1963 ; Walach i Vliahovic¢ 1967). TokuSaji da se odredi
%%%%ﬁ%ﬁ%a specifiénih antigenih determinanti, nisu do danas dala
sigurne rezultate. U najbolje protiffenim preparatima ovih anti-
gena nalazl se gotovo ﬁvijek ugljikohidrate i1 aminokiseline ( Da-
vies 1967). Pa ipak se misli da je zadriavanje nativne strukture
proteina bitno za imunogeneticka i seroloska svﬁjﬂtva antigena

tkivne srodnosti (Kandutsch i Stimpfling 1966).

2.1.2. PRIRODA TRANSPLANTACIJSKE REAKCILJE

2.1.2.1. Uloga stanica u transplantacijskoj realeiji

loZe se opdenito smatrati da je imuncosni odgovor organizma uv-
jetovan aktivnoSdu limfati&kih stanica, kako onih koje slohodno
cirkuliraju, tako i nakupina stanica koje &ine limfaticka tkiva 1
organe. Prema tome, limfaticke stanice 1 Ekiva ¢ine anatomsku pod-
logu imunosnih reakci ja.

Transplantaci jski antigeni mogu se predataﬁiti imunolofkom a-

paratu domadéina bilo u obliku =olidnog kalema (napr koZa, organi )



11i kao suspenzija pojedinafnih stanica, o Cemu ovise osobine i-
munoloSkoz odgzovora, pa i nafin odbacivanja. Ako se koZzni kalemi
izmjenjuju izmedu nesrodnih jedinki iste specijes mc#e Se u pra-
vilu ofekivati njihovo odbacivanje izmedu prvog i drugog tjedna
nakon presadivanja. Makroskopske i mikroskopske promjene, koje
se odituju u presadenom kalemu, detaljno su opisane u drugim di-
jelovima teksta ( wvidi: 4.2. ). VaZno je naglasiti da se orto-
topno uﬁi?ﬁnaﬂiiem koZfe nakon par dana prihvati, dobije krvnu i
limfnu opskrbu, te ima izgled normalnog tkiva, a tek nakon toga
pofinje reakecija cdbacivanja. Ovo vrijeme latencije u imunom od-
govoru potrebne je zate da eorganizam moZe primiti informaciju o
tudem antigenu i naken toga mobilizirati svej imunoloSki poten-
cljal.

Jo& nije konafno razjaSnjeno kako i u kojem obliku dolaze an-
tigeni iz ko¥nog alokalema do centara imunoloSkog odgovora. Lpak
se pretpostavlija da je regionalni limfni évor, u koji se dreni-
raju limfne Zile iz leZi3ta kalema, glavni centar imunoloSkog od-
govora (Billingham i sur. 1954, 1963 ; Mitchison 1904, 1955).
Brojni su eksperimenti pokazali da je povezivanje kalema sa do-
madinom, preko limfnih Zila, neophodan preduvjet za senzibiliza-
eiju i imunole3ku reakciju domac¢ina. Organi ili tkiva koji nema-
ju limfnu drenafu "dozvoljavaju"’ duBe prefivljavanje alogenog
kalema, pa sSe nazivaju "povlaStenim mjestima” za transplantaciju
(Bichwald 1963). Tako je omogudeno preZivljavanje alokalema smje-
Stenih na povriinu mozga, jer u centralnom ZivCanom sustavu ne-
ma limfne drenaZe (Medawar 1948). Slidan poloZaj ima i tkivo pre-
sadenc u vredice na obrazima hréka (cheek pouch), jer alogeni ka-
lemi presadeni u njih ne senzibiliziraju domac¢ina (Billingham 1
Silvers 1962a)



Ulazak antigena u regionalne limfatigke strukture vjerojatno
nije jedini nafin senzibilizacije domac¢ina solidnim kalemom, la-
ko Be pretpostavlja da je najvainiji. Induktivna faza imunog od-
govors mofe se odigrati i uw samom kalemu u koji prodiru limfoci-
ti iz krvi. Postoji mnogo dokaza da su mali limfoeiti imunolosSki
kompetentne stanice, tj stanice koje se mogu reproducirati i imu-
nolodki djelovati u skladu sa informacijom koju su primile od ne-
poznatog antigena (Gowans 1962 ; Gowans 1 sur. 1961; Hildemann i
sur. 1962). Stimulirani limfociti odlaze nakon toga u reglonalne
limfne &vorove (Medawar 1958a). Limfociti mogu pokazivati ovakvu
reaktivnost jer su sposobni direktne reagirati sa antigenima his-
tokompatibilnosti, prisutnim na kaleml jenom tkivu (GOwans 1962;
Gowans i sur. 1962, 1963). U korteksu regionalnih limfnih &voro-
va odvija se,potom, proces proliferacije stimuliranih limfocita.
Poslije 4 ili wiSe dana potomeci ovih limfocita napustaju regio-
nalne limfne &vorove, odlaze po cijelom organizmui i nasel javaju
ostale limfne Svorove.{(Turk 1967). U toku secbe limfociti mogu
reagirati protiv specifiénog antigena, akg sa njim dodu u kontakt,
Sto predstavlja stanidni (celularni) tip manifestacije imunoloS-
kog odgovora. Medutim, ogranidena kolifina perifermo fiksiranih
antigena, koja "otputuje” u regionalne limfne E&vorove, stimulira
limfocite, koji se zatim pretvaraju u prekursore plazma stanica,
pa dolazi do stvaranja humoralnih protutijela (idem). Burwell
(1962) smatra da su mali limfociti, koji nastaju kao krajnji pro-
dukt diobe welikih limfocita, efektorne stanice staniéne imunos-—
ti (tzv"celularna'protutijela), dok su veliki liwmfoeiti vjerojat-
no prekursori stanica koje secerniraju protutijela (tzv "humoral-

na”prntutijela}.



Noviji radovi posebno istifu ulogu timusa i joS nekih limfa-
+i8kih struktura u sazrijevanju imunckompetentnih stanica i raz-
voju stani&ne, odnosno humoralie imunosti. Zameine stanice za
sve imunclkompetentne stanice nalaze se u koStanoj srzi. ImunoloS-
ku kompetenciju ove stanice postifm tek prolazeom kroz timus, ilil
kroz Fabricijevu burzu - u ptica, odnosno odgovarajuce limfatic-
ke strukture u sisavaca, koje jo¥ nisu poznate (MBller 1971).
Stoga se ovi limfoeiti zovu T limfociti (thymus dependent), od-
nosno B limfoeiti (bursa equivalent). Izgleda da T limfociti ima-
ju dvije razlifite funkcije: 1) odgovorni su za dugeotrajnu imuno-
loSku memoriju, i 2} odgovorni su za imunost staniénog tipa. Za
produkeiju humoralnih protutijela odgovorni su iskljucive B lim-
fociti. U tome im T limfociti mogu pomoé¢i, ali njihove prisustvo
nije neophodnoe (idem).

Transplantacijska imunost svrstava 22 u grupu reakelja prer-
osjethjivesti "odgodenog" tipa, a ona pokazuje brojne slicnosti
sa preosjetljivosdéu tuberkulinskog tipa (Lawrence 1957 ; Boyd
1956). Preosjetljivost odgodencg tipa moZfe se prenijetl sa sen-
zibilizirane Zivotinje na normalnu samo injiciranjem suspensije
stanica iz limfnih &vorova, slezene, limfe duktus toracikusa 1
limfatidkih stanica krvi.(Chase 1953). Ovim se stanicama moZe pra-
nijeti i imunost na alokalem u drugu Zivotinju, pa u tom slucaju
govorimo o imuncsti stefenoj "adopeijom® (Mitchison 1 Dube 1955;
Billingham i Brent 1956a). Za adoptivni prijencs imuncsti neop-
hodno je da su stanice #ive, ali je uspjeh prijenosa ogranicen i
genetifkim, odnosno antigenim razlikama izmedu primaocca i gtani-
ca koje se injiciraju. Prijenos imunosti biti ce uspjedfan samo
ako se senzibilizirane limfatifke stanice prenose u geneticki i-

dentifnog ili tolerantnog primasoca. Serumom imunizirane Zivotinje
u pravilu se ne moZe prenijeti ova imunost, 1 pored visokog tit-
ra humoralnih protutijela (Billingham i Brent (1956a).
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Opisana reakcija primaoca na presadeni alokalem solidnog
tkivae naziva se reakeija domadina protiv kalema ( DpK Yy 1i1i HvG
reakcija (host-versus-graft). Isti tip reakcije razvija se i on-
da =zko se primaoccu injicira suspenzija alogenih gtanica, kao napr
suspenzija stanica bubrega, jetre, epidermisa ili limfatidkih
stanica {splenociti, limfociti, timoeiti, koZtana sri)(Billing-
ham 1957 :; Congdon 1962 ; Lawrence 1960). Ove se stanice zadrie
u limfatifkom tkivu domadina svega nekoliko dana, a potom ih fa-
gocitiraju i razgrade makrofagi (Congdon 1962 ; Makinodan 1957;
Sherkarchi i Makinodan 1958). Time je zapocela imunoloska reakci-
ja protiv tudih injiciranih stanica. Da se 1 u ovom slucaju radi
o transplantacijskoj imunosti potvrduje nam opafanje da kalem ko-
e, presaden sa iste Zivetinje-davaoca atanica, doZivljava ubrza-
no odbacivanje, tj fenomen ponovljenog kalema. Ocito je da su an-
tigeni, koji su prisutni na prethodno injiciranim stanicama, bili
zastupljeni i na naknadno udivenom kalemu (Medawar 1958b, 1959a) .

Injicira 1i se ponovno suspenszija istovrsnih alogenih stanica,
nakon izvjesnog vremena latencije, vedina stanica podlegne ved u
krvi primacca (Amos i Day 1957; Loutit i Micklem 1961). Intere-
santno je, medutim, da intravenski put injiciranja suspenszije alo-
genih stanica (Billingham i1 Sparrow 1955; Brent 1958; Steinmuller
i Weiner 1963) ili stanidnih ekstrakata (Brent i sur. 1962; Meda-
war 1963a) nije tako efikasan u izazivanju imunosti kao drugli pu-
tovi unoZenja tudih antigena (napr intrakutani, supkutani i in-
traperitonealni). StaviSe, prethodno i.v. injiciranje stanica mo-
fe taok i produfiti pre#ivljavanje naknadno presadenih alokalema
(Eberhardt i Vliahovié 1969).



Reakcija domadina protiv kalema nije jedini oblik transplan-
tacijske reakcije. U cdredenim uvjetima reakcija moZe imati 1
suprotan smjer, tj od stanica kalema protiv domaé¢ina, 5to naziva-
mo reakecijom keslema protiv domadina (KpD) ili GvH reakcijom (gra-
ft-versus-host). Dakako, da u tom sludaju, reakcija moZe teci i
dvosmjerno. Za ovaj tip reakcije odlucan je sastav samog kalemsa.
Ako je kalem graden iz imunokompetentnih stanica (Medawar 1963b),
tj iz limfatifkih stanica koje se u domadinu mogu reproducirati
i protiv njega imunolofki djelovati, tada je ispunjen preduvjet
za KpD reakciju.U nekim slucajevima primalac nije uopfe u stanju
da reagira protiv unesenih stanica, pa nastaje samo KpD reakeija,
koja moZe imati i letalan ishod. PatoloSke manifestacije KpD re-
akeije nazivamo homologna bolest, jer nastaje unofenjem alogenih
(homolognih) imunokompetentnih stanica u domacina koji imunolos-
ki nije reaktivan, ili mu je reaktivnost baitno smanjena. Howolo-
gnu bolest susredemc u 2 oblika, kao “sekundarnu bolest® i "bo-
lest kriljanja". Sekundarna bolest nastaje u letalno ozrafenih
Zivotinja, koje su bile injicirane alogenom koStanom srzi, da bl
ih se zadtitilo od hematopoetske smrti (Vos i sur. 1959; VanbBe-
Xkum i sur. 1959; Jutila i #eiser 1962). Hakon oporavka hemato-
poeze ove stanice nesmetanc reagiraju protiv, za njih nepoznatih,
antigena histokompatibilnosti domadina, Sto moZe dovesti do le-
talnog ishoda.(Simonsen 1962; Billingham i Brent 1959).

Uvjeti za nastanak KpD reakcije postoje 1 prirodno, ako se
alogene imunckompetentne stanice injiciraju fetusu ili novooko-
denoj Zivotinji. Talkav mladi organizam, imunoloSki nezreo, ne
mofe reagirati na unos tudeg tkiva, veé ga prihvaca kao vlastito

(Hildemann i Haas 1962; HaSek i sur. 1958). Zbog toga se pokrede
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gamo reakeija unesenih alogenih imunokempetentnih stanica pro-
tiv antigena tkivne srodnosti fetusa ili novorodenceta, 5t0 mo-
e izazvati telka oStedenja organizme i zaostajanje u rastu. Po
tome je bolest i dobila naziv bolest krZljanja (Billingham i sur.
1960: Billingham i Silvers 1962b). Ako mladi domadéin ima jake
antigene histokompatibilnosti, koje injicirane stanice nemaju,
onda ée se razviti klasifna slika bolesti, koja ce u pravilu za-
vriiti. letalno (Gowland 1965; Sinkovics i Howe 1964).

Tako limfeociti imaju bitnu ulogu u imunom odgovoru na aloge-
no tkive, 5to potvrduju brojni eksperimenti, ipak se ¢inl da ni-
su i jedini faktoykoji je angaZiran u tim procesima. Danas S8
sve viSe paZnje poklanja uleczi makrofaga, a suradnja izmedu lim-
focita i makrofaga bila bi vaZna u induktivno] faszi imunog odgo—

vora (Fishman 1961; Fishman i Adler 1963; Fishman i sur. 1963) .

2.1.2.2. Uloga humoralnih protutijela u transplantaci jsko]

reakei ji

Veé je u prethodnom izlaganjh istaknuto da su za odbacivanjie
presadencg alogenog tkiva ocdgovorne imunokompetentne stanice
(stani®na protutijela). Cinjenica da se immost nﬁﬂ%igﬁgnn thki-
vo moglo prenijeti samo imunckompetentnim stanicama iz imunizi-
ranog davacca u primacca, odvukla je paZnju od prougavanja ulo-
ge humoralnih protutijela u reakciji odbacivanja alogenog tkiva.
Tako se dugo vremena mislile da ova protutijela nemaju nikakvua
znafajniju ulegu, ili je njihov ucinak samo gsporedan. NMedutim,
rezkeija orgenizma na transplantiranc tkivo vrlo je kompleksna,
a u sklopu te reakeije u serumu primacca javljaju se 1 humoral—

na protutijela, pa je neophodne i o njima voditi raduna.
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Odbacivanje alogenog tkiva uvjetovane je razlikama u tkiv-
noj srodnosti izmedu primacca i davaoca. Fosebno smo naglasili
utjecaj jmkih antigenih razlika, napr. onih, Sto potjecu sa H-2
lokusa u mifa. U toku transplantacijske reakcije u miSa nastaju
razlidite vrste humoralnih protutijela, koja su uglavnom usmje-
rena na antigene tkivne srodnosti, prisutne u kaleml jenum tkivu.
Ta protutijela imaju svojstva hemaglutinina ( Gorer i Mikulska
1954 )}, leukoagutinina ( Amcs 1953 ), hemeclizina ( Gorer i C°
Gorman 1956 ) ili ecitotoksina ( Terasaki i sur. 1961 )« Dugo vre
mena se mislilo da H-2 lokus u miSa prededreduje dvije vrste an-
tigena: antigene koji imaju svojstva hemaglutinina i one koji
predstavl jaju antigene thkiwme srodnosti ( Medawar 1959b ). Medusi
tim, prevliadalo je miZljenje da isti antigeni ( posebno ako se
radi o H-2 antigenima ), koji induciraju imuncst na alokalem,
izgazivaju i stvaranje humoralnih protutijela ( Stetson 1963.).
Ti antigeni u miZa neleres sS¢ i na eritrocitima. Za razliku od
ovih rezultata iz pokusa na mifevima, mnogo je nejasnija situ-
acija u drugih EZivotinjskih vrsta. Take se napr. u pasa ne po-
kazuje nikakva oviesnost izmedu stupnja histokompatibilnosti 1
pojave hemaglutinina, nakon transplantacije alogenog kalema koZe
( Viehovidé i sur. 1965; Vliahovié i Vliahovié 1969 ). U pokusima
na genetidki £igtim sojevima Stakora ne moZe se uvijek sa sigur-
noSdu utvrditi da postoji povezanost izmedu intenziteta reakci-
je cdbacivanja i razine cirkulirajuéih protutijela ( Ztark i Kren
1967a,b,c ). U Sovjeka je situacija josf mnogo gloZenija, jer on
posjeduje prirodne hemaglutinine u sistemu krvnih grupa. Stoga je
kompatibilnost davaoca i primacca u AEG sistemu osnovni predutg-
jet 7a uspjesnu funkciju presadenog alofalema ( Russell i Monaco
1965 )-




Vrlo je tefSko preciznije opisati ulogu humoralnih protuti-
jela u transplantacijskoj reakciji, jer to ovisi omizu &ini-.
laca. Protutijela iz imunog seruma mogu doprinijeti skradenju,
ali i produZenju Zivota presadenog alokalema, Sto evisi o iz-
voru,vrstd, i koliZini pretutijela, specijes i soju Zivotinje,
kao i vrsti upotrebljencg alageaneg tkiva ( Winmn 1970 ). Nalasz
citotoksidkih protutijela u serumu pobudic je interes za is-
traZivanje njihove uloge u odbacivanju alckalema. Brojni su
pokusi vrdeni u tzv. "milipore™ komoricama, ¢&ije su memebrane
propusne za protutijela i druge molekule, all nepropusne za
stanice. PaZljivo izvedeni pokusi pokazali su da citotcksilka
protutijela i komplement prodiru u komorice, iake sa poteSko-
cama. Kada kona®no protutigla i komplement, koji .nm pros3li u
komoricu, dostignu odredeni nivo, mnoge vrste alogenih stani-
ca bit de uniStene ( Amos i Wakefield 19583, 1959; Gabourel
1961; Gorer i Boys 1959a; #Wake¥ield i Amos 1955.). %va tkiva
ne pokazuju jednaku osjetljivost na citotoksidko djelovanje,
iako se £ini da se prije moZe govoriti & kvantitatiwmim, ne-
goli kvalitativnim razlikama ( Algire 1959; Gorer i Boys 1959},
Iz ovik¥ pokusa moglé bi se zakljudéiti da nije necphodno da
domac¢inove stanice dofu u kontakt sa kalemom, veé¢ su destn

humoralni faktori doveljni za njegovu destrukeiju.

Igpitivanja efikasnosti protutijela imunog serums, obzirom
na njegova c¢itotoksicéka svojstva, izvodena su najéesSde na tu-
morskim stanicama. Na djelovanje humoralnih protutijela poseb-
noe su osjetljive stanice tumora koje potjetu cd limfatickih

tkiva ili iz kosStane srZzi, dok tumori koji potjeéu od drugih
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tkiva mozu biti i potpuno rezistentni ( Winn 1962; Miller
1963a ). MiSljenje da su samo pojsdinacne stanice nekog tumor-
skog tkiva osjetljive na djelovanje protutijela, jer se cito-
toksins i komplement mogu w dovoljnoj kolifini vezati na njiho-
voj povr3ini i razoriti ih, danas je uglavnom napustenc. Naime
suspenzija stanica pripremljena od solidnog tumorskog tkiva,
koje je rezistentno na protutijesla, neosjetljiva Jje na njiho-
vo djelovanje i nakon Sto su stanice disocirane{ #inn 1970 ).
Cini =se, da osjetljivost tumora na humoralna protulijela vise
oviai o koncentraciji antigens na povréini stanica, a mnmogo

manje o tkivnom porijeklu tumora (idem ).

Pojedinadne stanice iz normalnog limfatickog tkiva i koS-
tane srZi, rasliditih Zivotinjskih vrsta pa i1 Zovjeka, mogu se
takoder oStetiti in vitro, humcralnim protutijelima s+ prisu-
tnost komplementa. Do razaranja takvih stanica doci ce i on-
da, kad se njihova suspenzija prenese u prethodno pasivno 1-
munizirancg domadina ( Winn 1962; M8ller i M&ller 1962; Ste-
ts¢» 1963.). Sudjelovanje celularne imunosti, u nekim od o-
vih pokusa, iskljufeno je prethodnim oczracivanjem primaoca
ili drugim naéinima. Ako se primacca aktivno imunizira, inji-
eiranjem suspenszije tudih stanica, tada se vec u toku drugog
tjedna nakon injiciranja u njegove]j krvi mogu dokazati razli-
8ite vrste cirkulirajuéih protutijela ( Gorer & 0 Gorman 1956:
Stetson iDemopoulos 150L.). Injicira 1i se ponovno, nakon ne-
kog vremena, suspenzija istovrsnih stanica, tada ¢e vecina
njih podledi ved u krvi djelovanju cirkulirajuéih protutijela

( Amos i Day 1957; Loutit i Micklem 1961.).



Kaleml jenje ko#rim kalemima najjednostavniji je i najfes-
é€& upotrebljavani postupak -1 indukeiju transplantacijske
imunosti. Stoga se i uloga hwaworalnih protutijela, u trans-
plantacijskoj imunosti, na normalna tkiva najéeSce proucavala
na aleokalemima koZe. Iako Jje vecina pokusa pokazala fla pasiv-
no prenesena humoralna protutijela ne mogu znacajni je utje-
cati na odbacivanje kofnog kalema, ipask su neki autori, u
posebnim eksperimentalnim uvjetima, uspjeli dokazati njihovu
djelotvernost. Imuni serumi, stvoreni injiciranjem miSeva i
kuniéa splenocitima inkorporiranim u Freundov adjuvans, mog-
1i su znatno oStetiti koZne kaleme, w pasivihoe imunizirandcm
primaccu,{Stetson i Demopouloes l?bﬂ}rﬂhutna{lﬁﬁﬂ; Chutna i
Pokorna 1961.) smatra da su humoralna protutijela wvjercovatno
ukl jufena u reakeiji “bijelog kalema®, Sto Jje jedan oblik wve-
oma burnog odbacivanja. Kalem se u tom sluiju ne odbacuje na
uobiZajeni naéin, ved je od pofetka edematozan i blijede boje,
vjerovatno zbog cdsurtva vaskularizacije ( Rapaport i Conver-
se 1958.). Najuspjedniji dokaz ufinka pasivnog prijenosa hu-
moralne imunosti na alokalem,daoc je Steinmuller ( 1962 ). On
je senzibiliziraoc Ztakore sojeva Tewis i BN, unakrsnom izmje-—
nom koZnih kalema. Tako dobiven serum efikasno je izazivao
odbacivanje kalema, ako je bio uzet od davaocca u vrijeme naj-—
vedeg intenziteta reakeije odbacivanja ( 6-15 dana nakon ka-
lemljenja ). Interesantno je, da nivo citotoksiénih i hema-
glutinacijskih protutijela nije bilo ni u kakvej korelaeiji
se intenzitetom oBtedenija kalema. Naime, serumi, koji su u-

zeti u kasnijem periodu nakon odbacivanja kalema imali su
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vigi titar hemaglutinina i citotoksina, ali aisu imali nikak-
vog vidljiveog utjecaja na kalem ( idem ). I u ostalim mo” ~broj-
nim pokusima prijenosa humoralne imunosti, efikasnost seruma

se otitovala samo onda, ako je krv davaocu uzeta u ranom peri-
odu primarnocg cdgovora na alokalem ( Stetson 1963 ). Stetson i
Jensen { 196r ) smatraju da razlog ovim vremenskim razlikama
treba tragiti u vrsti produciranih protutijela 3to =ze pojav-

ljuju u razliéitim fazama nakon imunizacije Zivotinje.

U prilog misljenju da humoralna protutijela sudjeluju u od-
bacivanju alokalema govore i rezultati dobiveni u ljudi koji
boluju od agamaglobulinemije. Pacijenti koji boluju od nasljed-
re Torme ove bolesti ne mogu cdgovoriti produkeijam plazma
straica i specifiénih protutijela na stimulsel ju antigenom.
Sposotnost za vedinu reekcija odgodenog tipa doduSe je =adu—
vana ( Good i sur.1962 ), ali im se alckalem koZe dugo ne od-
bacuje ( Good i sur. 1957. ). Tedko je ne dovesti u wvezu ovo
zatajivanje normalnog odbacivanja alogencg tkiva sa njihovom

nesposobnoicéu da produciraju humoralna protutijela { Stetson

1963 ).

Medutim, kao Sto Jje ved istaknuto, malen je broj cksperi-
mentalnih podataka koji ukazuju na susStinsku ulogu humoralne
imunesti u odbzecivanju alokalema. I prirodno cpaZanje u novoro-—
dencg janjeta, u tom pogledu, bitne umanjuje znaéaj cirkulira-
juéih protutijela u reakeiji odbacivanja. Janje se rada bez cis
kulirajucih gama-globulina, no i pored toga odbacuje alokalem

koZe u normalnim vremenskim gravicacs ( Silverstein i sur.l1963).
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Ne treba se stoga cuditi kategorickim tvrdnjama nekih autora
( Russe2ll i Monaco 1965 ), da cirkulirajuéa protutijela nipo&-

0 nisu osnovnl preduvjet za odbacivanje alogenog tkiva.

ITmupn kemi jska svojstva humoralnih protutijela dobro su pro-
uéena, a potrebno im je posvetiti Ddgﬂvarajuéu pafnju, posebno
kada se istrafuju transplantacijske reakcije u perinatalno
dobi. Humoralna protutijela pripadaju u grupu gama-globulinas
razlic¢itih molekularnih teZina. Aktivnost protutijela sadria-
vaju 3 osnovna tipa imunoglobulina. Wajvedi dio ( 85-90 #% )
humoralnih protutijela pripada IgG tipu, a to su imunoglobu-
1lini malene molekularne teZine. Gama globulinima velike mole-
kKularne teZine pripadaju IgM i IgA imunoglobulini ( Vlashovié
V. 1968). Imunoglobulini G imaju molakularnu tefinu oko 150.000
g3 l'cnatantu sedimentacije 6-73 ( Svedbergovih jedinica ) /Mar-
ler i sur. 1964./. Molekulaena teZina Igh globulina je oko
900.00C, a konstanta sedimentacije iznoesi 18-20 5 ( Lamm i Small
1966; Miller i Metzger 1965,.,). Frotutijela tipa Yz(G ne gube

bioloZku
svoju aktivnost sko se izloZe djelovanju Z-merkaptoetanola, pa
ih nazivamo i merkaptoetancl rezistentnim, za razliku od Iz
protutijela kejei su osjetljiva ma merkaptoctancl i stoga gube
specificénu aktivnost ( Fudenberg 1 Kunkel 1957:; Chan i Deutch
1960; Pike i Schulze 1965.).

Ma osnovu iznijetih podataka moZe se zak)judéiti da je uloga
humoralnih protutijela u cdbacivanju alokalema jod uvijek nedo-
voljno upoznata. Neke komponente humoralne reakceije usmjerenc

su protiv antigena tkivne srodnosti, dok su druge usmjerene nsa
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irelevantne antigene. Pasivnoe prenesena humoralna protutijela
mogu senzibilizirati domacdina na kalem graden od pojedinad-
nih stanica, dok je situacija mnogo kompleksnija ako se radi o
kalemu =2olidnog tkiva, gdje su neuspjesi uglavnom pravilo.
Medutim, uloga humoralnih protutijela jof js mneogo sloZenija,
jer pasivno prenesena protutijela &esto mogu i preduziti vri-
jeme prefZivljavanja alokalema solidnog tkiva. To je jedan imu-
noloski paradoks koji se nastoji iskoristiti u transplantaciji
tkiva, da bi se unaprijedilo prefivljawvanje alckalema, pa jJe

potrebno nesSto reéi 1 o ovom aspektu djelovanja protutijela.
2.1.3. IMUNOLOSKA FACILITACIJA ( ENHANCEMENT )

Unapredenje Zivota presadenog tkiva moZe se postidi razli-
Citim postupcima, kojima je zajedniéki cilj supresija imunolosS-—
kog odgovora domadina prema tudim antigenima tkiwvne srodnosti,
koje nosi kalem. Danas raspolaZemo bogatim izborom metoda imu—
nosupresije, kao St¢ su zrafenje, ALS [ antilimfocitni serum ),
kemiiska imunosupresija 1 drugo ( Vliahovid 5. 1968 }, ali je
njihova primjena cgraniéena. Osnovna je svrha ovakve terapije
slabljenje imunoloSke reaktivnosti primasoca, Sto stvara povolj-
nt je uvjete za dulje prefivljavanje alokalema. Medutim, ovakva
terapija znatno slabi opée stanjs organizma, £to moZe izazva-
ti brojne i nefeljene, a testo i fatalne posljedice. Stoga sva-
ka metoda koja bi omogudila produZenje Fivota kalema, a da is-
tovremeno nebi Stetila organizmu, znacajno bi doprinijela ump-
jehu ftransplantacije. U tom su pog:=2du mnoge nade polagane u
imunoloSku facilitaciju ili t=zv. "enhancement” ( angloamerickih

autora).



Facilitacija je u osnovi imunclosSki fenomen. Dokaz za njenu
imunoloSku prirodu dali su Kaliss i sur. (Kaliss 1955? k21{&s 1
sur. 1957, 1953). Oni su uspjeli produfiti Zivoet presadenog a-
logenog tumora nakon 2to su u primacca injicirali serum ZEivoti-
nje, koja je prethodno odbacila istu vrstu tumora. Iz tog podat-
ka, kxac i iz daljnjih pokusa, zakljufili su da je za imunoclosku
facilitaci ju neophodna prisutnost specifiénih humoralnih protu-
tijela u organizmu primacca. Ovaj fenomen nema samo paradoksal-
ni aspekt, ved ima i nekih drugih oscbina po keojima se razliku-
Je od poznatih imunolo8Skih mehanizama (Kaliss 1962). Tako napr.,
imunologka facilitacija lakSe se postife pri jakim razlikama u
tkivno] srodneosti izmedu davacca i primacca, to je gotovo obr-
nuto od poznatih uvjeta za indukciju stedene imunolofke toleran-—
cije., Najvedi broj radeva, iz ovog podruéja, odnosi se na tumor-
ska tkiwva. No, ovaj izbor modela nije slufajan. Poznate je, nai-
me, da je imunclodku facilitaciju najlaksSe inducirati prema tu-
morimsa, dok je facilitaciju normalnih tkiwva, na istom principu,
vrlco tedko uspostaviti.

Imunoloska facilitacija moZe se izazvati i aktivnom i pasiv-
nom imunigacijom primacca, iako se pasivaim putem facilitacija
c8igurava lakSe, sigurnije i redovitije (Russell i llonaco 1965).
Ta efikasno=st pasivnog puta razumljiva je veé iz toga %to se zna
da i geneticéki identigne EZivotinje razlidito reagiraju na aktiv-
nu imunizacijwu, obzirom na vrijeme manifestacije i kvalitet re-
akcije (Kaliss i Bruyant 1958). Ipak se uspjeSnost aktivne faci-
litacije moZe povedati, ake se produfi vremenski interval izme-
du prve inckulacije tumora (senzibilizacija) i test kaleml jenja
(Kaliss 1966). Kada je jednom tumor facilitiran i potne progre-

Sivno rasti, to stanje facilitacije odnosi se samc na njega, jer
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dodatno trangplantirani tumor ne sameo da nedée biti facilitiran,
veé fe biti ubrzano cdbaden (“second set”) (Kaliss 1962). Obzirom
na pomenute osobitosti;, u oditcovanju facilitacijske reakei je,
teEko je tofno definirati njen mehanizam. Ipak, razugljive je

da joj osnova mora leZati u opé¢em mehanizmu reaktivnosti hilo na
tumorsks, bilo na noermalna tkiva.

Iz tog cpéeg mehanizma imunoloSke reaktivnosti poznato nam
je da ce imunigzacija Zivotinje izazvati ucbidajenu reakeiju koja
¢e tedi u dvije faze. U prvoj fazi ofituje se snaZna reakeija
precsjetljivesti odgodencog tipa, koja se¢ manifestira wveé 3-4 da-
na nakon sengibilizacije, a dostiZe maksimam obifno tokom prve
sedmica. Nakon toga intenzitet ove reakeije nagle pada. Druga fa-
za, koju karakterizira humcralni odgovor, dostiZe maksimalni in-
tenglitet izmedu 2-4 tjedna nakon senzibilizacije, tj. u vrijeme
kada je celularna faza vecé znatnoe oslabila (Kaliss 1966; Axelrad
19568). Ako tkivo koje Zelimo facilitirati (napr. istovrsni tumor)
transplantiramoe u prvoj fazi nakon senzibiligzacije, doéi ée do
ubrzanog odbacivanja (second set). Medutim, ako ga transplanti-
ramo nakon nekcg vremena, kada jo celularna faza veé oslabila,

a humoralna zapofela i1 ojadala, onda ¢e 3& obiéno oditovati fa-
cilitacija (Kaliss i Bruyant 1958).

Za obja%njenjé mehanizma ovog fenomena predloZence je vise
teorija. Ipak, nijednom od njih nije se moglo cobijiasniti sve cks-
Perimentalne nalaze, S5to je dokaz sloZencsti mehanizama kojima
Se facilitacija ostvaruje. NajéeS¢ée se spominju teorije perifer-
ne i centralne inhibicije. Periferna inhibicija moZe biti aferen-
tna ili eferentne, ved prema tome, dali blokira aferentni ili -
ferentni dio imunoloSkog "refleksnog” luks, 2 djeluje na raszini

kalema. {(Billingham i sur. 1956; Snell 1956b). Billingham i sur.



(1956a) dali su najprihvatljivije objadnjenje i definieiju spo-
menutih puteva inhibicije. Pod aferentnom inhibicijom misle na
direktnu inaktivaciju antigena prisutnim protutijelima ili spri-
jetavanje antigenu da dede do centara imunog odgovora. Karakte-
ristika centralne inhibicije je djelovanje na imunckompetentne
stanice, 2 ofituje se bilo u promjeni imunoloSkog aparata, ill
1 promjeni svojstava imuncog ocdgovora. Akce protutijela ne mogu
izvrS3iti svoj ufinak, jer je facilitiranc tkivo prekrivenc ili
*gzidano” (walling off, angloam. autora) prot.tijelima, tada go-
vorimo o eferentnnj inhibieciji. MoZe se opdenito reci, da pos-
toji mnogo dokaza u prilog, kao i protiv, periferne inhibicije,
Zto obidno ovisi o specififnosti pokusnog modela (Kaliss 1958,
1969). U prilog efercntne inhibicije, kcoja ima vise podrske,
zoveri nalaz MBller-a (1963b) da tumor izloZen in vitro djelo-
vanju specifidnog protuseruma, pa zatim presaden na senzibili-
ziranog domadina, doZivljava facilitaeiju, dok istovremanc pre-
sadeni netretirani tumcr peodlijeZfe normalnoj reakeiji odbaciva-
nja. Mofe se pretpostaviti da su specifidna protutijela prekri-
la staniénu povrdinu i "czidala™ antigene, pa bi tako stanice
tumors bile zadtidene od domadinove reakeije odbacivanja, Sto
predstavlja eferentnu inhibiciju. Nadalje, poznato je da limfo-
citi, uzeti iz Eivotinje koja nosi tumor, mogu inhibirati rast
tumorskih stanica iste Ziveotinje,kada ih se in vitro zajednickil
uzgaja.(Hellstrém i sur. 1968; Hellstr®m i HellstrUm 1969). Me-
dutim, ovaj udinak limfocita moZe sa2 blokirati, akc u medi) do-
damo serum Zivotinije koja nosi tumor. Time je imunc oBtedenje
tumorskih stanica sprijedenc ili znatno oslabljenc, Sto takoder
govori u prileog eferentncj inhibieciji (Hellstr®m i sur. 1969a.; .

FPodriku centralncj inhibieiji, tj. djelovanju na razini imuno-
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kocmpetentnih stanica domadina, posebne daju radovi Takasugi i
Hildemann-z (1969 a i b). Oni su utvrdili, izmedu ostalcog, da
specificdéni protuserum injiciran u Zivotinje 6 dana nakon pre-
sadivanja alogenog tumora, dovodi do pada broja limfocita, ali
i facilitacije tumora. Feriferni limfociti uzeti iz senzibili-
zirancg misSa inhibiraju rast tumora, ako se pomijedaju sa tu-
morskim stanicama prije injiciranja u primacca. Medutim, peri-
ferni limfociti iz senzibiliziranih miSeva, koji su tretirani
protuserumom, ne pokazuju takav uéinak. Takasugi i Hildemann
(idem) su posebnu painju poklonili cdredivanju uloge pejedinih
frakeija imumoglobulina u procesu facilitacije, te su utvrdili
da je facilitacijska zktivnost vezana uz immoglobuline G,tj.
imunoglobuline malene molekularne tefine (73 tipa).

Drieé¢i se ovih saznanja o imunolos$koj facilitaciji trebalo
bi colekivati da d¢e ona vaZiti i za noermalns tkiva. Pa ipak, kao

Sto je refenco, facilitaciju normalnih tkiva je mnogo tefe izaz-

vati, negoli facilitaciju tumocrskih tkiva (Brent i Medawar 1962).

Za objasnjenje te razlike mogu poslufiti i opée bioleSke esobi-
tosti rasta tumora u usporedbi =2a oscbitostima rasta normalnih
tkiva. Viercjatno je to i razlog Stc presadeni tumor moZe pro-
gresivno rasti i ondae kada je pasivwnim protutijelima blckiran
imunoloski odgovor domadina samo prema nekim, njemu nepoznatim
antigenima tumorskcocg tkiva. Naprotiv nermalnoe tkivo biti ce od-
baceno &ak i cnda kada kalem ima samo jednu antigenu specific-
nost, koja je domadé¢inu nepoznata (Winn 1970). Produfenje Zivo-
ta koZnog kalema moZe sSo postidl injiciranjem primaoca serumcm
koji gadrzZi protutijela specifiéna za antigene kalema. Medutim,
iake su razlike statistic¢ki wvjercdostojne, ipek se ovim pos-

tupkom Zivot kalema prcocduZuje samc za nekoliko dana (Billingham
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i sur. 1956b). Halasz i Orleff (1965) takoder su dobili slié-
ne rezultate produZenja Eivota kofneg kalema injiciranjom spe-
cifiénog protuseruma. Perfundirali su udSku kunica specifiZnim
antidonor-serumom: i na nju su zatim presadili alokalem koZe.
Produzenje Zivota kalemzs pripisali su eferentnoj inhibiciji
mehanizma imunolofSkog odgovora. Pasivno prencsena protutijela
mogu produZiti i Zivot bubreZnog alokalema, ne same tako da ga
direktno zastite, vedé mogu i domadéinov aktiwmi cdgover (tzv.
aktivni cnhancement) usmjeriti u produkeiju dodatnih kolidina
facilitacijskih protutijela (French i Batchelor 1969).
Izneseni podaci ¢ mogudlem djelovanju huncralnih protutije-
la kako u procesu odbacivanja, tako i u facilitaciji presadoe-
nih tkiva, imaju posebno znafenje obzircm na pokuse koji se o-—
pisuju u ovo]j radnji. Naime, ncke vrste humoralnih protutijela,
koja ecirkuliraju u organizmu majke, mogu prijedéi u organizam
fetusa, odnosnc ncveorgdenceta. Ova prenesena protutijela, ne
samo da osiguravaju zastitu noverodendeta u ranom razdeblju
Zivota, vec¢ mogu 1 utjecati, pa Cak 1 preinaciti njegov aktiv-
ni odgovor na antigene stimuluse. Stoga je neophodnce iznijeti
neke osncvne karskteristike imunclceSkih odnosa u perinatalnom

razdoblju sisavaca, Sto je tema 51ijedecdeg dijela radnje.
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2.2. IMUNCLOSKE KARAETERISTIKE PERINATALNE DOBI

2.2.1. FETUS KAC ALOKALEM

Fatus je = obzirom na majku djelomicéno graden iz gene-—
ticki stranocg tkiva (ofeva komponenta naslijeda). Bududéi da je
organizam majke imunoloSki potpuno zreo i sposoban da odbaci
geneticki strano tkiveo, to je logiéno pretpostaviti da fetus mo-
Ze doZiviti sudbinu alcokalema. Jedno vrijeme se mislilo da bi
sam akt poroda mogao biti istovjetan sa odbacivanjem alokalema,
gli je ta ideja odbacdena ¢im se uzgojilo genetidéki Eiste soje-
ve, 3to znadi da se unutar Sistog soja mladuniad normalno rada.
Ipak =e mnogli aspekti trudnode i porodaja tumads s imunolofkog
stajalista.

Tako organizam majke moZe izraziti punu imunolosku reak-
tivmost prema vedini tudih antigena, ipak je on prema vlastitom
fetusu imunoleoSki "inertan™. Inerecija u tom slufaju znadi oslab-
ljeno ajelovanje sustava koji ocdrfava imunolosSku homeostazu maj-
$inog organizma, 3to ukazuje da je do3lo do izvjesne adaptaci-
je ili preinake u njegovoj funkciji (Anderson 1965). Presadiva-
nje kalema tudeg thiva neprirodan je dogadaj za organizam. Ka-
leml jenje alogenim tkivom se prirodno dogada jedino u trudnoéi,
Jer fetug i tumore trolfoblasta moZemo smatrati prirodnim aloka-
lemima, obzirem na to da obae sadrie i antigene cfevog porijekla.
Normalno vrijeme odbacivanja alokalema, u gotove svih sisavaca,
mnogo jo krade od vremena trudnode, pa ake fetus i smatramo a-—
lokalemom onda je on vrle debre toleriran (Bichwald 1963). Me-
hanizam ove tolerancije nije dovoljno cbjadnjen. NMnoge teorije

¢ tom mchanizmu samo ukazuju na mogude pristupe ovom problemu.
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Cini se da je najprihvatljivije razmifljati o interakeiji broj-
nih faktora koji se meduscbno depunjuju, Eto d¢emo razmotriti u
daljnjem tekstu.

Veé je u Opéem dijelu raglaSeno (vidi 2.1.2.1.), da kalemi
koji se presaduju u tzv. "povliastena"” mjesta kao napr. u vre-
Gice na obrazima hréka, mozak i prednju oénu komeoru, imaju is-
gleda da duZe preZive. To se objadnjava bilo specifiénom gra-
dom tih mjesta i1li odsustvom limfrie i krvne drenaze, pa trans-
plantacijski antigeni ne mogu senzibilizirati domadina (Russell
i Monaco 1965). Cesto se naglafava da i uterus, u tom smislu,
predstavlja povlaSteno mjesto. No, iako uterus dopusita implan-
taciju oplodene blastociste i omoguéuje rasvoj i rast zametka,
ipak on nije neophodan za normalan tok trudnocde. Dobro je posz-
nato da uznapredovala abdominalna trudnodéa mofe zavr3iti rode-
njem doneSenog djeteta carskim rezom (Bright i Maser 1961). O-
vaj podatals ipak ne iskljuduje zasStitnu ulogu uterusa, Sto pro-
istide iz slijededeg eksperimenta. Presadi 1i se alogena blas-
tocista ekstrauterino, specififno imuniziranoj Zenki, blasto-
cista de prestati rasti, dok =e blastociaste presadens u uterus
implantiraju i normalne dalje razvijaju (Kirby i sur. 1966).
Autori objasSnjavaju ove rezultate kao posljedicu ckruZivanja
kalema decidualnim tkivom u uterusu, 5to ga zasdtiduje od ste-
Gene imunosti, za razliku od blastociste smjeStene ekstraute-
rino.

Cinjenica da se neposredni kontakt izmedu majke i fetusa
ostvaruje preko placente, podstakla je mnoge istraZivacde da de-
taljnije upoznaju gradu i funkciju placente u razliéitih Zivo-
tinjskih vreta. Utoliko je od interesa klasifikacija placenti
u razliéitih vrsta sisavaca, na temelju tkivnih slojeva Sto su

umetnuti (slika 1).
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Slika 1.
HISTOLOSKI TIPOVI FLACENTA FOREDANI PREMA BRCJU SLOJEVA
STO 3SU UMETNUTI IZMEDU MAJCINE I FETALNE CIREKULACIJE

T Fetal Tissves . Fatal Capiliary

i
Epithelio-
chorral

Tablica I prikazuje nesSto modificiranu klasifikaciju pla-
centfd s obzirom na njihova funkcionalrno imunclofka svojstva
(prema Sterzl-u i Silverstein-u 1967), na temelju prikazane Ee-
me (slika 1). Vidi se da se broj slojeva tkiva, u placentama
razliditih sisavaca, krecde od 6 do 3. Epiteliohorijalna placen-
ta je u tom pogledu najbogatija i sadrZi sve majéine i fetalne
slojeve (majdin andotel, wvezivo i1 epitel, te fetalne alojeve:
trofoblast, vezive i endotel). Hemohorijalna placenta sadrii
samo 3 fetalna sloja.

Ha Tablici I. je prikazan i prijenos majéinih protutijela,
o Semu de biti posebno govora u kasnijem tekstu. Za sada je do-—
voljno naglasiti, da se prijenos majéinih protutijela moZe do-
vesti u vezu sa gradom placente. Medutim, pojedini slojevi pla-
cente vjerojatno imaju i drugacéiji funkcionalne imunoloSki zna-
taj. Mogute je da neki od njih mogu zastititi fetus od majdéine
imunolo8ke aktiwvnosti, usmjerene na ofevu antigenu komponentu.

U tom pogledu najvedi broj podataka potjefe iz pokusa na gene-
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ticki €istim sojevima Zivotinja koje mahom spadaju medu glo-
davee. Iz analize strukturs njihove placente (Tablica I) widi
se da tim placentama nedostaju "majéini” slojevi, dok su 3 fe-
talna sloja, u svima njima, zastupljena. Rezultati pokusa u tih
Zivotinja posebno su istakli znadenje stanica trofoblasta, ko-
Ji je fetalnog porijekla, =z dolazi u direktni kontakt sa maj-
¢inim tkivom. Kalemi fetalnog tkiva F, hibrida na Zivotinjama
ma jéinog soja, koje su prethodno senzibilizirane antigenima
ofevog soja, bivaju redovito razoreni. Isto se deSava i sa ka-
lemima placentarnog tkiva. VaZnu iznimku, u tom pogledu, &ini
bas tkivo trofoblastia, koje ne samo da nije razorenoc, ved mu je
i rast unaprijeden do te mjere da govorimo o proliferaciji.
(Simmons i Russell 1962, 1963). Ti su pokusi znatno ulvrstili
pretpostavku da bi stanice trofoblasta mogle djelovati kao imu-
nolofkl inertna barijera izmedu tkiva majke i fetusa. MiSljenja
da je sincicijski trofoblast, koji je u vezi sa majéinom krvlju,
samo majféinog porijekla (Gorden 1960) ili da su te stanice hapZ
loidne, tj. da sadrZe kromatin samo majdincg porijekla (Galton
1960}, danas su odbafena. Gotove je sigurno, da imunolosSku ot-—
pornost trofoblasta treba pripisati fibrinskom sloju koji ga s
povrSine oblaZe u mnogih Zivetinjskih vrsta (Kirby i sur.1964).
U Covjeka je ta] sloj poznat kao Nitabuchov sloj (Bardawil i
Toy 1959; Curgen 1970). Dosljedno takvom zakljudku treba istadi
da ni antigeni, prisutni ne stanicama trofoblasta, ne mogu sen-—
zibilizirati majéin organizam, jer su maskirani fibrinskim slo-
jem. Elegantnim pokusima u miSa Currie (1968) je dokazac da tro-
foblast ipak mbZe sengibilizirati primacca ukolikeo je prethod-
no bio tretiran neuraminidazom. Buduéi da se radi o enzimu koji

specififno razars mukopelisaharide ("cementnu” masu fibrinskog
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sloja ), moZe se zakl jufiti da su tim postupkom antigeni tro-
foblasta bili "razgolideni™ 35to je omoguéilo senzibilizaciju
domad¢ina. Zanimljive je, s tim u wvegi, istadi da debljina slo-
ja stanica trofoblasta, kao i debljina fibrinoidnog materijala
na njima, ovisi o antigenim razlikama izmedu majke i fetusa,
tj. slojevi su to deblji 2toc su vede antigene razlike izmedu
trofoblasta 1 domadina (Billington 1965; Kirby 1968). Ovaj fib-
rinoidni materijal histokemi jski je vrlo slitan medustanicénom
sloju kéji oblafe stjenke stanica u vreficama na obrazu hrika,
a poznato je da je to izrazito povladteno mjestoc za transplan-
taciju genetifki stranog tkiva, jer se domaéina ne senzibilizi-
ra (Billingham i 3ilvers 196&2a).

Vijerojatno je da i promijenjena imuncloSka reaktivnost maj-
ke igra vafnu ulogu u zastiti fetusa i sprijedavanju reakciljs
njegova odbacivanja. Naime, gravidna Zenka moZe glakvatrno iainc—
lo&ki reagirati na vedinu tudih antigena, ali je reaktiwvnost
na alogensa tkiva nedostatna, o ¢emu postoje brojni podaci. Ta-
ko napr.,alokalemi koZe presadeni gravidnim Zengms prezivlja-
vaju znatno duZe od kalema na negravidnim Zenama (Andresen i
Monroe 1962). U pokusima na miSevima Breyere i Barett (1960 a
i b) su pokazali da ponovljene heterospecifidéne trudnoce sla-
be reaktivnost majke na alokalem koZfe ofevog soja. Stavide,
Fenka moZe dufe nositi i kalem mufjaka sz kojim je bila wisa
puta samo parena, bez naknadne trudnodée (HasSek i sur. 1962).

U B3takora i pasa majka i njeni mladi pokazuju tolerancija na
uzajamne izmi jenjene kaleme neposredno poslije ckota (Anderson
1965). Ovake oslabljena reakcija gravidne Zenke, na alokaleme,
vjerojatno je posljedica djelovanja glukokortikoida, koji se

tokom trudnode pojafane izlufuju u vedine Zivetinjiskih wvrsta
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i Sovjeka (Medawar 1953). Glukokortikeidi imaju snaZno depre-
sivno djelovanje na limfatiéke tkive i koncentraciju cirkuli-
rajuéih limfocita u periferncoj krvi (Manick i Egdahl 1968}. Sa-
ma placenta takoder moZe biti izvor mnogih imunodepresivnih hor-
mona. U mnogih Zivotinjskih vrsta placenta secermnira i ACTH 1
kortikostercoide (Heslop i sur. 1954). Ti hormoni djelujudi u
neposrednoj blizini fizikalne barijere koja razdvajzs majlu i
fetus imaju daleko sna®niji depresivni uéinak na imanost usmje-
renu protiv fetusas, nego %to se to mofe ocijeniti testirajudi
sposobnost odbacivanja alokalema smjesStenih negdje periferno na
organizmua majke (Kirby 1968). Za humanu plscentu ne zna se si-
gurno dgdi producira kortikostercide . No, s obzirom na to da
producira ¢itav niz hormona, kao Sto su progesteron, horionskil
gonadotropin, placenterni laktogen i1 sudjeluje u metabolizmu
drugih {(Grausz 1969) nije iskljufeno da je i ona izvor nekih
hormona koji imaju imunodepresivno djelovanje. Ha kraju se me=
Ze zakljuditi daz je fetus sisavaca zadtiden na razne nadéine od
majéine reakcije odbacivanja. Ali i fetus, obzirom na svoju
opéu nezrelost ima poscbne imunolofSke oscbine o kojima se ras-

pravlja u narednom poglavlju.

2.2.2. STECENA IMUNOLOSKA TOLERANCIJA

IminoloSki aparat fetusa se za vrijeme trudnodée nalazi u
razvoju, pa u vadéine Zivotinjskih vrsta, tek neko vrijeme na-
kon poroda, stjede sposobnost normalne reaktivnosti. No, u tom
razvoju do normalne reaktivnosti prolazi kroz razdoblje kad na
strani antigen ne moZe reagirati imunoidéu, veé ga prihvada kao

viastiti, tj. postaje na njega tolerantan. To je 1 smisac Me-
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dawarove (1962) definicije tolerancije koja glasi ovako:"Ako se
neka Zivotinja izloZi antigenu, prije nego Zto je razvila apo-
sobnost da reagira protiv njega, onda je razvoj te reaktivnmosti
odgoden, a u stalnoj prisutnosti antigena moZe biti neogranide-
no produzen®.

Uobicajeni postupak za izazivanje tolerancije u sisavaca,
ptica 1 amfibija, sastoji se u injiciraniu alogenih stanica u
njihovu mladunfad u perinatalnoj dobi (Billingham 1961la; Hilde-
mann i Haas 1962; HaSek i sur. 1958). Teleranciju je mogude i-
zazvati u toj Zivotnoj dobi, jer sposcbnost mladog organizma da
imunclesSki reagira jo® nije funkcionalno sazrela, pa se tude
injicirane stanice prihvadaju kao vliastite. JoZ i prije nego
Sto su utvrdene bitne razlike ismedu cdrasle Zivotinje i fatusa,
odnosno novorodenéeta, u imuncleofkoj reaktivnosti na strane sta-
nice, bilc je misljenja koja su na njih ukazivala. Owen (1945)
j¢ opisac da su vaskularne anastomoze izmedu blizanaca goveda
uzrok bitnim promjenama imunclekog odnosa medu njima. Te su
Zivotinjs tolerantne na hematopoetsko tkivo, a mogu biti tola-
ranitne 1 na svake drugo presadeno tkive drugog blizanca (Stone
i sur. 1965). Ovaj nalaz se objadnjava time 3to su heterozigot-
ni blizanci goveda sinhorijalni i Zesto su eritrocitne kimere,
tj. svaki od blizanaca mofe imati u svojoj krvi mjedavinu vlas-
titih eritrocita i eritrecita koji pripadaju drusgscm blizancu.
Eritrocitni kimerizam utvrden je i u heterczigotnih blizansca
Covijeka, a Vocdruif i Lennox (1959) su jednom takvem paru izmi-
Jenili koZne kaleme i dokazali uzajamnu toleraneiju.

Sire znacenje Owenovog otkrida shvatili su Burnett i Fenner
(1949) koji su, uzevii u obzir ove rezultate, postavili opdu

teoriju imuncloSkog preposznavanja. Oni smatraju da organizam u
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embrionalne doba prepoznaje sve antigene kojima je okrufen kao
vliastite, pa gubi sposobnost da u kasnijem Zivotu na njih rea-
gira. U normalnim prilikama ti antigeni su dijelovi njegovih
vliastitih tkiva. Medutim, izlaganje orgonizma, u tom periocdu,
vetoj kolidini strancg antigena dovele bi do tolerancije na te
antigene, jer mlada Eivatinjgiggﬁ, u tej rancej fazi svog razvo-—
ja, sSposcbna da razlikuje tude cod vlastitog. Tudi antigeni vije-
rojatno unistavaju specifiZni klonus stanica, predodreden da u
kasnijem Zivotu na njih producira protutijela, pa Ziveotinja tu-
di antigen prihvada kao vlastiti. Kakc imunckompetentne stani-
ce postepeno sazrijevaju, tako im se razvija i sposobnost da
prepozinaju tuds antigene, tj. sve na koje za to vrijem= svoje
nezrele farze nisu postale tolerantne.

Na temelju ovih aposnaja Billingham i sur, (1953) izazvali
su toleranciju injiciranjem fetusa miSeva jednog soja, sa sta-
nicams slezene, bubrega i testisa miSeva drugog soja. Istovrome-
no je i HaSek (1953) dobic sliéne rezultate na pilidjim embrio-
nima, 8Spajajuéi embrione parabicteskom vezem. Naknadno Ltestiranje
koZnim kalemima davalaca stanica, u cdrasloj dobi, pokazalo jJe
da so w cba sluéaje deista radi o toleranciji. Penomen toleran—
¢ije dobro je prouen, pa su danas poznate mnoge njegove osobi-
ne. Sigurno je dokazano da je tolerancija posljedica centralnog
zatajivanja mehanizma imunosnog odgoveora, tj. zatajivanja reak-
tivnosti prema specifiénom antigenu na razini imumokempetentne
stanice (Smith 1961; HaSsk i sur. 1961). Stanje tolerancije moZe
2e 1 ukinutl prijencsom normalnih limfatifkih staniecas iz rgenetic-
ki kompatibilnog davacca (Smith 1961; HaSsk i sur. 1961; Dietri-
ch i Weigle 1964; Gowans i sur. 1962). To Je ujedno i najjasniji

dokaz da tolerancija predstavlja centralno zatajivanje imunoles-
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keg cdgovora, a da za to nije cdgovorna promjena unutarnje sre-
dine. Ta tvrdnja cdnosi se na razliéite vrste imunclod3kih reak-
cija, ukljuctujucdi tu preocsjetljivest odgodenog tipa i produkei-
ju protutijela (Gowans i sur. 1962).

Tolerancija je specifiéns za injieirane antigens, = tole-
rantni domac¢in moZz i dalje normalno reagirati na druge antige-—
ne (Gowland 1965). Tolerancija nije fenomen “sve ili niSta”,
jer se moZe pojaviti u svim stupnjevima od vrle slabe do potpu-
ne (Woodruff 1960). U roetpuno tolerantne Zivotinje alokxalem se
ponaZa kao autckalem, a tako se ponaSaju i svi naknadni kalemi
od istog davaocca.

lajbolji izvor antigena za indukeiju imunolofike toleranci-
je su Zive stanice, tj. stanice koje se mogu reproducirati. "o
gu stanice limfnih &vorova, splenociti, mali limfoéiti, stani-
ce koStane srZi i donekle timoeciti (Billingham i Silvers 1962b:
Billingham i sur. 1962b; HaSek i sur. 1958; Billingham 1961a}.
Tolerancl ju lakSe izazivaju £ive stanice jer su one =sposchne da
se reproduciraju u domadéinu, pa njihovi potomei odrZavaju tole-
rantno stanje. Buduéi da su medu tim stanicama prisutne i imu-
nokompetentne stanice mnoge Zivotinje mogu uginuti od bolesti
krzljanja, Sto ponskad znatno smanjuje postotak tolerantnih
(Hildemann i Haas 1962). O mehanizmu bolesti kr#ljanja, Sto u
sustini predstavlja reakciju kalema protiv demadina (KpD) go-
vorlili smo ranije.

Toleranci ja se moZe izazvati i davanjem pro&ifidenih antisze-
na, kao i stanica koje se ne mogu reproducirati, kac &to su nzor
bjelantevine, bakterijski antigeni, eritrociti itd.(Smith 1951).
Telerancija na ove antigene je prolazna, ali joj se trajanje mo-
Ze produf£iti ponovljenim davanjem antigena. Tolerantno stanje

SVELCILENe K ITHCA
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prestaje u roku ¢d par dana do 3 tjedna nakon isSfezavanja zad-
nje ¥olidine antigena iz domadina (Mitchison 1959).

Za indukci ju stanja tolerancije vaZni su i geneticéki odno-
21l tj. razlike u antigenima tkivne srodnosti izmedu davaoca
stanica i imunolofki nezrelog primscca. Sto su te razlike wede
to ée biti teZe inducirati toleranciju, dok je u slufaju slabi-
jih razlika u tkivnoj sreodnosti (napr. H-1 i H-3 lokus u mis3=)
toleranciju lako izasvati, Sak i u ocdraslijoj dobi (McKhann
1964). Broj injiciranih stanica, neophodan za izazivanje tole-
ranci je, takoder ovisi o genetidkim razlikama izmedu davacca i
primacea. Sto su genetitke razlike manje to je potreban i manii
broj stanica da se inducira tolerancija (Gowland 1965). U nekih
Zivotinjskih vrsta toleranciju mofemc izaszvati samo prenatalne,
kao napr. u kunidéa (Porter 1960}, dok se u misSa i Stalzora moio
izazvati i postnatalno (Hedek i sur. 1961l). Pri tome je i opot
vaZzan broj injiciranibh stanica, jer nije svejedno da 1i se in-
jicira odredena doza stanica na cijelu Zivotinju, ili se uzima
doza prema tjelesnoj teZini - tzv. VAD (weight adjusted dose).
Veca je wjerojatnost da de se primizncem WAD-a izazvati tols-
rancija, a WAD produZfava i vremenski period kroz koji inokulum
mcZa dovesti do tolerancije: u Stakora i mi&a do Sestog post-
natalnog dana - ako su u pitanju jade antigene razlike (Gov-
land 1965; Billingham i sur. 1960, 1962bh). Hekon tog vremena,
a u mnogih Zivotinjskih vrsta wvec¢ i ranije, ne moZe se izszvatii
toleranciju Jjer uporedo sa postepenim sazrijevanjem orgsanizmi

sazrijeva i njegov imunocle8ki sustav.
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2.2.3. SAZRIJEVANJE IMUNOLOSKCG ODGOVORA

Iminolodka reaktivnost fetusa i novorodendeta u usporadbi
an recktivneo8déu odrasle Zivotinje, znatno je slabija. Normalna
reaktivnost uspostavlja se, ovisno o specijes, tek neko vrije-
me nakon rodenja. Ipak to nije opée pravilo, jer €ak i fetusi
mnogih Zivetinjskih vrsta pokazuju neke oblike imunclo3kih re-
akcija. Kad se pak govori o cjelokupnoj imunoleSkoj reaktivnos-
ti onda mladi organizam, u tom smislu, moZemo smatrati nezrelim.
Bududi da je limfatidki aparat podleoga za citovanje svih obli-
s imunoloSke reaktivnosti, legifne je pretpostaviti da ta re-
alktivnost sazrijeva paralelnoe sa razvojem limfatifkog tkiva.
¥nogli autori misle da je mladi organizam imunoloSkil nezrec jer
mi nedostaju imunokompetentne stanice (HaSek i sur. 1961; Ster-
2zl i Silverstein 1967). 1 doista, sposobnost imunoloSkih stani-
ca novorodenfeta da produciraju protutijela manja je za oko 100
de 60C puta od sposcbnosti tih Et&nicﬁunﬂraale Fivotinje(Trnksa
i Sterzl 1960; Makinodan i Peterson 1964).

Nedostatnost produkeije protutijela u organizmu novoroden—
Feta mo¥e se objasniti i opfom neszrelosdéu organizma, a posehbno
tkivnioz metabolizma (Dixon i Weigle 1957). U prilog ovog migl je-
nja navodi se da stanice limfnih &évorova odrasle Eivotinje Ko-
je su sposobne da primarno ili sekundarno imunclosSki reagiraju
nakon prijencsa u odraslu Zivotinju czrafenu X-zrakama, ne od-—
govaraju takvom reakeijom ako se prenesu u novorcdene alogene
primacce. O znadenju nezrelosti organizma domadina goveri i na-
laz da limfatidke stanice novorodenog kunida mogu producirati
protutijela akeo su in vitro bile izloZene antigenu i zatim pre-—

nijese u cdrasle kunide ozrafene X-zrakama (Dixon 1 Jeligle
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1959}, I nasi rezultati ispitivanja metabolicke reaktivnosti
novorodencg na injekeiju kortizola, takoder ukazuju na vainost
zrelosti organizma, 3to se mofe smatrati opdfom pojavom u ovoj
Zivotnoj dobi (Rukavina i Eberhardt 1966; Avdalovié 1 sur.1970)}.
Fosebno treba razmotriti sazrijevanje imunoloSke reaktiv-
nosti 1 vezi sa razvojem limfatidkog tkiva. Iake su u mnegih Zi-
votinjskih vrata neke temeljne karakteristike limfatickog tkiva
definitivno odredene ved prije rodenja, ipak se ne moZe govori-
ti o potpunoj funkcicmalno]j zrelosti. U vedine Zivotinjskih
vrsta timus je prvi organ koji sadrZi limfatiékoe tkivo vedé u
ranoj fazi embrionalneg razvoja. U pilidjeg embriona uporedo sa
timusom sazrijeva jog jedan limfaticki organ i1 to Fabricijeva
burza (Fapermaster i Good 1962). Timus ima znafajan utjecaj i
na ogtalo limfatidko tkivo, jer se timektomi jom novookodenih
kunica sprijefava razvoj ostalih limfatifkih struktura (Archer
i sur,. 19632 i bh). U novokofCenih kunida, stimuliranih stranim
antigenom, pojavljuju sa plazma stanice tek pri koncu drugog
tjedna Zivota (Bridges i sur. 1959), a reaktivnost odrasle Zivo-
tinje postife se tek sa 4 tjedna starosti. Ha slifan nafin se
razvija i limfatic¢ki, cdnosno imunoloSki aparat u mida i Stako-
ra {(Good i Tapermaster 1964). Ovisnost imunolosSke kompetencije
0 tTimusu pokazuje se naroéito u transplantacijsko] imuncosti.
Timektomija u fetalrom ili rancm novorodenackom razdoblju u nmrmo=
gih EZivetinjskih vrsta (Stakor,mi3, hréak), bitno =2labi sposob-
nosat organizma da u kasnijem Zivotu odbaci alckaleme normalnom
transplantaci jskom reakcijom. Stavifie, takve su Zivotinje Zesto
teclerantne i na ksenckaleme (Good 1966; Miller 1961; Jankcvidéd i
sur. 1962).
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ImunoloSka resktivnost slabo je rasvijena i1 u ljudskog nc-
vorodenteta. Karakteristifno je, medutim, da je reaktivnost u
nedconosdéeta jednaka kao i u doneSena djeteta, S8to moZda ukazu-
je na vaZnost faktora “okoline" (Good i Papermaster 1964). U to-
ku prvih nekoliko tjedana Zivota novorodende pomalo razvija spo-
sobnost da reagira imunoloZki i takce postupno destiZe razinu
imunolcdke reaktivmosti odrasla Zcvjeka (Oshorn i sur. 1952 a
i b). Prva protutijela stvorena u 1ljudske ncvorodentadi su ma-
kroglobulinskoeg tipa (195)(Smith 1960). I u novereodenih Zivoti-
nja ova protutijela prethode produkeiji 73 protutijela (Stavi-
tsky 1961; Riha 1962; Bellanti i sur. 1963}.

I reakeije precsjetljivesti codgodenog tipa, u wveline Zivo-
tinjskih vrsta, takoder postepenc postiZu jadinu kKoju imaju u
odrasle Zivotinje. To sSe ¢dnesi i na reakeiju cdbacivanja alo-
kalema (Gococd i Papermaster 1964). Takce novookofeni Stakoeri mo-
gu alokalem fak i trajno prihvatiti (Medawar i Woodruff 1558).

Medutim, to nipoSto nije cpfe pravile, jer ima i suproinih
primjera, iz kojih se vidi da mladuncad nekih Eiveotinjskih vrs-
ta moZe nepogredno pe okotu, pa Cak i u fetalno doba, pckaziva-
ti normalnu reakeciju odbacivanja alokalema. Fetus kunicéa napr.
u zadnjoj fazi trudnede ved moZe odbaciti alckalem (Egdahl
1957). Tc se =sla?e i 8 tvrdnjom Porter-a (1960), da je u ovom
razdoblju fetalnog £ivota, u kuniéa, teSko izazvati imuncloiku
toleranciju. Ipak bile bi pogreBnc smatrati da je .imunoloSka
reaktivnost u ranoj postnatalnej dobi kunida na razini cdrasle
Zivotinje, jer je slabiji antigeni gotovo i ne mogu pobuditi
(Ivanyi i Ivanyi 1071}. I fetusi ovee (Silverstein i Prender-
gast 1964) i majmuna Jilverstein i Kraner 1965), reagiraju ne

alokalem ve¢ u ranijim fazama trudnodée. Fetus majmuna moZe Sak
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reagirati transplantacijskom imunoScéu prema antigenima majke
(Sterzl i Silverstein 1967). Vjerojatno da uw ljudi fetus ne od-
stupa bitne u reaktivnosti od pomenutih Zivotinjskih vrsta, jer
1ljudsko novorodenfe pa #ak i nedoncofdie, vrlo snafno odbacuje
alockalem (Fowler i sur. 1960).

Ova cpaZanja izgleda da se ne odnose samo na imunosnu reak-—
¢iju prema alckalemu, Jjer uporedo sa razvojem reaktivnosti od-
godenog tipa fetusa i novorodencéeta pojavlijuju se i humoralna
protuti jela. Tako ni reaktivnest na antigene tkivne srodnosti
ne zauzima nikakvo posebno mjesto u opéem razvoju imuncloSke
kompetencije u toj dobi, veé je ta reaktivnost analeoghna reak-

tivnosti na razliite druge antigene (Sterzl i Silverstein 1967).

2.2.4. UTJECAJ IMUNGCSTI MAJKE NA THUNOLOERKU REAKTIVNOST
MLADUNCGADT

Premda se u fetalnom rezvoju vrle rano podinju sintetizira—
ti serumski proteini, koje preducira jetra (Miller i Bale 1954},
ipak u ovo] Eivoinoj deobi nema produkeije imunoglobulina, bharem
ne u mjerljivim kolicinama (Good i Papermaster 1964). Kalko imm-—
noglobulini im&ju vafnu ulogu u zadtiti crganizma od 3tetnih
djelovanja vanjske sredine, to bi njihova odsutnoss mogla imati
fatalne posljedice za organizam novoercdendeta. Novoredende ipalk
nije "immnoleSki bogali™, je2r u gotovo s7Aih vrsta sisavoca me. jloa
csigurava miadem pasiviu zaftitu, prencsedi svoje imumoglobuli.-
ne. Ovaj se prijencs cdvija u fetalnoj ili u rencej novorcdenas-—
koj dobi, S8te cvisi ¢ Zivotinjskoj vrati, a ponekad i kroz Siteo-

ve perinatalne raszdovlje (Brambell 1966).
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Za prijenos protutijela iz majke u fetus vaZna je grada
placente, ali se prijenosu, u nekih Zivotinjskih wvrsta, moZe
vr2iti i mime placente, kroz endoderm Zumanjfane vrede, amni-
onsku tekuéinu i fetalno crijevo (Brambell 1966). Na Tablici I
prikazan je prijenos protutijela u ovisnesti o broju slojeva
koje posjeduje placenta. Kada su prisutna sva majéina i1 fetal-
na tkivae, onda se placenta sastoji od ukupno 6 slcjeva. Neki
slojevi placente meogu 1 nedostajati, pa se prema broju slojeva
placente mogu i klasificirati. Epiteliohorijalna placenta ima
sve majcéine i fetalne slojeve, pa preko ove barijere ne mogu
prodrijeti majcéini gama globulini u fetalni krvotok. U tom slu-
c¢aju ni aktivna 1li pasivna imunizacija majke ne omeguduje pri-
jenos stvorenih protutijela (Zterzl i sur. 1960b). Iako sindes-
mechorijalna placenta ima jedan slcj manje (nedostaje majéin e-
pitel’, ipak i ona gprijetava prolaz imunoglcbulina. U Zivotinjz
koje posjeduju ove dvije vrste placentii posebno je wvaZsn ponb-
natalni prijencs gamaglobuline i protutijela preko kolastruma.
u Kojem su bogato zastupljena.Vrijeme apscorpceije imuncglobuli -
na preko crijevne sluznice je relativnoc kratko (36-48 =sati), 2
na njegovu dufinu posebno utjede vrsta hrans (Lecce i Morgsen
1952; Lecce 1964). Bndoteliochorijalna placenta sadrZi samoc moj-—
¢in endotel i fetalne slcjeve, 3Stc veé omoguduje prenatalni
Frijencs imuncoglobulina. U Zivotinja s tim tipom placentes pri-
jenos s2e nastavlja i pestnatalno, kroz desetak dana (Sterzl i
Silverstein 1967). Hemohorijalna placenta je najjedncstawnije
gradena, Jjer barijeru za prijencs protutijela €ine samo fetal.-
ni slojevi. Stoga hemohorijalna placenta omoguduje cbilan pra-
natalni prijencs gamaglobulina i protutijela. Medutim, postioa-
talni prijenocos nalazimo samoe u S8takera i mifa (idem). Bramiall

1 sur. su razjasnili nadine i mehanizam prijencsa majdinih pro--
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tutijela u mmegih Zivotinjskih vrsta kcoje posjeduju ocva] tip
placenta. Tako s& 11 Xunica majéina protutijela prenose preko
uterine Supljine i stanica endoderma Zumanjfane vrece, dok se
prekc placente uopée ne vr3i prijencos (Brambell i sur. 1949).
Interesantne je d= se u kunidca gama-makroglobulini (195 protu-
tijela) prencse jednako lake kao i protutijela malene molekular-
ne teZfine (73 zmmaglcebulini). Prema tome, membrane preko kojih
se vrEi prijenos ne sluZfe kao tzv. "molekularnce =itc" (Hemmin-
g5 1 Jones 1962)}. Prijenos preko fetalnih membrana omogudéuje
tzv. Fo fragnent 211 Porterowv fragment III molekule gamaglobu-
lina. Naime, poxu=si =su pokazali da se Fec fragment prencsi jedna-
kom brzinem kac ¢itava molekula gamaglobulina, dok se ostatak
molekule prencsgi 1 vrlo malencoj kolidini. Stoga se misli da o-
vaj fragment slufi kao "drZad” kojim se molekula gamaglcobulina
prihvaca za speciifidénz receptore (Brambell i sur. 1960).

I u Stakcra se prenatalni prijencs protutijela ocdvija na
slican nadin kao u kunicéa, ali to vjerojatno nije jedini put,
jer u prijencesu mofda sudjeluje i placenta (Brambell i Halliday
1956} . Postnatalni prijenos protutijela najbolje je proufen u
Stakera i mifSeva. U tih Zivotinja se majéina protutijela i ga-
maglobulini izluéuiju v mlijeko tokom laktaeije, a prenose se
preko probavacg trakva gotovo Kroz cijelo razdoblje dojenja.
Frijenos se nagls smenjuje cke 18-og postnatalneg dana, a 21—
og dana potpunc prestaje (Halliday 1955). Vrijeme prijencsa mo-
Ze se i znatno skratiti, ako se EZivotinji injieiraju koriiko-
steroidi (Halliday 19572, 1959). Za vrijeme prijencsa iz crije-
va u cirkulaci ;i mlzdog,; gamaglocbulini majke mogu promijeniti
svoje prvobitne karakteristike (Brambell 1966). Moriss (1965)

je mladim Z2+4skorima davac peroralne (prekc sonde) imune serume
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koji su sadrZavali samc kompletna protutijela (aglutinine) ve-
like i malene molekularne teZine (Ighl i IgG). U cirkulaciji mla-
dih Stakora nije naSac protutijela velike molekularne teZine,
ve¢ samo protutijela malene molekularne teZine, i to inkomple-
tna. Prema tome, protutijela malene molekularne teZine bila su
promijenjena iz kompletnih u inkompletne aglutinine.

Flacenta Zene takoder spada u hemoherijalne placente (sa-
drZi samo fetalne slcjeve), pa se protutijela mogu prenositi
iz majéine u fetalnu ecirkulaciju. U noveorodendeta protutijela
ne prolaze postnatalne. Iz majéine cirkulacije prolaze uglav-
nom samo protutijela tipa 73, dok se protutijela 193 tipa mo-

Zu naci samo u tragovima (Gitlin i sur. 1963). Ovo se vjercjat-
no moZe pripisati funkeiji placente kao molekularnog sita, ko-—
je propuita molekule malene molekularne tefine, a vede moleku-
le zadrfava (Sterzl i Silverstein 1967). U kolostrumu i mlije-
ku Zene uglawnom su zastupljeni imunoglobulini velike moleku-
larne tefine (Igh i IgA), iake su istovremeno u njencm serumu
najobilni ji imunogleobulini malene molekularne teZine (IzG)
(Hanson 1960; Hanson i Johanson 1962; Rejnek 1964). Razina ga-
maglobulina u serumu novorodendeta ista je, ili &ak i nefto vi-
s& negoli u serumu majke. U narednih nekoliko mjeseci dolazi do
pada razine gamaglobulina, = zatim oni postepenc rastu prema
normalnim vrijednestima (Zak i Good 1959).

Pasivno prenesena majéina protutijela vaZna su za neposred-
nu zastitu novorodendeta protiv patogenih antigena, ali ova pro-
tutijela mogu utjecati i na naknadno inducirani, aktivni, pri-
marni odgovor novorcodenfeta prema takvim antigenima. Vige je do-—
kaza da ova protutijels suprimiraju imuni odgover. Prijenos dif-

terickih antitcksina iz cirkulacije majke znatne suprimira ak-
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tivno stvaranje antitoksina u imuniziranog djeteta (Butler i

sur. 1954}. Do sliénih zakljuéaka do8li su Ferkins i sur.

e

(1958 i 1959), upotrebljavajuéi pclic vakcinu. I pokusi na Zi-
votinjama daju pedrsSku ovom stavu (Uhr i Baumann 1961la i b; Fo-
ssal 1957). Neiders i sur. (1962) su utvrdili da pasiwvno prene-
sena protutijela na antigene eritrocita, imaju depresiwmi uéi-
nak na naknadnu aktivnu predukei ju pretutijela protiv eritro-
citnih antigena. Lepow i sur. (19€1l) smatraju da do inhibici-
je viastitog imunog odhovera mladog dolazi samo onda kada jJe
titar pasivno prenesenih majéinih protutijela wvisck. Mehanizam
ove inhibicije nije u potpunosti razjasnjen. Uglavnom se misli
da je imunizirajuca aktivnost antigens smanjena poslije apsorp-
¢ije sa prisutnim protutijelima (MEller i Wigzell 196%). Drugi
istraZivadi misle da pasivno prenesena protutijela cnemogulava—
ju 111 otefavaju produkeciju i pojavljivanje vliastitih protuti-
jela mehanizmom povratne sprege (Uhr i Baumann 196la:; Finkel-
stein i Uhr 1964).

Iz prethodnog sg vidi da placenta moZe predstavljati djelo-
miénu barijeru za prijelaz molekula protutijela. Na temelju to-
£a moglo bi se pretpostaviti da ¢e uloga placente u filtraciji
krvi biti jo8 igrazitija u pogledu stanica. Pa ipak, poznato je
da stanice iz majéine krvi mogu prijedi placentarnu barijeru i
uéi w fetalni krvotok. Razumljivo je da,pod tim ckoclnostima,i
Tetalne stanice se mogu nadéi u majéinom krveotolku. U potonjem
slutaju fetalne stanice, iz majéine cirkulacije, mogu u njocj
inducirati imunost. Stvore 1i se pri tome protutijela protiv
antigena fetalnih stanica, ona bi mogla, proSav3i placentu, pro-—
drijeti u fetalni krvotok, wvezati se za fetalne stanicéne anti-

gene 1 time fetus oZtetiti. Obzirom da se medu fetalnim stani-
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cama W majéinom krvotoku mogu nadi eritrociti, leukcciti, trom-
bociti, stanice trofoblasta itd. (Billington 1965; Lanman i sur.
1962; Kirby 1968) to je razumljive da stvorena protutijela u
majei mogw imati Sircki spektar specifiénosti. Dobro je poznata
mogucnost senzibilizacije majke na antigene Rh faktora, kao i
posljedice 8to ih takva senzibilizacija izaziva. 1 ABO inkompa-—
tibilnest majke i fetusa moZe dovesti do hemolitidékih oStede-
nja fetusa i novorodenteta (Vliahovié i sur. 1968). Na slidan na-
€in i lcukociti mogu izazvati protutijela sa Stetnim udinkom u
novorodendeta (Lalezari i sur. 1960).

2 druge pak strane, ne smije se zanemariti ni poesljedice
prolaza majéinih stanica u fetalni krvotok. U tom sluéaju se ne
moZe, dodusSe, izvuci analcgan zakljudak da bi time moZda, maj-
¢ina tkiva mogla biti oStedena zbog senzibilizacije fetusa. Do-
vaeljno je bile govoera o relativnej imunologkoj inereiji fetusa.
No, ovakav prijelaz majéinih stanica u fetus moZe u njema do-
vesti do drugovrsnih posljedica. Poznato je da se medu majci-
nim stanicama, Sto prelaze placentu i ulaze u fetus, nalaze
egritrociti (Lee i Vazguez 1962) i leukociti (Dessai i Creger
1963) « U pcockusima na novookoéenim miSevima i Stakorima utvrdr-
na je i mogucdnest prijelaza imunckompetentnih stanica, kros
placantarnu barijeru (Good i Papermaster 1964; Billingham i
sur. 1965). Neimunizirani novookodeni miSewvi i Btakori posjedu-
Jju, neposredno po ckotu, maleni broj stanica koje stvaraju pro-
tutijela, pa s& opravdanc vijeruje da su to stanice majéinog po-—
rijekla. (Sterzl i Silverstein 1967).

Frisutnest tih tudih imunckompetentnih stanica u mladome
tecretski mofe deovesti de KpD (GvH) reakcije, Sto je od poseb-

nog znadenja u humanoj medicini. Ako se, naime, u hemolitidkoe]
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bolesti KpD reakecija i ne dogada prircdno, uvjeti za njen raz-
vo]j cGesto poestoje zbog cksangvinotransfuzi je novorcdandéeta
krvlju odraslih davalaca (HafSek i sur. 1961). Iakec se prije mis-
lilo da je cvakva vrsta reakcije moguda samo u pokusima na la-
boraterijskim Zivotinjama, novija klinifka iskustva ukazuju da
gse tipiféna GvH reakeija moEe dogoditi i nakon takvog terapij-
skog pothvata, femu se do sada nije poklanjalo dovoljno pa®nje
(Heathaway i sur. 1967). Pored ove moguénosti razumljive js da

se ovim postupkom moZe inducirati i specifiéna imuncloSka tole-
rancija novorodenéeta prema antigenima Sto ih nose injiciranc

stanice (Albert i sur. 1959).



3. OBRASLOZENIE TEHN:
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Transplantacija stanica, tkiva ili organa u pravilu j=
neprirodan dogadaj. Iznimku od tog pravila &ini fetus sisava-—
ca. Iako se, u nesrodnoj populaciji, fetus antigenski raglilu-

Je cod majke, ipak on ne doZivljava sudbinu alogenog kalema.

Taj njegov povlaSteni poloZaj nije, medutim, do¢ kraja osizuran
Poznato je, naime, da stanice fetussa mogu senzibilizirati maj-
ku i potaknuti stvaranje protutijela, koja mogu prouzrckovati
hemolitucku belest mladundeta. 3 druge, pak, strane vaZnost
humoralns imunosti majke u zaStiti novorodendeta od patogenih
usroctnika dobro je poznata. 0%ito je, dakle, da izmedu majke i
fetusa-ovorcdenfeta postaje fiziclodki putevi kojima se pre-
nose imunogens informaci je, kao i putevi koji osiguravaju céi-
tovanje imunoclogkih udinaka.

Kcliko god je dobro poznata zaftitna uloga humoralne imu-—
nosti majke u organizmu novorodendésta, toliko su drugi oblici
imuncloskih cdnosa izmedu njih ostali u dobroj mjeri nepoznati.
Takae, vrlo su oskudni podaci koji nam govore o utjecaju majéi-
ne precosjetljivosti cdgodencg tipa na reakeiju mladundeta pre-
ma istom imuncloSkom podraZaju. Tom tipu precosjetljivosti pPri-—
pada i imunosna reakcija na presadenc alogeno tkivo (transplar-
tacijska imuncst). Obzirom na razlike u antigenosti izmedu me j—
ke i Tetusa, cdnosno novorcdendeta, kao i na prisutnost fizi-
clodkih veza izmedu njih, smatrali smo vrijednim razmotriti
kakc se ti odnesi od&ituju na transplantacijsku imunost mladur—
tadi. Predmet ove rasprave je, stoga, analiza utjecaja majéin:z
lmurniosti, potaknute alogenim tkivom, na tkivnu imuncst mladih
Stakora.

Obzirom na veze koje, u oveoj Zivotinjskoj vrsti, postoje



- a7 -

izmedu majke i fetusa, cdnosnco novorodendeta, trebale je pret-
postaviti da se iz majke mogu u organizam mladuncéeta prenijeti
i stanice i protutijela, makar i u ogranifenim koli¢inama. U
nastojanju da 8to iscrpnije ispitamo njihov Eiuluéki utjecaj
bilo j= potrebno omoguditi i njihov bogatiji prijcnos. U zaseb-—
nim =s=mo pokusima pockuSali stoga povisiti propusnost placente
primjenjujucéi hijalurcnidaszu. Nakcon ulaska stanica u fetus mog-
le se olfekivati da e mladun&e na njih postati: a) imuno, b)
tolerantnce, ili ¢) da ¢e ga stanice u reakeciji"kalema preotiv
domadina" oStetiti.

FPrijence humoralnih protutijela mogao bi u mladundéetu pro-
uzrokovati oftefenja zbog citoteksidkih svojstava protutijela,
1ili pak facilitaciju rasta onih stanica ili thkiva prema ko-
jima su specififéne usmjerena. Bududi da reaktivnmost na alogeni
kalem neodvojivo ukljuduje kakoe tkivnu, tako i humcralnu imu-
nest, to sme u mladunéadi ispitivali 1 jedan i drugi coblik i-
munclosSke reaktivnosti. Tkivnu imuncst mladundeta odredivali
sme procjenom sudbine proesadenocog alogencg kalema koZe, a njo-
govu humoralnu reaktivnost provjerili smo testiranjem hemagiu-

tinina, usmjerenih na antigene eritrocita davaocca kalema.



4. MATERTIJAL I METODE




w el

4.1. POKUSNE ZIVOTINJE

U svim pokusima upotrijebili smo Stakore i to: genetidki
nesrodne albino Stakore (Y), i geneticki Siste s=¢jeve Stakora
Lewis i ¥-59. Zivotinje potjedu iz rasploda vlastitcs labora-
torijskog uégﬂja savoda za fiziologi ju.

Genetickl nesrodna {heterﬁzigatna} kolonija nasih Stakors
razvija se ved 6 godina kao zatvorena populacija. Maticéno leglo
je stvoreno odfekoliko pari Stakora iz kolonije Zavoda za fizi-
ologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu. U zadnjih 5 godina ova
se kolonija razvija samostalno, bez obtmnavljanja sa Stakorima
iz drugih centara. 3 obzirom na zatvorenost uzgoja postojl mo-
guénost da je u tom razdoblju doSlo do nekontroliranog djelomi-
c¢nog sarodivanja Zivotinja, obzirom na gene tkivne srodnosti.
Stupan] srodivanja moZe se ocijeniti provjerom sposobnosti od-
bacivanja koZnih kalema izmjenjenih medu nasumce odabranim Sta-
korima. NaSa testiranja uvkazuju da se u ovom vremenskom raz-—
doblju povedala uéestalost nasumce cdabranih Stakora, koji koZ-
ne kaleme nose duZe od prvobitnoe utvrdenog srednjeg vremena pre-
Zivljavanja, pa je tome poklonjena ocdgovarajuca paZnja i u o-
vom radu. Stakori se stavljaju na raspled po principu sludaj-—
nog izbora, pa se mogu dobiti kombinacije Ziveotinja koje su ge-
neticki vife ili manje sliéne. QOkocena mladuncéad ostaje u is-
tom kavezu sa majkom do navrienih mjesec dana, a tada se prenoc-—
i u odvoi ne kaveze, u koje se smjeStaju Stakori iz visSe lega-—
la.

Soj albino Stakora Lewis potjefe iz Instituta "Ruder Bos-
kovié", a soj albino Stakora ¥Y-59 iz Zavoda za animalnu fizi-

ologijv Prirodoslovno-matematidkog fakulteta u Zagrebu. Cistoflsa
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sojeva kontrolira se povremenom izmjenom koZnih kalema. Sve
Stakore, iz cba &ista soja, koje smo upctrijebili u ovem radu,
prethodne smo testirali izogenim koZnim kalemima, da bi se ogi-
gurali od eventualne pojave genske mutacije koja moZe promije-
niti antigene tkivne srodnosti. Svi testirani Stakori su traj-
ne prihvatili presadene izogene kaleme,

Stakori su podijeljeni po spolu u odvojene kaveze, u kojim
se nalazi prosjeéno po 6 Zivotinja. Prehrana Stakora je stan-
dardna i sastoji se od keksa (proizvod "Pliva"-Zagreb). Poseb-
no se Zivotinje dehranjuju jedanput sedmi&no zelenjem, mrkvom
i kvascem. Povremeno,(dva puta mjeseéno) hrane se i svjefom

govedom jetrom.

4.2. TEHNIKA KOZNOG KALEKA

Fresadivanje koZnog kalema je dovoljno osjetljiva i pris-
tupacna metoda za ocjenjivanje stupnja tkivne srodnosti trans—
plantacijskih partnera, kao i za analizu reaktivnosti primala-
ca izloZenih specifiénim imunoloSkim postupcima, koji su pred-
videni eksperimentalnim protockoelom. Upotrebljavali smo ortotop-
ni kalem koZe, tj. kalem koji se Zivotinji primaoccu udije na
anatomski analogne mjesto. Slufili smo se metodom kalema pune
debljine ("full thickness graft"-angloam. autera) (Billingham
1961b).

Stakora-davaoca kalema, prethodno se narkotizira. Upctreb—
ljavali smo kloralhidrat kao narkotik (Chlorali hydras - "Me-
dika”). Injicira se intraperitonealno u dozi od 1 ml na 100 g
tjelesne teZine Stakora. Ovaj narkotik je pogodan jer =e dob—

ro podnosi i obiéne ne izaziva toksiéne uéinke. Kada smo kale-
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mili mlade Stakore (stare do mjesec dana) upotrebl javali smo
etersku narkozu (Aether ad narcosin - “Lek™), jer se lakie kon-
trolira.

Narkotiziranom Stakoru se Zkarama cdstrani dlake sa strane
grudnog kosa, pa se to podrudje nasapuna i izbrije britvicom.
Tako pripremljenc operativne polje premaZe se 70% alkoholom i
Sterilnim skalpelom omedi kvadrat velidine 2%2 em u odraslih
Stakora, odnosnc 1,5x1,5 cm u mladih Zivotinja. Dublje se za-
sijeCe lijevi donji rub kvadrata i prihvati malom kirurdkom
Pincetom. Zatim se “tupo® ispreparira sloj koZe koji se nalaszi
iznad miSidnog sloja (panniculus earnosus-a). Pritom treba pa-
21ti da se ne ozlijede krvme Zile koje su smjeStene iznad misid-
nog sloja. KoZni cdsjeéak se odvoji od podloge i prenese u ste-
rilnu zdjelicu sa fiziolodkom rastopinom. Na isti nafin se pri-
premi i primalac, pazedi da lefiZte na primaccu povrdinem odgo-
vara koZnom cdsjefku uzetom sa davacea. Zatim se prenaese koZni
kalem davacca u pripremljenc leZiSte na primaoccu. Kslem se ck-
rene zs 1EGG, da bi se u sludaju duljeg prefivljavanja lak3e
pratila sudbina presadene koZe, jer dlaka na kalemu raste sup-—
retne cod smjera rasta dlake primacca. Kalem se adaptiras prema
rubovima koZe primaocca i pridvrsti =sa 8 3avova (4 Zva na uglo-
vima, a 4 po sredini svake strane). Kalem se obi&no postavlja
na lateralnu stjenku grudnog koda, jer rebra osiguravaju dévrstu
podlogu, a omogudena je i adekvatna opskrba kalems krvlju, kao
i1 venska i limfna drenaZa. Na kalem se stavi sterilna gaza pre-
mazana sa 104 sulfatiszolskom masti, a grudni ko8 se uvije u leu-
koplast. Time se postiZe dovoljan pritisak kalema na leZidte,

Sto sprijedava cbilniju eksudaciju i traumatiziranje kalema.
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Kada nema kcmplikacija (zbog loSe tehnike, infekcija itd.),
kalem se prihvati per primam intentiocnem i jedva ga moZemo raz-
likovati od ckolne keoZe primacca. Krvne Zile brzo uradtavajn
iz lefisSta u kalem, tako da je veé Setvrbtog dana presadena ko-
£a ruzicéaste boje. Converse i Rapaport (1956) isticdu da je 4-
cg dana vaskularizacija kalema skorco dovrSena. Leukoplast 1 za-
voji skidaju se T=og dana, 2 stanje kalema prati se svakodnewv-
no makroskopski. Ocjenjuje se boja, elastidnost, mekodéa i even-
tualni rast dlake.

Odbacivanje alogenog kalema kcoZe meZe biti akutne ili kro-
niéne, 3to ovisi od viSe faktora (Barnes i Krohn 1957), kao Sto
su: genetiéke razlike ismedu davaoca i primocea, velifina koZE-
nog kalema, eventualna prethodna senzibilizacija primaocca 54
antigenima davacca, te dob primacca (Anderscon 1970).

Reakei ja akutncg odbacivanja kalema pracdena je snaZnom u-—
palnom infiltracijom (Eichwald i sur. 1966). KoZa postaje ede-
matozna, 2 zatim joj se promijeni boja od svjetloruZidaste pre-
ma Zuckastoj, smedoj i ponekad crnej. Kalem gubi elastiénost,

a zatim mekodéu, pa sSe na kraju moZe pretvoriti u tvrdu ruastu.
Gubitak normalnog epidermisa i stvaranje kruste, u ovakvom tipu
reakeije, uzimali smo kao kriterij za odbacivanje kalema. U po-
kusima u kojim su primacci prethodno senzibilizirani sa tkivi-
ma davaoca, dolazileo je cesto do burne reakcije sa liziranjem
kalema.

Reakei ju kronifénog odbacivanja kalema mnogo je tefe pre-
cizno kontrolirati i odrediti tofan dan konadénog odbacivanja.
Kalem se postepenc smanjuje, epidermis se pofne stanjivati, o-

slabli mu veza sa dermisom, dolazil do involucije privjesaka ko-
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Ze (dlake ne rastu iako se kalem drZi), a pri kraju pojave se
brazgotine. Ovaj tip reakcije odbacivanja Sesto smo vidali u
mladih Stakora. Znacajnije smanjenje kalema i pojavu brazgoti-
ne, uzimali smo u 3avim reakecijama ovog tipa kac znak odbaciva-

Inja.

4.3. EATEGORTIZACTJA STUPNJA TOLERANCIJE NA PRESADENE KALEME

Da bi iskazali stupanj tolerancije primalaca na presadene
kaleme posluZili smo se srednjim vremenom cdbacivanja (3V0) ka-
lemf. DrZed¢i se tog principa sve smo Zivotinje podijelili u 3
skupine: a) netolerantne, b) tolerantne i c) visoke tolerantne.

a) Netolerantni. U ovu smo skupinu svrstali sve mlade Sta—

kore koji presadene kaleme nose krade od vrijednosti 3SVQ + 3ISP
(srednje vrijeme cdbacivanja + trostruka vrijednost standard-
ne pogreske) iz cdgovarajude kontrolne grupe normalnih Stakors.

b) Tolerantni. Ovej skupini pripadaju svi Stakori koji

presadeni kalem nose duZfe od 3VO + 35P, ali krade od trostruke
vrijednosti SVQ za kaleme iz odgovarajule kontrolne grupe.

¢) Vieoko tolerantni su svi Stakori na kKojima je presadeni

alokalem prefivio duZe od trostruke vrijednosti SV0, =za odgova-

rajucu kontrolnu grupu.

4.4. PRIFPRENA ST&FI&HIH SUSPENZIJA ZA SENZIBILIZACIJU

Suspensziju stanica slezene (splenocita) pripravljali smo
od slezene muZjaka genetidki fistog soja Lewis. Stakor =se anca-
tezira, abdomen otvori uzduZnim rezom u medijalnoj liniji i iz-

vadi slezena. Slezene sSe prvo isjefe Bkarama i zatim prenese na
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metalnu mreficu uronjenu u zdjelicu s=a Ringerovom rastopinom, py-
fardiranem fosfatnim puferom ( Billingham 1961 a ). pH rastopi-
ne iznosi T,6. Sa porcelanskim tuikom tkiveo slezene se protisae
kroz mrezZicu, pa u rastopinu prolaze pojedinaéne stanice, kao i
manje nakupine stanica. Na mreZici uglavnom ostane vezivno tki-
vo. Suspenzija stanica se zatim prodtreava kroz seriju injekciq4-
skih igala cd breja 1 do broja 20, pri Gemu se potpunco razbiju
unakupine stanica. Suspenzija se centrifugira 3 minute na 1.200
okretaja { rashladna centrifugas "Janetzki”), supernatant se od-
baci, a sedimentu ponovno doda puferirana Ringerova rastopina-
Ovaj se postupak ponovi Jjos dva puta. Sediment se konadéno razri-
dedi u 1-2 ml Ringerove rastopine, dobro promijeSa da se dobije
jednolidna suspnezija i odredi broj stanica u mm>» Broj stanica
22 odreduje standardnim hem:citometrijskim postupkom, tj. broje

se nukleirani elementi.

Orvisani postupak pripremanjzs splenocita dovodi do mehanidkih
o8tecenja, pa i ugibanja, izvjesnoz broja stanica. Stoga smo uvi-
Jek odredivali postotak preZivjelih stanica metodom ekskluzije
boje ( Schreck 1958 ). Upotrijebili smo 0,2 # eomina ( Eozinum
flavum - "Kemika" ) - u fizioloSkoj rastopini, kojom se razrije-
di suspenzija splencecita 1:100. Nakon mijesSanja od 3 minute he-
mocitometrijski smo odredili broj stanica koje su primile boju.
Te stanice smatramo "mrtvim", a njihov broj iznosioc je oko 30

od ukupnog broja stanica.

Suspenziju splenoccita injicirali smo intravenski ili supkuta-
no. Broj splenccita za intravenske injiciranje izraZavali smo na
temel ju nadenog broja "Zivih" {(eozin negativnih) .stanica. Za sSup-—

kutano injiciranje broj stanica izraZawvali smo prema ukupnom bro-
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Ju stanica u suspenziji. U nekim pokusnim grupama splencciti su
inkorporirani u Freundov adjuvans, da bi se u primaccu pojadao
igihizirajuéi ufinak ovih stanica. Na opisani nadin pripremi; j-
na suspenzija splenocita dodavana je polagano, uz neprestano mi-
jeSsanje, u jednak dio Freund: ve emulzije. Ta emulzija je sastav-
ljena od 82 ml parafinskog ulja, pomijefanog sa 18 ml lanolina,

u cemu je emulgirano 520 mg suhih . viksbakterija tuberkuloze

{ bovinog tipa ).

I stanice periferne krvi, u kejeoj brojem dominiraju eritro-
citi, =lufile su kao materijal za senzibilizaciju. Za pripremu
suspenzije uzimali smo krv iz repne vene Stakora. Krv smo sa-
kupljali u epruvete sa 1 ml 3,8 # rastopine natrijskog citrata.
Zatim =zmo u epruvetu dodali puferiranu Ringerovu rastopinu do
ukupnog volumena od 10 ml. Postupak ispiranja suspenzije centri-
fugiranjem, odlijevanjem supernatanta 1 dodavanjem Ringerowa
rastopine identican je kao i za pripremu suspenzije splenocita.
Konafno priredenu suspenziju krvnih stanica injiecirali smo in-
travenski na osnovu broja eritrocita odredenog hemocitometri j-—

ski.

4.5. HIJATURONTDAZA

Hi jaluronidaza nam je sluZila za povedlanje propusnosti

placentarne membrane, posebne za olakSavanje prijenosa stanica.
Upotrebljene su dvije vrate hijaluronidaze, zYwog teSkofa u na-
bavi. No, buduéi da se rezultati pokusnih grupa Zivotinja, tre-
Tiranih ga hijaluronodazom iz dva razliféita izvora i s razlidi-
tim deklaracijama direktno ne uspereduju, ovu okolr st ne sma-

tramo kriticéném za konadénu interprestaciju opaZanja.




l.p, wluronidase - Adydase ( ex bovine testes, lyoph.+Wyeth Lab.
Inc. Fhiladelphia ) nalazi se u bofBicams koje sadrfavaju
150 T.R. { turbidity reducing ) jedinica. SadrZaj bodice sze
razrijsdi sa 1 ml sterilne fizidofke NaCl rastopine i tako se
liofilizat rastopi. Takvu rastopinu hijaluronidaze injicirali
smo jednokratne intravenski gravidnim Zenkama u zadnjoj fazi

trudnocée, u dozi od 10-15 T.R. jediniecsa.

2. Hyaluronidase ( ex bovine testes, salt free, lyoph., Koch-
—Light Lab. BEngland ) sadrZava 300 I.U. . international
units ) na mg liofilizata. Liofilizat smo rastopili u fizioloS-
koj "aCl rastopini kao gore, 1 gravidnim Zenkamsa smo ga inji-
eirali trokratno intravenski, kroz 3 dana, u dnevnim dozams
od 3.000 I.U. Cetvrti dan smo Zenke injicirali intraperitone-

alno sa 6.000 I.U. hijaluronidaze.

4.6. ODVAJANJE SERUMA

Uzorak seruma za testiranje uzimali smo iz repne vene Stakora.
Zivotinja se uvede u bla_u etersku narkozu, vrSak repa se zasi-
jete Skarama i pusti krv da slobodno kapa u sterilnu epruvetu
od 10 ml. Epruveta se tavi 1-2 sata na sobnoj temepraturi.
Koagulum se odvoji od stijenki epruvete sterilnim staklenim
Stapidem, a zatim se centrifugira 5 minuta na 1.200 okretaja.
Takoe odvojeni serum prebaci se u seroloSke epruvetice. Serum se
do konacCne upotrebe pohrani u hladnjaku, na temperaturi, nd oko
-25°C. Prema nafem iskustvu hemaglutinacijska aktivnost seruma

ne mijenja se niti nakbon stajanja 6-8 mjeseci.



4.7._TEST HEMAGLUTINACIJE /METCDA SA DEKSTRANOM,/

Za odredivanje intenzitets humoralnog odgovora upotrijebili
smo test hemaglutinacije, jer se hemaglutininska protutijela u
pravilu nalaze u serumu Zivotinja senzibiliziranih bile koZom
bileo razliditim suspendiranim stanicama ( Viahovié i sur. 1965;
Rukavina 1968 ). Osjetljivost primjenjene metode nastojali smo
povaéati dodavanjem tvari koje “"olakSavaju” hemaglutinaei ju.
Medu te tvari spada i dekstran (“Intradex” & #y 82 5 % glukoze,
Claxe, Allenburry, Ltd.London ), kojeg smo i mi upotrijebili.
Slu£ili smo se serclofkom mikrometodom ( Rubinstein i sur.lu64)
3z 2 % dekstrana u TizioloSkoj rastopini i 6 % bovinog serum
albumina ( BSA, Fatty acid poor, B grade, Fraction V,"Calbi:
chem" ,USA } u fizioloSkoj rastopini. U kontrolnom pokusu aglu—
tinacije eritroeita Stakora, bez imunog seruma, 2 4 dekstrana i
6 /5 BSA, maksimalne su koncentracije ovih tvari koje jo$ ne daju
"laZne” pozitivne rezultate ( sljepljivanje eritrocita i stva-

ranje rule formacija ).

Bitna slabost hemaglutinaci jske metode u fiziocloSkoj rastopi-
ni NaCl sastoji se u tome Sto se progresivnim razrijedivanjem jspi-
tivanog  saruma proszresivno smanjuje i koncentracija bjelanfe-—
vina u mediju. Stogz se pored "mlakﬁa?ajuée" uloge dekstrana
¢va metoda moZe jof unaprijediti odrZavanjem konstantne koncen-—
tracije bjelandevina u serijskim razrijedenjima seruma ( Vliaho-
vié i sur. 1965 ). Korekeiju koncentracije bjelandevina u naZim
pokusima izvrsili sme dodavanjem » % BSA u medij u kojem se raz-

rjeduje ispitivani serum. Tako J& ukupna koncentracija bjelande-
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vina u nadim dvestrukim serijskim razrjedenjima bila u prvoj
epruveti 1,15 g %, a u treéoj ved 1,4 g #, te se asimptotski,

u daljnjim epruvetama, pribliZuje koncentraciji ed 1,5 g /.

U takoe priredena razrijedenja Eerumﬁlﬂsﬂ dodaje se na sval-
volumen razrijedenja po jedan wvolumen 2 # dekstrana, fiziolo3-
ka NaCl rastopina i 2 % suspenzije ispranih test eritrocita u
fizioloBkoj NaCl rastopini. Na taj nadin prvo finalno razrije-—
denje test seruma je 1:4. Epruvete se inkubiraju u termostatu
na 3?“c kroz 30 minuta. Nakon isteka inkubscijskog vremena sa—
drZaj epruveta se prenese na predmetno stakalce i stupanj ag-
lutinacije ofita pod mikroskopskim povedlanjem od 50 x. Titar
hemaglutinina jJje reciprocéna vrijednost zadnjeg rasrijedenja ko-
Je jog& daje pozitivnu reakeiju aglutinacije. Obino smo titar
prikazivali kao logaritamsia vrijednost sa bazom 2. Intenzitet
aglutinacije, u pojedincj epruveti, ocjenjivali smo prema kri-
teriju ke ji su opisali Rubinstein i sur. ( 1964 );

P = potpuna { aglutinat bez slobodnih eritrocita )

5P = skoro potpuna ( aglutinat s neSto slobodnih eritrocits )

+++ = jaka aglutinacija

+4+ = mékrmskﬂpaki Jjog vidljiva aglutinaeija

+ = mikroskcpski vidljiva aglutinacija

U naSim pokusima cod posebnog je znadaja bilo cdredivanje ne
samo ukupnih hemaglutinina, ved i onih malene molekularns te-
Zine ( 75 protutijela ). Tretiranjem seruma s 2-Merkaptostanolom

moge Se ova frakeija protutijela izdvejiti ( Chan i Deutsch 1980;

Sahiar i Schwartz 1965 ). Serum obraden merkaptoetanolom sadrfa




samo aktivnost protutijela tipa 73, dok protutijela tipa 195

gube specifiénu aktivncest ( Pike i Schulze 1965 }. 3toga se pro-—

tutijela tipa 75 c¢esto nazivaju i merkaptoetancol rezistentna.
Obrada seruma s merkaptoetanclom izwvodi se na slijedeci
naéin:

1. Pripremi se 0,05 M rastopina fosfatnog pufera u fizioloSko]
NaCl rastopini. Pufer ima pH T7,0. Zatim se priredi 0,2 M
rastruoina 2-merkaptoetancla u tako priredenom fosfatnom pu-

feru.

%]
]

Ispitivani serum se pomijesSa sa jednakim volumenom markapto-
etanola u fosfatnom puferu i inkubira u termostatu | 3TGC
kroz 30 minuta ). I serum bez merkaptoetanocla, pomijesSan
gamo 2a Toafatnim puferom, podlijefe analognoj preceduri.

3. Serijska razrijedenja seruma u BSA, uz dodatak dekstrana,
priredi se na analogan nafin kao 5to Je cpisano za nativne
serume. Razlika prema dekstranskoj m2todi oéituje se u fi-
nalnom razrijedenju seruma, koje u prvoj epruveti iznosi 1:8.
Do ovog povacanog razrijedenja seruma, obzirom na prije opi-
sano, dolazi zbog prethodnog mijeSanja seruma s Z2-merkapto-

etanclom, odnosnc sa fosfatnim puferom, u omjeru 1l:2.

4.8. STATISTICKE METCDE

Obradu rezultata unutar pokusnih grupa, kao i usporedbe me-

du grupama, vr3ili smo “Student-ovim® t-testom ( Fisher 1958 ).

SluZili smeo se i metodom izradunavanja koeficijenta korela-
cije iz negrupiranih rezultata ( Petz 1964 ), pri Semu je kce-

Ticijent korelacije ( r );




NZxzy - (£x) (2 ¥)
/WX - ($%)° / /NSy - (39)°/
a linearni pravac korelacije izraduns se prema jednadZbi ( Vra-
nié-Serdar 1960 )

r =

pri éemu je:




5. REZULTATI, OPAZANTA I DI BEUSITA
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5.1. UTJECAJ IMUNOKOMPETENTNIH STANICA T HUMORALNIH PROTUTI-
JELA PRENESENIH IZ ORGANIZMA MAJKE, NA IMUNOLOSKU REAK-
TIVNOST MLADUNCADI. POKUSI NA GENETICKI CISTIM SOJEVIMA
STAKORA.

Kako je veé istaknuto u Opéem dijelu, imunoloSki odgovor
primacca nakon senzibilizacije alogenim tkivom oituje se dvo-
strukom reakcijom: stvaranjem stanifne i humorza'ne imunosti. Na-
dalje, opisano je kako imunolofki sistem majke moZe utjecati na
imunolo3ku reaktivnost mladih. MoZe se, dakle, pretpostaviti da
bi obje vrste imunosti pod odredenim uvjetima, mogle preinaciti

imunclo8ku reaktivneost mladih.

U nekim od prijaZnjih pokusa ispitivali smo utjecaj senzi-
bilizacije Zenki-bududéih majki, tkivom oca mladih, na preZivl ja-
vanje roditeljskih kalema u mladunfadi ( Rukavina 1968; Vlaho-
vié¢ i Rukavina 1970 ). Opazili smo da mladuncad znatno duZfe no-
si ofev koZni kalem, ukﬂlikaﬂﬂe majka prije trudnodée bila trok-
ratno sengibilizirana.ofévim kalemima koZe. pvaj nséin senzibi-
lizacije nije immo utjecajaina. prezivl javegje istovremenoc presa-—
denih maj¢inih kalema na mladuncéad: ir+enzitet odbacivanja za
majéine kaleme bio je isti kao i u kontrolnih Zivotinja. Ove
rezultate smo pripisali facilitacijskom djelovanju humoralnih
protutijela prenesenih iz organizma majke u mladunéad. Daljnju
podrsku ovom miSljenju pru£ili su i drugi pokusi. Naime, uSiva-
nje tredeg, senzibilizirajudeg, ofevog kalema na majku, par da-
na prije okota mladih, nije dovodilo do opisanog produfenja no-
Senja ofevog kalem / idem /. Fretpostavili smo stoga da je tredi
kalem primijenjen u razdoblju koje je kritiéno za prijenos humo-

ralnih protutijela, pa je mogac * pokupiti" ne&to od specifiine
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facilitacijske aktivnosti protutijela. Fetus-mladunZe je u tom
rogledu ostao prikracen, pa je to moglo presudno utjecati na kas-
niju reaktivnost mladog prema ofevom kalemu. Podaci u literaturi
u ovom smislu, vrle su oskudni. Preliminarni rezultati Gorera,
izneseni u obliku usmencg saopfenja, ipak su ukaszivali na mogudé-
nost ovakvog mehanizma ( Veisin 1962 ). Za kona®nu potvrdu faci-
litacijske uloge humoralnih protutijela neophcodne bi bhilo prati-
ti dinamiku i intenzitet produkcije tih protutijela u organizmu
genzibilizirane mg jke, kaco i obim njihova prijenosa u cirkula-
cijski sistem mladih. Tek takva analiza moZe dati vide dokaza

0 stvarnom utjecaju prenesenih humoralnih protutijela na preina-
ku imunclodSke reaktivnosti mladih. Osim toga, spomenute pokuse
8mo vr2ili na genetifki nesrodnoj populaciji Stakora, pa je bilo
od interesa za rarjadnjenje mehanizma ovih udinaka i njihova
provjera na genetiéki distim sojevima Stakora. NaSe naredne po-
kuse smo pro8irili jos i utolikec, 8%to nismo samo analizirali ut-
Jecaj majéine humoralne imunosti ne mlade, veé smo pokufali prov-
jJeriti i mogudéi wtjecaj imunckompetentnih stanica, koje i normal-
no, a pogotovoe su u nasim eksperimentalnim uvjetima, mogle prodi
bari jeru placente.

Geneticki €isti sojevi Ztakora, Zto smo ih upotrebi.i  =vim
pokusima, bili =u Lewis i Y-59. MuZjaeci soja Lewis posluZili su
kao davaceci, a Stakori sojz ¥-59 kao primacci koZnih kalema. Foz-
natec je da se ovi sojevi Stakora razlikuju obzirom na Rt H-1
lokus, koji je glavni sistem tkivne srodnosti u Stakora ( Stark
i Hauptfeld 1969 ). U ovom sistemu do sada je utvrdeno 9 serclos-
Ki razli€éitih alela, koji su otkriveni serolcZkim metodama, ug-

lavnom hemaglutinecijom w dekstranu, citotoksidkim testovima i



BB

apsorpcijom aloimunih seruma ( idem, Stark i Kren 1967; Stark i
sur. 1968 ). Tablica II prikazuje antigene specificénosti karak-

teristiéne za ova dva soja.

TABLICA II1

Bt H-1 ANTIGENI KARAKTERISTICNI ZA STAKORE
LENIS I Y-59%

Alel Individualni antigeni na eritrocitima S50
H-11 5 7 8 186 AT Lewis
2 B g 10 13 15 17 Y - 59

X - Prema: Stark i Hauptfeld, Fol.Biol., 15:35, 1969.

Izgleda da je od posebne vaZnosti obratiti paZnju na anti-
gene specifidnosti 5, 7, i 8, koje se vjerojatno nasljeduju za-
jedno kao kompleksni antigen. Ovaj kompleks specifiénosti, ka-
rakteristian za S%akore soja Lewis, ima snaZnu transplantacil j-

sku antigmnost ( Stakr i Kren 1967c ).

Da bi odredili pro=zje@no vrijeme preZivljavanja Lewisovih
koZnih kalems n= Stakorima ¥-59, kalemili smo 8 Zenki soja ¥-5C
atarih oke 3 mjeseca, koZom mu¥ jaka Lewis. Svi presadeni kalemi
bili su odbadeni cosmog dana. Nadalje, trebalo je utvrditi kako
mladi Stakori oba spola, soja ¥-59, odbacuju Lewisove kaleme.
Stoga smo grupi od 30 mladih Stakora soja ¥-59, starih 25-30
dana, jresadili koZne kaleme muZjaka Lewis. Vedina mladih (80 %)
odbacila je presadene kaleme osmog dana, a2 preostali su odbacili

devetog dana. Ovi S8takori €ine kontrolnu grupu. K.
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Vrijeme codbacivanja Lewisovih kalema presadenih na mlade
¥Y-59 u kontrolncj grupi, prakticéki se ne raszlikuje od vremena
cdbacivanja istih kalema presadenih na odrasle Zenke Y-59, Sto
ukazuje da su riedi Stakori u ovej Zivoticej dobi ( stari 25-30
dana )} dosegli punu sposScobnost imunoloBke reaktivnosti na alo-
gena tkiva. 0sim toga, analiza pojedinaénih rezultata pokazala
je da ne postoje razlike u vremenima codbacivanja koZnih kalema
muZ jaka Lewis presadenih na mlade razliéitog spola. To je i ra-
zuml jivo, jer manje razlike u tkivnoj srodnosti ( razlike na
spolnom kromozomu ) slabo utjedu na preZivljavanje presadenih
alogenih tkiva, ako se transplantacijski partneri medusobno ra-
zlikuju u jakim antigenima tkivnme srodnosti ( Rt H-1 lokus ),

kao Sto je u naem primjeru.

Eksperimentalne Stakore pedijelili smo u dvije grupe. U gru-
pi SH smo injicirali Lewisove splenccite u Zenke ¥-59, stare oko
3 mjeseca. Splenocite smo injicirali u zadnjoj tredini gravidi-
teta, i.v. kroz 3 dans uzastopao, u ukupnoj dozi od 134 mili ju-
na Zivih stanica. Prvu dezu splenccita injicirsli smo, owisno o
leglu, izmedu sedmog i desatog dena prije okota mladih. Svaki
ingkulum suspendiran je u 0,7 ml puferirane Ringerove rastopi-
ne. Istovremeno sa injekecijom splenccita Zenke smo i.7v. injieci-
rali i hijaluronidazom ( Hyaluronidase, Koch-Light ILab. ) u do-
zi od 3.00C I.U., koju smo rastopili 1 0,5 ml fizioloske NaCl
rastopine. Cetvrti dan su sve gravidne Zenke joS i dodatno, in-
traperitonealno, injieirane sa 6.000 I,U. hijalurcnidaze. kilade
svih fenki, kada su bili stari 25-30 dana, kalemili smo koZom
muZ jaka Lewis 1 pratili sudbinu presadenih kalema. Nakon xalem-
ljenja smo uzimali, iz repne vene maldih, uzorak krvi za odre-
divanje titra hemaglutinina na eritrocite muZjaka Lewis G etk i T

21~i dan ).
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U drugoj pokusncj grupi ( grupa 3G ), takoder suwpotreblje-
ne Zenke ¥Y-59, stare ckec 3 mjeseca. Zenke su trokratno kaleml je-
ne kofom muZjaka Lewis, a nakon odbacivanja tredeg kalema stav-
ljane su na rasplod sa muZjacima Y-59. “ri kraju graviditeta,
kao i par dana nakon okota, uzimali smo im uzorak krvi za se-
roloske pretrage. Prilikom vadenja uzoraka krvi jedna je Zenka
uginula, pa smo njene mlade, stare 2 dana prebacili nesenzibi-
liziranoj Zenki Y-59, koja je imala mlade pribliZnou iste sta-
rosti. Mladi su "usvojerni'™, a rezultati kalemljenja ove miadv
¢adi posebno su prikazani u diskusiji rezultata. Sve mlade iz
grupe 3IG kalemili smo koZom mufjaka Lewi=s, a2 7, 11 i 2l-cg da-
na nakon kaleml jenja sakupljali smo krv iz repne vene. Nekima
od mladih, kac i njihovim majkama, uzimali smo uzecral: kevi L

na sam dan kaleml jenja.

Na slici 2. prikazana je dinamika codbacivanja koZnih kalema
muZ jaka Lewis, presadenih na mlade kontrolne grupe ( K ) i po-
kusnih grupa 3H i 3G. Vidi se da u mladunéadi normalnih, netes-
tiranih, Zenki soja ¥-59 ( K grupa ) proces odbacivanja traje
gamo 2 dana. 0Osmog dana odbalenc je 80 %, a preostalih 20 #
kalema odbacenc je devetog dana. Krivulje odbacivanja u grupa-
ma SH 1 3G pomaknute su u desno 1 znanto se razlikuju od prav-
ca cdbacivanja u kontrolnoj grupi. Naime, proces odbacivanja
muogo duZfe traje, jer samo malen broj Zivotinja odbacuje ka-
leme osmog dana, = odbacivanje kalema zavriava Cetrnaestog da-
na. U grupi SH je osmog dana odbaéenc 18 %, a u grupi 3G svega
3 /% ( 1 Eivotinga ) presadenih kzlemz. Devetog dana, kada =su

odbadeni svi kalemi u kontrolnoj grupi, jof uvijek je prihvadenc
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52 4 kalema u grupi SH, a 8ak 94 %A u grupi 3G.

Srednje vijeme cdbacivanja ( 3V0O ) Lewisovih koZnih kalema
presadenih na mlade ¥-59 u kontrolnoj grupi iznosi 8,2 + 0,1
dana, a prema prethocdno iznesenim kriterijeima tolerancije svi
mladi keji odbacuju Lewisov kalem do osmog dana spadaju u sku-—
pinu netolerantnih; oni, keoji nose kalem od devet do 25 dana
su tolerantni, =2 preko dvadesetpet dana su viscko tolerantni.
Ha Tablici IIT prikagzana je ucestalost tolerancije premsa izne-
senim kritérijima. Ni u jednoj grupi ne susrecemo visoko tole-
rantne Zivotinje, dok je ufestalost tolerantnih neSto veéa u -
grupi 3G, negoli uw grupi SH ( 97 %, ocdnosno 82 % }. Netoleran-—
thi su najizrazitije zastupljeni wu grupi K { 80 #% ). Na istoj
Taklicei su prikazana i srednja vremena odbacivanja ( 3V0 ) u
ovim grupama, kag i statisticéka znadéajnost razlika. 3SVO ima
najrifao vrijednost u grupi kentrolnih Zivotinja ( 8,2 dana ),

a najvisdu u grupi 3¢ ( 10,85 dana ). Razlika u srednjim vreme-—
nima odbacivanja izmedu pokusnih grupa i kontrolne statisticki
je vjerodestojna ( p / 0,001 ). Razlika u SV0, koja se pokazu-
je izmedu pokusnih grupa, nije statisticki vjercdostojna.
Opisani postupci tretiranja Zenki ¥Y-59, u pakuggggagrupama
SH 1 3G, suStinski su se razlikovali. No, i pored oba su pos-
tupka dovela do gotove istog konadénog efekta, jer mladungad
u obje pokusne grupe duZe nosi Lewisove '~aleme, negoli kontrol-
ni Stakori. Za objasdnjenje mehanizma, kojim:. se mogla ostvariti
preinaka reaktivncosti mladunéadi, treba posebno uzeti u obzir

razlike u tretiranju njihovih majki. Opdenitc moZe se smatrati
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da je prijencs injiciranih stanica mogao dovesti do opaZene
tolerancije mladundadi Y-59 na Lewisove kaleme. ProduZenje
¥ivota Lewisovih kalems u grupi 3G, mogli bismo pripisati u-
tjecaju prerijetih humoralnih protutijela 1z majke. U nared-—
noj raspravi objaSnjavaju se nafini kojima ti se ovi uéinei

mogli ostvariti.

Ved smo u Opfem dijelu naglasili da placenta predstavija
barijeru koja otefava prijencs majéinih stanica u fetus, la-
ko ga ne moZe u potpunosti sprijefiti. Prema tome, 1 u normal-—
nim uvjetima neki mali . broj stanica moZe proc¢i krez placen-—
tarnu barijeru. Prijelaz staniea je daksko dvosmjeran, t].
fetalne stenice prelaze u majéinu eirkulaciju, ali i majéine
stanice mogu prijedi u fetus ( Kirby 1968 ). Medu majéinim
stanicama mogu se nadi i imunmckompetentne stanice. I one, iz
istih razloga, mogu prijeéi u fetalnu cirkulaeciju. Ako pla-
centa ne predstavlja neprolaznu barijeru za majéine imunokom=
petentne stanice, onda se moZe pretpostaviti la ¢e i strane
imunokompetentne stanice, koje se nadu u cirkulaciji majke,
moéi koristit isti put. Upravo smo takve uvjete imali u na-
S0j grupi SH, jer smo gravidne Zenke ¥Y-59 injicirali Lewis-
ovim Eplenacitima* Ipak, nismc mogli olekivati da ¢e s@mo pri-
sustvo tih stanica u cikulaciji majke biti doveljno za ofito-
venje njihoveg djelovanja na fetus, odnosno novorodenée, ako
je weé prolaz stanica u normenoj trudnoéi ogranifen. O tome
postoje i brojni dokaszi iz pokusa u kojima se prouéavalo ut-—
jecaj prirodno prenesenih majéinih stnica. Billinghagp i sur.

( 1965 )} smatraju da je broj prenesenih imunckompetentnih
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Stanica majke u fetus isuviSe mali, da bi mogmo izazvati mjer-
ljive i trajnije udinke u kasnijem Zivotu. Kad bi se broj pre-
nesenih stanica u fetus, na neki naéin povedao, mogle bi se o-
cekivati ppecififne preinake imunoclodSkog -~3tusa mlade Zivoti-
nje u kasnijem Zivotu. Takva preinaka imuncloSke reaktivnosti
mladunéeta trebala bi, osim o broju prenijetih stanica, zavisi-
ti i o genetifkim codnosima izmedu njih i novog, mladog domadéina.
Uz mali brcj rrenesenih stanica, ali i jake razlike u antigeni-
ma tkivne srodnosti, izmedu stanica i1 mladundeta, ne samo da
relbi trebali ofekivati nastanak tolerancije prema antigenima
Sto ih stanice nose, veé se moZe uspostaviti i slabija imunost
prema tim antigenima ( Billingham i sur. 1965 ). Medutim, isto
tako mali broj prenesenih stanica, ali uz slabe razlike u anti-
genima tkivne srodnosti, mogac bi izazvati specifiénu toleran-

ciju mladih prema antigenima tih stanica { Ivanym i Demant 1965 )

Kada su odnosi u tkivnoj srcodncesii, izmedu stanica i domadi-
na, tofno definirani, kao Stc je u nadoj grupi SH, tada Je broj
prenesenih stanica cdludujuci Sinilac, o kome ovisi tip i stu-
panj rezakcije mladih. Fovedanje broja prenesenih stanica moZe
88 postici upctrebom razli€itih sredstava koja povedavaju per-
meabilnost placente za stanice. Takav ufinak ima i hijaluroni-
daza, koju smo injicirali gravidnim Zenkama Y-59 u isto vrije-
me kada i Lewisove splenccite. Nathan i sur. { 1960 ) su pret-
postavili da hijaluronidaza omcguduje povedani prijencs majdi-
nih stanica u fetuse kuniéa, Sto se mjesec dana nakon okota o-
Cituje u tcleranciji mladih prema koZnom kalemu majke. virektni

dokaz o povedanju prijencsa majinih stanica dali su Najarian i
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Dixen ( 1963 ). Oni su hijalurcnidazom injicirali gravifine Zen-
ke kunica i pratili obim prijenosa radioaktivno cbiljeZenih maj-
¢inih eritrocita u fetus. Broj prenesenih majdinih eritrocita

u cirkulaciju fetusa, u pesljednjih 10-14 dana trudnode, bip

je dveslirukc veéi cd broja prenesenih eritreocita u netretiranih
gravidnih majki, Tai i Halasz ( 1967 ) uspjeli su inducirati
toleranciju u mladundéadi kunica, viBekratnim injiciranjem gra-
vidnih Zenki hijaluronidazem i subcelularnim antigenima slezene
1 bubrega nesrodnog davaocca. Stupanj tolerancije na kofni kaiem

davaoca antigena, ovisio je o injicirancj dozi.

Broj splenccita koje smo injicirali u gravidne Zenke ¥-59
( 134 x 195 ) uglavnom cdgovara broju limfocita koji cirkulira-
ju u njencj krvi.Injieciranjem hijalurconidaze omoguéili =s=mo da
obje vrste stanica iz majfine cirkulacije (Lewisovi splenociti
i majéini imuncciti) prelaze u wvedem broju u cirkulacijski sus-
tav fetusa. Cdnosi u tkivno] srodnosti izmedu injiciranih Lewi-
Sovih splenocita i primalacf (majke, cdnosno fetusa) pokazuju
da su razlike u jakim antigenima tkivne srodnosti, tj. na RtH-1
lokusu vrlo izraZene (Stark i Hauptfeld 1969). Obzirom da su
majéine stanice genetitki identi®ne sa fetalnim (csim razlike
na spelnom kromozomu sa stanicama potomaks-mufZjaka), moZe se o-—
Cekivati mjerljivi ufinak samo prenesenih Lewisovih splenocita.
Da su Lewisovi splencciti, injicirani u majku, stvarno presli u
organizam mladog 1 naselili njegov retikulcendotelni sustav,
petvrduju rezultati produZencg nofenja Lewisovih kalema presa-
denih na mlade. Iako je srednje vrijeme odbacivanja (SV0O) v o-
vo] grupi produZeno same za 1,8 dana, ipak je razlika statie-
ticéki wvisoko znaajna ( p / 0,001 ). Prema tome, vjerojatnc je

da je hijaluronidaza omoguéila prijenos odredencg broja Lewi-
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sovih splenocita, koji su se naselili u mladunéadi i deoveli do
izvjesnog stupnja tolerancije prema presadenim Lewisovim kalemima.
Medutim, nijedno mladunSe, od 3Hfalemljena, nije visoko toleran-
tno na Lewisov koZni kalem. Broj imunokompetentnih stanica koji
je potreban za indukciju tolerancije, funkeija je razlika u tkiv-
noj srodnosti izmedu davaoca injiciranih stanica i domacd¢ina (Mc-
Kharm 1964). Stoga bi odsustve visoko tolerantnih Stakora u na-
Soj pokusnoj grupi S5H moglo znadéiti da je brej prenesenih spleno-
cita, unato€ injiciranoj hijaluronidazi, bio ipak nedovoljan za
uspostavl janje trajne tolerancije, jer su razlike u antigenima
tkivne srodnosti izmedu injiciranih splenccita i domadina velike

(Rt H-1 lokus).

Veé smo pretpostavili da se u mladuncéad vjerojatne istovreme-
no prenose i majéine stanice, a medu njima mogu biti i imunokom-
petentne. KoZnim kalemljenjem mladih nismo mogli utvrditi njiho-
vu prisutnost, jer su se nasSle u geneticki identicdnoj sredini.
No, kako su to zrele stanice, mogle su utjecati na oéitovanje u-
Zinaka Lewisovih splenccita. Mogle su ojafati "front" imuncloski
nezrelog fetusa, pa tako umanjiti efikasnost Lewisovih splenocita
1 indukeciji tolerancije. MoZda bi Lewisovi splenociti mogli in-
dAucirati i bolest krZljanja u ove mladundadi, da nije bilo i maj-
finih stanica. Lewisovi splenociti su prethodno neko vrijeme pro-
boravili u cirkulaciji majke, pa 2u se mogli imunizirati na nje-
ne antigene. Kada take imunizirani splenociti predu u fetus mo-
e se otekivati njihova snaZnija reaktivnost, te oStedenje fetu-
8a 8a znacima bolesti kr#ljanja. MoZda su ba® prenesene majéine
stanice stupile u borbu sa Lewisovim splenocitima i pridonijele
tome da fetusi nisu pretrpjeli fatalna oS8tedenja. Ipak, da bi se

o svemu tome moglo raspravljati, potrebtno je u pokusima na nes-
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rodnim Stakorima ispitati da 1li majéine stanice stvarno prelaze
u fetus, te da 1i dolazi do kompeticije izmedu dviju vrsta imuno-

kompetentnih stanica, koje se istovremeno nadu u fetusu.

I u drugo]j grupi (grupa 3G) mladi Stakori Y-59 znatno duZe
nose Lewisove kaleme, kada se usporede sa Stakorima kontrolne gru-
pe K ( p /0,001 ). Razlika u SVO jo¥ je izrazitija negoli izmedu
grupa K i 8H (2,65:1,8 dana). No, i pored toga ne postoji statis-
tiZki vjerodostojna razlika izmedu pokusnih grupa 3G i SH ( 0,05
S p /0,1 ). Ni u ovoj grupi (3G) nema mladih Stakora koji su vi-
soko tolerantni na Lewisove kaleme, iako je postotak tolerantnih
najvidi i iznosi éak 97/ kalemljenih. Ovu toleranciju prema Lewi-
sovim kalemima teSko je objasniti mehanizmom stedene imunoloske
tolerancije, jer majke nisu injicirane Lewisovim stanicama, a
trokratnoe kalemljenje je obavljeno prije stavljanja Zenki na ras-
plod. Slidan pokusni model imali smo i u nekim od ranijih radova
(Rukavina 1968: Vliahovi¢ i Rukavina 1970) na geneticki nesrodnimn
Stakorima. Rezultate tih istraZfivanja diskutirali smo v svjetlu
facilitacijske uloge humoralnih protuti jela stverenih u organizmu
majke, a prenesenih u fetus, cdnosno u novorcdence. edutim, u
tim pokusima nismo odredivali intenzitet humoralnog odgovera u
organizmu majke, niti smo pratili prijenos humoralnih protutijela
u cirkulaciju fetusa, cdnosno novorodenteta, S5to je od bitne vaZ-
nosti u objadnjenju facilitacijskog uéinka. Stoga smo, u ovim po-
kusima, dvokratno odredivali titar hemaglutinina uw serumu senzi-
biliziranih majki (pri kraju graviditeta i 4-10 dana nakon okota
mladih) prema eritrocitima muZjaka Lewis, €ijim su koZnim kalemi-
ma majke bile sengibilizirane. Ujedno smo odredivali i titar he-
maglutinina w serumu mladih iz 4 od ukupno 6 legala, Zrtvovanjem

2-3 mlada i sakupljanjem njihove krvi. Uzorak seruma mladih uzet
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je 4-10 dana nakon okota, tj. u isto vrijeme kada je uzet i dru-
gi uzorak majfine krvi. U serumu smo odredivali titar ukupnih he-
maglutinina, kao i titar hemaglutinina rezistentnih na merkapto-
etanol. Ovi potonji su protutijela malene molekularne teZine (75
tipa). Prosjefan titar ukupnih hemaglutinina u serumu majki pri
kraju graviditeta, izraZen kao lag;l, iznosi 5,5 (krece se u ras-
ponu od 3 do 8). Prosjefan titar hemaglutinina 75 tipa je 5,3, a
raspon mu jo takoder od 3 do 8 (slika 3). Prosjedan titar se nije
znatni je promijenio ni nakon ckota (osim manjih individualnih
promjena), jer razina bilo ukupnih, bile 75 hemaglutinina, 1z-
nosi oko 5. U jednom leglu, cd 4 ispitana, nismo mogli wutvrditi
hemaglutinine w serumu. Titaer hemaglutininas u serumu njihove maj-
ke bio je dodule neSto niZi (Hitar: 4}, 2l1li to ne moZe objasniti
odsutnost hemaglutinina u serumu njihove mladunéadi. Serum mladih
iz preostala 3 legla pokazivao je hemaglutinaei jsku aktivnost, a-
1i je titar hemaglutinina bioc nedto niZi (prosjefno za 1 razrije-
denje), od vrijednosti titra u serumu majki, kojima je istovreme-
no uzet uzorak krvi. Obradivanje seruma mladih sa merkaptoetanc-
lom nije smanjilo titar hemaglutinina, Sto ukazuje da prenesena
protutijelas pripadaju iskljuéive grupi hemaglutinina malene mole-
kularne teZine (75 tipa).

Normalne Zenke Y-59 pokazuju snaZnu reakei ju odbacivanja pre-
ma Lewisovim koZnim kalemima {svi presadeni kalemi odbacdeni su
B-og dana). To potvrduje da su razlike u histokompatibilnosti iz-
medu ova 2 soja (razlike na Rt H-1 lokusu) vrlo jake. Glawme raz-—
like odnose se na Lewiscove antigene specififnosti 5, 7 i 8, koje
induciraju snaZnu reakciju cdbacivanja (Etark i Kren 1967c¢c). Me-
dutim, humoralni odgovor ne ide paralelne sa intenzitetom stanié-

ne imunosti, jer je titar hemaglutinina trokratno kaleml jenih gra-
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vidnih Zenki, kofom mu® jaka Lewis, relativno nizak (prosjedan ti-
tar je 5,5). Za objadnjenje ove neskladnosti izmedu humoralne i
stanidne imuncsti u ovakvim imuncogeneticékim odnosima, moZe poslu-
ziti serija radova Starka i Krena (1967 a, b i ¢). U njima se po-
setno istife da je imunogenost kompleksa 5, 7 i 8, u pogledu sti-
mulacije stvaranja humoralnih protutijela, znatno manja negoli u
drugih antigena histckompatibilnosti Rt H-1 lokusa. Stoga se mo-
Ze shvatiti relativno nizak titar hemaglutinina u krvi Zenki Y-
59, nakon snaZfne trokratne senzibilizaeije Lewisovim keoZnim ka-
lemima.

Kako mladunéad ovih majki nije bila aktivno imunizirana, lo-
gicéno je pretpostaviti da su specificna humoralna protutljela ko-
ja smo nafli u njihovom serumu prenesena pasivno iz organlzma
majki. Nalaz ovih specifiénih pretutijela u cirkulacijskom susta-
vu mladih, starih 4-10 danza, mofe nam pomeéi u objasSnjenju pro-
duZencg preZivl javanja Lewisovih knlema presadenih na mlade. Foz-
nato je da "enhancement" ili facilitacijska protutijela pripada-
ju grupi protutijela malene molekularne tefine (78 tipa) (Tokuda
i MeBntee 1967). Iake nije sigurnm da su facilitacei jska protuti-
jela vezana za hemaglutinaci jsku aktivnest seruma, ipak ima rado-
va koji ukazuju i HHFU moguénost (Kaliss 1958). Nadalje, u prilog
facilitacijskog udinka govore i rezultati da se faecilitaeija lak-
Ze 1 uniformnije postife pasivnom nesgo aktivmom imunizacijom (Ka-
liss 1962). Pasivrno prenesena facilitacijska protutijela mogu
djclovati Cak ako su prisutna i u malim koliinama, a aktivnost
u novom domadinu zadrZfavaju tjednima (Voisin 1962). Djelovanje
prenesenih protutijela, specifiéno stvorenih na Lewisove kcZne
kaleme, moglo bi dakls mehanizmom facilitacije sprijeciti, odnos-

rno oslabiti, snaZnu reakeciju cdbacivanja, unatoé jakih razlika u
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histokompatibilnosti izmedu primacca i davaoca. Relativno uniform-

no produZenje preZivljavanja Lewisovih kalema presadenih na mla-
de ¥-59, u pokusncj grupi 3G, podrZfava ovu nasu pretpostavku.
Vijerojatno je da se ova protutijelsftalno”dedaju” uw cirkulacijski
sustav mladunéeta i nakon poroda, jer je sluznica probawmog trak-
ta mliadog Stakora propusna za protutijela koja dolaze majéinim
mlijekom, sve do otprilike 2l-og dana Zivcta (Halliday 1955a).
Uprave ova ckelnost omoguduje u nekih Zivotinjiskih vrsta, koje
imaju homobherijalnu placentu, efikasniju zasStitu novorcdenceta
protiv invazivnih agensa. U njih je postnatalni prijenos majéi-
nih pretutijela éak i obimniji od prenatalnog {ﬁtarzl i Silver-—
gtein 1967). MoZe =e pregpostaviti da bi postnatalni prijencs

bic od posebne vaZnoesti 1 onda kada je razina majéinih humoral-
nih protutijelas,u serumu, niska. Testiranje mladih Lewisovim ka-
lemima vrdili smo 25-30 dana nakon okota, Sto je relativno krat-
ko vremensko razdoblje (presjedno oke 1 tjedan) od prestanka pri-
jénosa prooutijela, p2 to vjerojatno csigurava povoljnu razinu
facilitacijiskih protutijela i oditovanje njihovog utinka. Searum
uzet od reltoliko mladih na den uSivanja Lewisovog kalema koZe,
nije sadrfavac hemaglutinine. No i pered togz, kalemi presadeni
na mladunéad ove grupe bili su facilitirani. To s slafe sa opa-
Zanjem Kaliss-a i suar. (1903} da i tumori koji se presaduju na
mliadunied senzibilizirsnih majlki, u ovo] Zivotnoj dobli, mogu bi-
ti facilitirani bez obzira da 1i su u gerumu mladih hemaglutinini

prisutni ili odsutni.

QOd posznog je interesa opiscti nalaz u mladvnéadi iz jednog

nej Zenki ¥-59, koiza js takceder bila u ranom postpartalnom raz-
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dobliu, te je ovu mladunéad "prihvatila". Kada su mladi bili sta-
ri 10-12 dana, nismo mogli u njihovom serumu vtvrditi prisutnost
hemaglutinina. Treba istadéi da je titar hamaglutininﬂﬂu S oYUl
njihove majke, drugi dan nskon ckota mladih, bic vrlo nizak (ti-
tar 3). Kada smo 8 mledih iz ovog legla kalemili koZom muZ jaka
Lewis, utvrdili smo sna¥nu reakeiju odbacivanja, jer su svi ka-
lemi odba&eni 8-ogz dana. Intenzitet ove reakeije otprilike jo na
razini odbacivanja Lewiscveg kalems presadencg ns mlade Sickore
Y-59 u kontrolnoj grupi. Obzirom ne malen broj opaZanja, tafke je
igkljuéive tvrditi da je sprijefeni postnavalnl prijencs protuti--
jela (mladi "usvojeni™ od druge majke) uzrok izostanku facilita-
eije, iako ee i na to mofe misliti. Treba pri tome uzeil u ohzir
i vrle nizak titar specifidnih hemaglutinina w serumu njihove
majka, prije nego je uginula, 5to je takoder moglio dodatio whje—
cati na brzo "iS&ezavanje” hemaglutinina iz cirkulaeije mladih i
na "normaliziranje™ njihove rzaktivnesti prema presadenin Lewlso-
vim kalemima.

Pratili smo i dinamiku aktivne produkeije hemagluhizins u yis-
vi mladih Stakora ¥-59 iz grupa XK, SH i 3G, koji su kalenlj=oul
ko¥nim kalemima Stakora Lewis. Cdredivall smo rezinu ukuoaih 1

B

merkaptoetanol rezistentnil hemaglutinisa T-og, 1l-28 - 21-03 w0-

na nakon kalemljenja (=sliks 3). Hemaglutinin-e moZemoe wbviedl 3 ved
T-og danz nakon kalemljerjo, isxko Jje njihov titar u svim grunpamo

vrlc nizak (prosjefian titar oko 2). lMnogi od mladih, u ta vrijemn
joB uvijek nemaju hemaglutinine u serumu, = maksiaslini wojadinad-
ni odgovor ne prelazi vrijednost titza 4. Interessoniiic 10 x
nuti da se gotove iskljudive redi o hemaglutininima vzl:iYe moln-
kularne teZine (195 tipa),; jer obrada seruma sa merkaptosTonnlor

gotovo je potpunoc eliminirala svaku hemaglutinseijsku albtivoss.
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Prema tome, u prvej fazi humoralnog codgovora ne poestoje uodljivi-
je ragzlike izmedu grupa. Medutim, razlike u jadini hemaglutinaci j-
skog odgovora ﬂﬁituju se ved u serumu uzetom ll-og dana nakon ka-
leml jenja mladih. Razina hemaglutinina u krvi viSa je u svim gru-
pama, akc je uporsdimc sa serumima T-og dana, pri ¢éemu se posebno
istide nagli porast 75 hemaglutinina. NajviZi titar ukupnih i 78
hemaglutinina nalazimo u grupi 3G, a najniZi u grupi SH. Dvade-
setprvog danshakon kalemljenja dolazi do izrazitog pada razine he-
maglutinina wu grupi 3G, dok je pad hemaglutinina u grupams K i SH
negnatan, a titar ima ctprilike jednake vrijednosti u ovim grupa-
ma.(oko 4). I 2l-og dana u serumu Zivotinja iz svih grupa domini-
raju merkaptoetancl rezistentni hemaglutinini, na keoje otpada

gotovo sva hemaglutinaci jaka aktivnost.

U diskusiji ovih reczultata treba se, izmedu ostalog, osvrnuti
na nalaz da protutijela 183 tipa prethode produkeiji 75 protutije-
la. 3licne rezultate dobili su i Anderscon i sur. (1967) u pokusima
na genetifki Sistim sojevima miSeva. Kren i sur. (1968) su takoder
Potvrdili, na genetidki éistim sojovima Etakora, postepenu produk-
ciju hemaglutinina, zao koju je karakteristiZno ranc pojavlijivanje
193 protutijela i kesnija izrasite dominacija 7S5 protutijela. Poku-
se su izvodili na Stakorima soja Lewis, koje su imunizirali sa ko¥-
nim kalemom Stakora 9 geneticéki éistih sojeva, koji su nosiocei raz-
1icéitih alela u Rt H-1 sistemu. Hemaglutinine su mogli utvrditi iz-
medu 8-og i 10-og dana, kada su uzimali prvi uszorak seruma, a mak-
2imalni odgovor sStzkori dosegnu izmedu 10 i 15 dana, a tada se go-
tovo sva hemaglutinacijska aktivnost nalazi u podrudju 73 hemaglu-
tinina. Dvadesetog dans nastupa lagani pad razine hemaglutinina.
Nadalje, razliéite alele Rt H-1l sistema pokazuju razliditu imunc-

ganost, Sto se ofituje na razini titra hemaglutinina i brzini nji-
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hovog pojavljivanja u serumu. MoZda je interesantno napomenuti
da koZni kalem Stakora soja CAP ( isti alel kao Y-59 ), presa-
den na Stakore Lewisovog soja, izaziva ngplabiju produkei ju he-
maglutinina. I dinamika preodukcije hemaglutinina u naSoj kont-
rolrioj grupi K, u skladu je sa diskutiranim radovima. Naime, u
prvoj Tazi humoralnog ocdgovora ( serum T-og dana ), gotove su
igkljuCivo prisutni 193 hemaglutinini, a njihov titar je nirak
( vijerovatno zato, 5to je rano uret uzorak krvi ). To potvrduje
i porast titra ll-og dana, a tads, isto kao i 2l-op dana, pre-
viadavaju 75 protutijela. I u grupi SH je vrlo slicéna slika di-
namike hemaglutinina, kao u kontrolnih Zivotinja. Medutim, u
pekusnoj grupi 3G nalazimo znano odstupanje u produkeiji hema-
glutinina, jer je njihova razina ll-og dana znanmo viSa, a 2l-og
dana znatne nifa, negoli u drveim grupama. U objasdnjenju naglog
porasta produkcije hemaglutininae u seruma ll-og dana, koja je
gotovo dvostruko viSa negoli u drugim grupama, moZe nam pomodéi
prethodno cpisani nalaz pasivno prenesenih majéinih protutijela
u mladunéadi. Ta protutijela sme nasdli u serumu uzetom 4-10 da-
na nakon dccota, ali ih nismo mogli otkriti u serumima na dan ka-
lemljenja. Cinjenica da ih nismoc na3li u tome serumu jo3 uvijek
ne mora znaciti da nisu ni zastupljena. Ta su protutijela mogla
biti prisutna u malim koliéinama, a tada je naSa metoda hemaglu-
tinacije, vjerovatne nedovoljno osjetljiva. Kada se iz presade-
nog ko2Znog kalema "oslobode"™ velike koliZine antigena, dolazi
do njihovog spajanja sa ovim protutijelima. Medutim, sve koliéi-
ne antigena nebi mogle biti vezane, jer Jje nedovoljna kolidina

protutijela, pa bi dio antigena ostao il "suvisku". POznato je da
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injiciranje kompleksa protutijelo-antigen, sa suvidkom antigena,
uzrckuje pojacani i brZi imuni odgovor na antigen, negoli kada
e injicira antigen sam ( Terres i Wolins 1961: Stoner i Terres
1960; Terres i Stoner 1962 ). Pad hemaglutinina u serumu 2l-og
dana u grupi 3G mnogo je izrazitiji, negoli u preostalim grupa-
ma. MoZe se pretpostaviti da je tome pridonijela i nagla pro-
dukeija hemaglutinina u po&etnoj fazi, pa je rijihova visoka

razina mogla inhibicijski djelovati, mehanizmom povratne sprege,

na daljnju produkciju.
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5.2. UTJECAJ RAZIICITIH POSTUPAKA SENZIBILIZACIJE MAJKI WNA
IMUNCLOSKU REAKTIVNOST MLADUNGADI

Rezultati opisanih pokusa na visckosrodnim Stakorima u gru-
pi 3G ( vidi 5.1. ) pokzzali su da se mo¥e preinaditi imunoloS-
ka reaktivnmost mladih, kada se majka senzibilizira alogenim tki-
vom. U pokusima koji se cpisuju u ovom poglavlju, htjeli =smo se
orjentirati i o utjecaju raznovrsnih postupaka senzibiligacije
Rejki, na reaktivost mladih prema istoj vrsti alogenog stimu-—
lusa. Moglc se pretpostaviti da ée mijenjanje postupaka, kac i
jadine senzibilizacije, dovesti do drugaije reaktivnosti mla-
dih. Osim toga, trebalc bi utvrditi dasfli je tkivo kojim je do-
sada otavljana senzibilizacija majki, tj. koZni kalem, odlufno
za manifestaciju specifilno promijenjene maktivnosti mledih, ili
i druga tkiva, u tom pegledu, imaju ista svojstva. DuZe preZiv-
ljavanje alockalema, presadenih na mlade senzibiliziranih majki,
prije bl se mogleo ofekivati u grupams u kojima su majke viSek-
ratno imunigzirane. U serumu snaZno senzibiliziranih Zivotinja
obi¢no se dobije viscka razina 75 protuti jela, a medu ovim pro-
tutijelima se nalaze i facilitacijska ( Walker i Siskind 1368 ).
Tome u prilog govore i rezultati Cohen-a i sur. ( 1971 ) kgi su
Stakore deseterokratno kalemili koZnim kalemima, a prijenoscm
njihovog ( hiperimunog ) seruma, u morméilne Zivotinje, uspjeli
1. mnatne produfiti Zivot specifiénog kofnog kalema. Veé iznese-
ni rezultati u grupi 3G ( vidi S5.1l. ) pokazali su da je i trok-
ratno kalemljenje, u tom smislu, vrle efikasno u nafcm eksperi-

mentalnom modelu. 3toga je i u pokusima koji se opisuju u cvem
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reglavl ju, trokratno kaleml jenje koZom maksimalni intenzitet a-

logenog stimuwlusa, kojim smc senzibilizirali Zenke.

Fckuse smo izvodili na geneticki nesrodnoj populaciji Sta-
kora ("¥"), da bismc izbjegli ujednadene odnose u tkivnoj srod-
nosti i takc omogudéili senzibilizaciju Zenki tkivima mus jaka,
oca mladuncéadi. Poznato je iz klinidke medicine, da senzibili-
zacija majke ocevim antigenima, koje je fetus naslijedio, moZe
dovesti dc teSkih oStecenja mladundeta. Iako se tekva oZtedenija
ne mogu utvrditi u genetiékoj nesrodnoj populaciji Stakora, i-
pak se mogu pretpostaviti kada se Zenke snaZno senzibiliziraju
tkivima oca mladuncadi. Stoga je u ovim pokusima trebale vodi-
ti rafuna i o oveoj €injenici. U pokuse smo uzimali muZ jalke i
Zenke, stare cko 3 mjeseca, i od njih sloZili roditel jske pa-
rove. Hadili smo sa 5 pokusiih grupa i 1 kontrolnom. Slike 4 i

5 prikazuju plan pokusa u svih 6 grupa.

5.2.1. POEUSNE GRUFE
Grupa A daje nam uvid u noermalno vrijeme ocdbacivanja rcdi-

teljskih kalema presafienih na njhove mlade. U ovoj grupi ma jke
nisu bile prethodno senzibilizirane, pa nam sluZi kac opda kon-
trola 1 za ostale pokuse na genetidki nesrodnim Stakorima,koje
¢emo opisati u drugim dijelovima disertacije. Zenke i mu#jake,
buduée roditeljske parove, stavljsli smo na rasplod u sévojene
kaveze. NJihove mlade, stare 25-30 dana, kalemili smo koZnim ka-

lemima obaju roditelja ( slika 4 ).
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0d dijela Zenki iz grupe A, nakon Sto su njihovi mladi kalem-
ljeni, formirana je grupa Ay ( Slika 4 ). Te su Zenke kalemlje-
ne koZom c¢ca mladih i ponovno sa njim stavljene u ragsplod. NJi-
hovu mladunéad testirali smo zatim koZom obaju roditelja. Rodi-
teljski partneri iz grupe ﬁl, nakon kaleml jenja mladih, uzati
su dalje u pckus i &ine grupu A, ( slika 4 ). Zenke su u *oj
grupi jo& trokratno intravenski injicirane suspenzijom krvnih
stanica muZjaka. Suspenzija je sadrfavala 150 milijuns eritro-
cita 1 u= njih pripadajudéi broj ostalih krvnih stanica. Zatim
Bmo roditel jeke parove stavljali u raspled, a njihove mlade tes-

tirali koZnim kalemima.

Na Slici 5 prikazali smo plan pokusa koji se odnosi na gru-
pe B, 31 i E. U grupi B Zenke su trokrathnoe senzibilizirane ko-
Zom muZjaka, a potom su s njim stavljane u rasplcd. Senzibili-
zacija je obavljena u razdeoblju od 3 do 4 tjedna. Mladundad je
kaleml jena koZom cobaju roditelja. Zatim su Eenke ponovno, po
cetvrti put kalemljene koZom istcz muZjaka i stavljane 5 niim
u rasplod. Tako je nadinjena grupa El. Mlade smo kalemili koZom
cbaju roditelja. Plan senzibilizacije Zenki u grupi E utﬂlﬁﬁﬁ}
Se raslikuje od postupka primjenjenog u grupama B i El, sH0 ma-—
terijal za senszibilizaciju nije sluZio ko¥ni kalem, wod suspen-—
zija krvnih stanica muZ jaka. Suspenzija je sadrZavala 150 mili-
Juna eritrocita i u;i%?%%adajuéi broj ostalih krvnih stanica,

a Zenkama je injicirana trokratnoc intravenski. Nakon toga su
roditel jski parcvi stavljani urasplod, a mladi kaleml jeni samo

koZom oca, davaoca stanica za senzibilizaciju majki.
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5.2.2. PREZIVLJAVANJE RODITELJSKIH KALEMA

Na slikama 6 i 7 prikazana je¢ dinamika odbacivanja roditelj-
skih kalema presadenih na mladunéad iz ovih grupa. Na apscisi
Su naneseni dani odbacivanja, a na ordinati akumulirani posto-
ci. Akumulirani postoeci cznacavaju postotak Stakora koji sude
nekog dana cdbacili kalem, u odnosu na ukupan broj kaleml jenih.
Frikazano je vrijeme odbacivanja samo u prvih 30 dana, a kale-
mi koji su preZfivjeli duZe od ovog vremena pradani su 60 dana
nakon presadivanja. Svi kalemi su bili prihvadeni i kroz to du-
Ze razdoblje promatranja.

Ha slici 6a prikazane su krivulje odbacivanja ofevih kalema
u kontrolnoj grupi A i pokusnim grupama Al i.&E- Erivulja koja
prikazuje odbacivanje u grupi Al smjeStena je, u vedem dijelu
vremena odbacivanja, blizu krivulje za grupu A. Erivulja odba-
civanja za grupu AE dosta se ragzlikuje od opisanih krivulja za
grupe A 1 ﬁl, Jjer je znatno usporen proces odbacivanja u ovo]
grupi. Tako je osmog dana cdbadeno najmanje odevih kalema (8/%),
8 odbacivanje zavrSava 2Z2-og dana. Toga dana je 164% kalema joS
uvijek trajno prihvadeno.

Na slici &b prikazanc je ocdbacivanje ofevih kalema u grupa-
ma B, El i E. QOdbacivanje u grupli B je igrazito usporenco i to ne
samo prema kontrolnoj grupi, ved¢ i prema ostalim pokusnim grupa-
ma. Odbacivanje w ovoj Zrupi zavriava 25-og dana, a tada je odba-
geno 744 kalema. Preostalih 26# kalema trajno je prihvadenc. S1i-
¢no, usporenco odbacivanje wvidimo 1 u grupi Bl, iakeo krivulja od-
bacivanja im=2 nesto strmiji tok negoli krivulje za grupu B., 0d4-
bacivanjs u grupi Bl zavrsave 2l1-og dana, 2 tada je joE uvijek
prihvadeno 8% kalema. U pokusnoj grupi E, u kojoj su majke sen-

zibilizirane samo krvnim stanicama muZzjaka, krivulja odbacivanja
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u pocCetnom razdeoblju (do 10-og dana) ima vrlo strmi tok,ali jo

kasni je odbaclivanje usporeno. <vi kalemi, presadeni na mladun-

¢ad ove grupe, odbafeni su do 24-og dana.

Iz opisa odbacivanja oCevog kalema moZemo zakljuditi da su
neke grupe medusobno sliéne, pa ih u tom pogledu moZemo podije-
liti u dva dijela. Jednom dijelu pripadaju grupe Hl i £, koje su
vrlo sliéne kontrolnoj grupi A. U drugi dio spadaju mladi ¢ije
su majke prethodno viSekratno senzibilizirane bilo viSekratnim
kalemljenjem (grupe B i El} ili jednim koZnim kalemom i krvnim

stanicama (grupa A Te grupe mladih Stakora znatno sporije od-

Ej'
bacuju ofeve kaleme, a mnogi pojedinci ih i trajno prihvacaju.

Ha slici 7 prikazano Jje odbacivanje majcéinih kalema. EKrivu-
1lje odbacivanja ne pokazuju tako izrazite medusobne razlike, ka-
kve smo uofili medu krivul jama odbacivanja ofevih kalema. Sve
krivulje pokusnih grupa, izuzev za grupu ﬁl. dosta su slidéne kon-
trolnoj grupi A. Poneki Ztakor trajno prihvada majiin kelem, ali
u zanemarivo niskom postotku (do 35) . Krivul ja cdbacivanja u

grupi A, im=s najstrmiji tok, a i odbacivanje presadenih kalema

najbrﬁelzavrﬁava u evej grupi (l4-og dana).

Tablice IV 1 V prikazuju stupanj tolerancije (widi 4.3.) i
SVO mladih na presadene roditeljske kaleme. Ucestalost netole-
rantnih na ofeve kaleme (Tablica IV) znatno js manja u grupamsa
AE' B i El,

je u tim grupama znatne vedi. Jedino se u ovim grupama mogu na-

u usporedbi sa ostalim grupama, a broj tolerantnih

¢i i Stakori koji su visoko tolerantni na oéeve kaleme., Frema
tome, mogli bismo zakljufiti da u ovim grupama postoji opéa ten-
dencija produZenja Eivota oéevog kalema, 8to je vidljive i iz
rezultata SV0O, koje je znadajno duie u ovim grupama negoli u

grupama A, A. 1 E ( p / 0,01 ili 0,02).

1
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Na Tablici V prikazan je stupan] tolerancije i SV0O mladih
na majéine kaleme. Vaé smo u opisu krivulja odbacivanja (slika 7)
naglasili da nema vedédih razlika u odbacivanju majéinih kalema.
To potvrduju i rezultati tolerancije i 3VO koji su prikazani na
Tablici V. Razlike, dakako, proizlaze samo iz usporedbe preZiv-
ljavanja oéevih i majéinih kalema u grupama AE’ B i El. SV0O oce-
vih kalema znaajno je duZe u ovim grupama, 5to je na Tablici V

i prikazano.
Dade3. DISKUSIJA

U cobhjagnjenju ovih rezultata treba posebno voditi raduna o
moguctem djelovanju slijedecé¢ih &inilaca: a) tkivu kojim je vrSe-
na senzibilizacijz, b) jadini sengibilizacije i c¢) specifiénim
odnosima izmedu majke i1 djeteta u perinatalnom razdoblju, 5to ta-
koder moZe imati odraza na prezivljavanje roditeljskih kalema
presadenih na mladuncéad.lU opisanim pokusima primijetili smo pro-
duZenje Zivota samo za ofeve kaleme, dok su navedeni postupci sen-
zibilizaci je uglavnom bili bez udinka na preZivljavanje majéinih
kalema. Ofevi kalemi preZivljavaju duZe na mladunadi grupa RE.

B 1 Bl' Zajednitka karakteristika ovih grupa je viSekratna sen-
zibilizacija majki: widSekratno kalemljenje koZom muZjaka (grupe
B-i Elj ili jednokratno kaleml jenje uz dodatno trokratno injici-
ranje krvnih stanica muZjaka (grupa AE}. Ove pokusne grupe, po
naginu senzibilizscije, potsjedéaju na grupu 3G iz pokusa na vi-
sckosrodnim 3takorima (wvidi 5.1.). Prema tome, rezultati ovih po-
kusa, kao i pokusa na visckosrodnim Stakorima, ukazuju da je mo-
gufée ponovljenom senzibilizacijom majke produZiti Eivot istovrs-

nih kaloma presadenih na mlads.
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S1liéan eksperimentalni model, kao 8to je nag u pokusnoj gru-~
Pi B, imaoc je i Stastny (1963, 1965), ali je on tredé¢i senzibili-
zirajuéi kalem uSivao na gravidnu majku 4-10 dana prije ckota
mladih. Mladunéad ovih majki ubrzano je odbacivala isti kalem,
Eto Stastny smatra aktivnom reakecijom mladundeta, a ne prijenosom
imunosti iz majke. Naime, i mladundéad majki, koje su tolerantne
na senzibilizirajuée kaleme, takoder pokazuje reakciju ubrzanog
odbacivanja. Stastny (1965) pretpostavlja da transplantacijski
antigeni, koji s¢ coslobode iz kalema presadencg na majku, mogu
proc¢i placentarnu barijeru i udi u cirkulaciju miadih, t¢ ih imu-
nizirati. Da mladundée moZe biti aktiwo imunizirano potvrduju i
regultati drugih istraZfivaca (Howard i Michie 1962; Billingham i
sur. 1965).

Ubrzano odbacivanje aleokalemf, presadenih na mladundéad sen-—
zibiliziranih majki, primijetili su i Halasz i Orloff (1963), u
pokusima na kunidima. Interesantno je da dvokratno kaleml jenje
gravidnih Zenki, u poredenju sa jednokratnim, izaziva snaZniju
reakci ju odbacivanja alokalema od istog davaoca, presadenog na
mlade . Halasz i Orloff (idem) tumace ove rezultate prijenosom
sesilnih protutijela iz cirkulacije majke u fetus. Z2a njih pla-
centarna barijera ndhi pretstavl jala takvu barijeru, kao za lim-
focite. Uéinak prenesenih protutijela je specifiéan, jJjer se ubr-
zano odbacuju samo kalemi od davaoca kojim je 1 majka senzibili-
zirand.

Ha mogudénoest prijencesa imuncesti odgodenog tipa, 1z majke u
mladuncée, bez stvarncg prijenosa imuncsnih stanica, ukazuju i ne-
ki rezultati pokusa u "milipore™ komoricama. Take Zivotinja moZe
cdbaciti alokalem prema kKojem je folerantna, ako joj] se implanti-

ra "milipore” komorica u kojoj se nalaze specifiéno senzibilizi-
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rani limfoeciti (Najarian i Feldman 1962; Kretschmer i Ferez-Ta-
mayo 1961 i 1962). Kako stanice ne mogu proé¢i kroz sijenke komo-
rice, toc ovaj u&inak treba pripisati humoralnim faktorimas. Od
interesa je istad¢i da i sama placentarna membrana hemohorijal-
nog tipa potsjeda u odredenom smislu na "milipore” komoricu, jer

je prelaz staniénih protutijela znatno oteZan.

Rezultati navedenih pokusa su samo na prvi pogled u suprot-
nosti sa nafim rezultatima. Naime, plan pokusa se u oba slucaja
moZda i bitne razlikuje u odnosu na nade pokusne grupe, posebno
grupu B. Stastny (1965) je dodatno kalemio Zenke tokom trudnode,
2 Halasz i Orloff (1963) su iskljufive kalemili gravidne Zenke.
U prilog nadih rezultata govori nalaz Gorer-a (citiran prema
Voisin-u,1962). Gorer je takoder primjetio da se prethodnim ka-
leml jenjem Zenki misSa, alogenim kalemom koZe, osigurava dulje
prefivljavanje istog kalema presadenog na njenu mladuncad. Voi-
2in (1962) smatra da =e ovaj nalaz Gorera moZe objasniti jedino
prijencsom facilitacijskih protutijela iz majke, koje “kondicio-
niraju" mladunde =za dufe neSenje specilicnog koZnog kalema. Ova-
kovo miSljenje podupiru i rezultati naZih pokusa na geneticki
gistim sojevima Stakora (vidi 5.1.), a2 neki od mehanizama kojim
se moZe ostvariti ovakav ufinak, diskutirani su u tom dijelu rad-
nje. Za daljnju potvrdu ovog mifljenja mogu pesluZiti i rezul-
tati produfencg preZivljavanja ocevih kalema, dobiveni u naSoj

grupi B w kojoj su Eenke iz grupc B dodatno (po Cetvrti put)

l!
kalemljene koFfom mu¥jaka. Sliéne rezultate imamo i wu pokusnoc

grupi A.. 0d interesa je jos jednom istaknuti cijeli eksperimen-

2
talni postupak sa ovim Zenkama (slika 4). Iz slike se vidi da

je to Eenkama iz grupe A tredi okot, a senzibilizacija Eenki je

2
bila kombinirana, tj. kofom i krvnim stanicama muZjaka. Njihova
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mladundad znatno dufe nosi ofeve kaleme, a Setiri kalemn 8u i
trajno prihvadena (Tablica IV). Rezultati u ovej grupi na razini
su opaZanja u grupama B 1 B . Da bismco utvrdili da 1li se ovo pro-—
duZenje noSenja ofevog kalema moZe pripisati djelovanjus: n) koZ-
nog kalemz, b) trokratnog injiciranja suspenzije krvnih stanica,
ili e) zajednifkom ufinku obzju postupaka genzibilizacije, inji-
cirali smo trckratne intravenski krvne stanice muZjaka u normal-
ne Zenke {(grupz E)}. Ima podataka da prethodno tretiranje primac-—
ca s punom krvlju davacca, moZe dovesti do facilitacije naknadnc
ufivencg kalems davaocca (Bberhardt 1 Vliahovid¢ 1969). Za ovaj u-
f#inak vjerojatno su ocdgovorni eritrociti, jer injiciranje sus-
penzije u kojoj su gotovo igkljudivo zastupljeni eritrociti do-
vodi do istog udinka (idem). Medutim, trokratno injiciranjec sus-
penzije krvnih stanica, u naSem gpecififnom modelu (grupa E),
nije utjecalo na preZivljavanje ofevog kalema presadenog na mla-
de. StoviZe, SVO ofevih kalema ima najniZu vrijednost upravo u
ovej grupi, ali se ne razlikuje znadajno u poredenju sa kontrol-
nom grupom. Prema tome, ni produZenje Zivota ofevog kalema U
grupi AE ne mo¥ec se pripisati samo injiciranim krvnim stanica-
ma., Viercjatno niti jednokraino kalemljenje Zenki koZnim kale-
mom nije u tom smislu cdluéne, jer i samo jedan kalem koji je
ufiven Zenkama u grupl 4., takoder nije imao uéinka. Na temelju
ovih razmatrania mofe se pretpostaviti da se najvjercjatnije
radi o kombiniranom uéinku imuncesti stvorenec genzibilizaci jom
Fonki ko®nim kalemom, a zatim i snaZno potaknute trokratnim .
injieciranjem krvnih stanica. Ova imunost majke mogla se je ofi-
tovati u preinaci reaktivnosti mladih prema ofevom kalemu. No,
ne emije se potpuno iskljuditi ni mogudi utjecaj trcockratne

trudnote Zenki, iz ove grupe, sSa istim muf jakem. Naime, prije-
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1az fetalnih stanica u majku tokom trudnoéf i porodf moZe ima-
ti kumulativan u€inak i dcdatno stimulirati produkeiju protuti-
jela u crganizmu majke, prema antigenima 8to ih je fetus nas-
lijedio od oeca. VaZno je istadi da pri tome obiféne nce dolazi do
izraZaja pojadana stanifna imunost majke na tkiva muZjaka, vecd
Btavide, na neki je naéin i smanjena reaktivnost majke prema tim
tkivima. Tako je posnato, iz pokusa na miSevima, da visSekratne
trudnode mogu izmijeniti otpornost Zenki na presadene tumore,
koji su identifnog genetitkog sastava kao i tkiva muZjska sa
kojim je Zenka dala potomstvo (Breyere i Barett 1960a). Stavise,
takve Zenke dufe nose i normalna tkiva (koZni kalem) muZ jaka
(Breyere i Barett 1960b). Intercsantno je da se, u oba slucaja,
prefivljavanje tumora, odnosno kofnog kalema, povedava kroz 3
trudnode, a nakon trede dostife maksimum. Zenke sa 4 ili viSe
trudnoéa reagiraju na razini reaktivnesti Zenki koje su imale

3 trudnode. Za ofSitovanje ovog ulinka nije €ak niti potrebna
trudnodéa, ako se radi ¢ slabim razlikama u antigenima ikivne sr-
odnosti izmedu Zenke i mufjaka (napr. razlike na spolnom kromo-
zomu). Takve Zenke, ako se samg pare sa mufjakom, bez naknadno
trudnoée, takoder pokazuju smanjenu reaktivnoest prema njegovom
koZnom kalemu (HaSek i sur. 1962; Prehn 1960), Eto se moZepri-
pi=zati utjecaju same inseminaecije. Ted3ko je vjerovati da su opi-
sani primjeri imunoloZke inereije posljedica stanidne imunosti,
jer bi ona u pravilu trebala dovesti do snaZni je reakclije odba-
civanja. 5 druge strans, pak, na ovaj nafin bi =ze moglo dodatno
osigurati "povoljan™ sastav i odgovarajuéu razinu humoralnih
protutijela, 3to bi doprinosilo facilitacijskom uinku ne samo
prema kalemu muZ jaka presadenom na majku, veé i na njenu mladun-

ad, kao Sto je toc u nadim pokusima, posebno u grupi A,. U pri-



= 9 -

log ovakvog mifljenja govore i regzultati Kaliss-a 1 Rubinstein-a
(1968), koji =u utvrdili, u pokusima na miSevima, da =e u krvi
maltipara stvaraju hemaglutinini ne antigene muZ jaka, te da se

ova protutijela prenose i u cirkulaciju mladih.

Cinjenica da mladundad senzibiliziranih majki nije pokaziva-
la promjenu reaktivnosti na istovremeno presadene majéine kale-
me, nije u proturjefju sa iznesenom pretpostavkom za oceve ka-
leme. Tolerancija premz majéinom tkivu mogla bi nastupiti samc
kac posljedica prolaza cdgovarajudeg broja majéinih imunockompe-
tentnih stanica u fetus, a wvidskratns trudnoce vjerojatnoe, u tom
pogledu, ne doprinose znatnije. Uporedivanje SVO majéinih kale-
ma u grupams A, A. i A, (Tablica V) pokazuje da stvarno 1 nema

1 2
bitnijih razlika. Doduse, u grupi 4. je najnize 3V0, Sto bi pri-

je ukazivale na slabiju imuncst. :

crmalna reaktivnost mladunéadi prema majéinim kalemima, uc
istovremeno produfenje Zivota ofevog kalema, vrlc je vazan do-—
kaz specififnosti ovog ufinka. Naime, specififna humpralna pro-
tutijela stvorens u organizmu majke snafncm senzibilizaedjom o-
Zevim tkivima i dodatno stimulirans jednckratnom ili visSekrat-
nim trudncéama, mogla su profi u cirkulaciju fetusa i novoroden-
geta, te djelcevati facilitacijski na ofeve kaleme prosadenc mla-
dim. Da bisme to mogli i tvrditi neophodnc je sustavno pratiti
produkeiju humoralnih protutijela i njihovu razinu u organismu
majke i njene - mladun&adi, Bto je odfraZnosti za objasSnjenje fa-
cilitacijskog udinka. U pokusima na visckosrodnim Stakcrima (vi-
di 5.1.) to smo radili samc djelomifno, pa ¢ée u narednim pockusi-
ma, opisanim u poglavlju 5.4. , biti posvedena posebna paZnja
analizi humoralnog cdgovora senzibilizirane majke i prijencsu

protutijela iz njene cirkulaecije u krvotck mladih.
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Pretpostavili smo da u ovim pokusima moZe dedi i do oBtede-
nja mladundadi senzibiliziranih majki. Ne¢,; isko J2 senzibiliza-
cija majki, cevim tkivima, bila vrlo snafna, ipak je ucestalost
takvih incidenata bila neznatna. Samo je mladuncéad iz jednog
legla grupe B uginula u razdoblju od 4 dana nakon poroda. liladi
su bili slabije razvijeni, =2 kofa im je imala Zudkastu boju.
Kako nismc pratili razinu protutijela u njihovom serumu, kao ni
u serumu majke, to je tefko utvrditi mehanizam kojim se ove o8-
tedenje ostvarilc, Osim togs,ne moZfe se potpuno iskljuciti ni
mogude djelovanje eventualne prenescnih majfinih stanieca. Sto-
ga ¢e cvo opaZanje biti cpSirnije diskutiranc uz pokuse opisa-

na u poglaviju 5.4., u kojima smo takoder imali slicdan nalaz.
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D.3. FRIJENCS STANICA IZ ORGANIZMA MAJKE U FETUS PREKQ
PROPUSNIJE PLACENTE.

U pokusima na visckosrodnim Stakorima ( wvidi 5.1. ) pripisa-
1i smo produZegja Zivota Lewisovih kalema, na mladun@adi Y-59 u
grupl SH, ufinku Lewisovih splenocita prenesenih iz cirkulaci je
pajke. FPretpostavili s=mo da su istovremenc u mladundad prenesse—
ne i majéine stanice, ali njihov ufinak nismo mogli utvrditi, jer
8u one geneticki istorodne sa primaccem. Dvije wrste imunokompe-
tentnih stanica ( majdine stanice i Lewisovi splencciti ),koje
8u se nasle u fetusima grupe SH, mogle su istovremeno djelovati i
jedne protiv drugih, jer se medusobno razlikuju u antigenima tkiv-
ne srodnosti. Opdéenito se mofe redi da su lLewisove stanice bile
nepovoljnijem poléZaju, negoli maj&ine, jer se razlikuju i od
fetusa. Kompeticijo izmedu zrelih prenesenih stanieca, te otpor
Tetusa naseljavanju Lewisovih splenocita, mogli su se odraziti
na specififnu reaktivnost mladunéadi u kasni joj Zivotnoj dobi
i rezliditim vidovima i to tako da res’ . *ivnost bude preinacena

toleranci ja/bolest kriljanja ), ili da ostane nepromijenjena

"normalna" ).

U polkusimsa kﬂjiagpiﬂuju u ovom dijelu radnje htjeli smo
prvo uvjeriti dé@it%ﬁfg¥he stanice prelaze u fetus, kada gra-
Fidne majke injiciramo hijaluronidazom. Osim toga, trebalo se or-
jentirati i o Tome, da@i dolazi do kompetirdije izmedu dviju vrs-—
% zrelih imunokompetentnih stanica, koje se nadu u imunolo3ki
lezrelom fetusu, a medusobno se razlikuju u antigenima tkiwne

odnosti. Krajnji ishod takve borbe mogli bismo i donekle pro-
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cijeniti pradenjem preZivljavanja koEZnih kalema obaju davalaca,
presadenih na mladuncéad. Tako bismc lakSe mogli razmatrati doga-
daje koji su se zbili u fetusu i pratiti sudbinu pojedine vrste
stanica. Konacéno, mogls bi se zukljuﬁiv&t& o tome koje su sta-
nice pevoljnije zz fetuss. Da bismo se o svemu navedenome moglil
bolje corjentirati, bile j& necphodno raditi sa nesrodnim Stako-
rima. Time smo osigurali razlike, makar i nedefinirane, u anti-
genima tkivne srodnosti, izmedu prenesenih majéinih stanica i
fetusa. Da bismo mladima ponudili i drugu vrstu tudih stanica,
injicirali smo u gravidne Zenke Lewisove Bplenccite. Teko se ob-
je vrste stanica koje se prenose u fetus razlikuju medusobno,ali
i prema fetusu. No. ipak nekil od mladih mogu biti aliéniji, a

neki manje slidéni, Lewisovim splenocitima.

S5.3.1. FLAN POKUSA

Rezultati ovih pokusa prikazani su na 3 grupe Zivotinja.Kon-
trolna grupa L daje nam podatke o vremenu odbacivanja Lewisovih
koZnik kalema presadenih na mlade &Stakore Y, stare 25-30 dana.
Ovi mladi potjetu od netretiranih majki. Od mladih smo uzimall
uzorke krvi 7, 11 i 21l-o0g dana nakon kaleml jenja, d=a bismo odre-
dili hemaglutinine protiv Lewiscvih eritrocita. Grupa H daje nam
uvid u utjecaj hijaluronidazs na prefivljavanje roditeljskih ka-
lema na mladunéad. Stakori nesrodne populacije ( Y ), bududi ro-
iteljski partneri, stavljani su 1 rasplod. Pri kraju gravidite-
ta, 2-4 dana prije okota mladih, Zenke su i.v. injicirane sa 10-
=15 T.R. jedinica hijaluronidaze ( hyaluronidase - Wydase }.
ﬁjihmve mlade smo kalemili keoZom roditelja, 2 uzimali smo 1 uzor-

#e krvi za hemaglutinaciju.
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U pokusnocj grupi SHY stavljali smo u rasplod normalne Zenke
i mufjake populacije Y, stare cko 3 mjeseca. Kada su Zenke bile
sravidne injieirali smo im i.v. krogz tri dana, Bplenocite mué ja-
ka Lewis. Svaka gravidna Zenka dobila je 300 milijune stanica.
Zadnji inokulum stanics { tredéi ) injieirali smo 1-3 dana prije
okota mladih, 3to je ovi=ilo o leglu. Ukupno je bilo 9 legala.
Iatovremeno sa splenocitima Zenke smo injicirali i hijaluronida-
zom ( Byalurenidase -Koch-Light Lab.) u dozi od 3.000 I.U. Cet-
vrtog dana su sve Zenke jo& i dedatno, i.p., injiecirane sa 6.000
I.U. hijaluronidarze. Frema tome, svaka Zenka je ukupno dobila
15.000 I.U. hijaluronidaze. Kada je njihova mladuncad bila sia-
ra 25-30 danz kalemili smo ih koZom majke i mufjaka Lewls. Na
dan ufivanja kalema, te 7, 11 i 2l-og dana nakon kaleml jenja,
uzimali smo im uzorak krvi za odredivanje hemaglutinina. Tride-
set dana nakon ufivanja ovih kalema, vedéinu mladih sSmo ponovio
kalemili, bilo keoZom majke ili muZjaka Lewis. Ciji ¢e kalem mla-
di —onovne primiti odredivali smo prema vremenu preZivljavanja
prvih presadenih kalema. Majéine koZne kaleme ponovrio su dobili
oni mladi koiji du i njen prvi kalem nosili znamo duZe od istovre-
meno presadenocg Lewisovog kalema. Obrnuto, koZni kalem muZjaka
Lewis ponovno su primili oni mladi, koji su prvi Lewisowv kalem
duZe nesili negoli istovremeno presadeni majéin. Dio mladuncéadi,
koja je podjefinako brzeo odbacila oba kalema, ponovno je kalem-
ljen 1l1i m=ajdinim ili Lewisovim kalemom. Tako je od 55 mladih
koji su prvi puta kalemljeni ea oba kalema, 44 ponovno primile
jedan od ovih kalesma. Izgled ponovno presadenih kalema pratili

amo kroz 60 dana.
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5.3.2. ODBACIVANJE PRESADENIH KALEMA

Na slici 8 prikazana je dinamika odbacivanja Lewisovih kale-
ma u grupama L i SHY, majéinih kalem= uw grupama A, H i SHY, te
ofevih kalema u grupama A i H. Grupa 4 je wedé pretrodno opisana
{ vidi 5.2. ), a ovdje je dodatno prikazana radi usporedbe rezul-
tata pokusnih i odgovarajuéih kontrolnih grupa. Krivul ja koja
prikazuje odbacivanje Lewiscvih kalema u grupi SHY razlikuje se
od krivulje za kcntrelne Stakeore u grupi L ( slikas 8z ). Cgmog.
dana je u grupi SHY odbaenoc 14 % kalema, dok je u kontrolnoj
grupi cdbafenc ak 63 %. Odbacivanje Lewisovih kalema je i u
kasnijem razdoblju znatno sporije, 5to se vidi i iz kriwvulje,
koja je pomaknuta u desno. JoS su izrazitije razlike izmedu kri-—
vulja koje prikazuju odbacivanja majéinih kalema ( alika 8b ).
Svi majéini kalemi presadeni na mlade u grupi A odbacuju se do
26=0g dana, osim majfincg kalema na jednom mladundéetu, koji je
trajne prihvacden. U grupi SHY se majcéini kalemi do 10-og dansa
pdbacuju jedva nesSto brZe negeoli u grupi A, ali se zato odbaci-
vanje nakon 10-og danarﬂigiia?a ( prate krivulje ). U ovoj grupi
je 24 % mladih trajno prihvi:tilo majdine kaleme, Sto je znatno
viSe negoli u grupi A ( 2 % ). Najvedéi brej mladih trajnc prihva-
¢a majfine kaleme u grupi H ( 73 # ). I precstala mladundad iz
ove grupe, wsEporeno cdbacuje majéine kaleme, snatno sporije ne-

€0 mladi iz drugih grupa.

KErivul je koje prikazuju cdbacivanje ocevih kalema u grupama
4 i H { slika 8¢ ), meduscbno su vrlc sliéne. U grupi H je 8-og
dana odbaceno naeéto manje kalema, 8 jedno mladunde je ofev kalem

i trajno prihvatilo.
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Na Tablici VI prikazana je tolerancija mladih prema presa-
denim kalemima, 3SV0 i znadéajnost razlika. Iake u grupi SHY ne-
me visoko tolerantnih na Lewisove kaleme, ipak je 3V0 duZe ne-
goli u kontrolnoj grupi L ( p £ 0,05 ). Visoko tolerantni na
majcine kaleme pojavlijuju se u vecdem postotku u grupama H i
2HY. U grupi H je najmanji broj Stakora koji su netolerantni
na majéine kaleme, 2toc se je odrazilo i na SVD ( 19 dana ),
koje je najduZe w ovo]j grupi, te se znafajno razlikuje prema
grupama A i SHY ( p / 0,01 ). Nema znacajne razlike u odbaci-
vanju ofevih kalema presa®sanih na mlade, Sto sme naglasili wved

i u opisu krivulja cdbacivanja.

0d 44 mlada Stakora iz grupe SHY, koji su ponovno kaleml je-~.
ni, 25 je primilo kalem majke, a 19 Lewisov kalem. Vremenski
raspon unutar kojeg su mladi odbacivali prvi Lewiscov kalem,
kretao se u granicama od 8 do 28 dana (Tablica VII). Drugi Le-
wisov kalem presaden mladima koji su prvi kalem odbacili do 1l4-
og dana .(12 Stakor-s), odbacuje se T-og dana. 04 preostalik 7 Zi-
votinja, koje su prvi kalem odbacile izmedu 18-0g i 28-o0g dana,
samo je jedna odbacila drugi kalem 7-o0g dana, a preostale izme-
du 8-og i 10-0g dana. 3Jedmog dana se odbacuju i svi majdini ka-
leml presadeni na mlade koji su njen prvi kalem odbacili do 10-
¢g dana. Na prvi majéin kalem 13 mladih 2takora je bilo visoko
tolerantno. 8vi su ponovno kaleml jeni majéinom koZom, no kalem
ne 1 stakoru nije bio uspjeSan iz tehniékih razloga. Osam od
ovih 12 Stakora odbacilo je ponovljeni kalem izmedu S-og i 19-
0g dana, a preostala 4 sStakora ga trajno prihvadaju. Prihwvadeni
kalemi nisu znacéajnije mijenjali veliinu i opéi izgled. Obras-
1i su dlakama, koje su bile nedto rjede u odnosu na gustodu dla-

ka na koZi primaoca. VaZZno je istadi d= je svih 13 prvih kalema
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na ovoj mladuncadi i dalje bilo u vrleo dobrom stanju, iako je 8

Stakora odbacilo ponovljene kaleme.
5.3.3. DISKUSIJA

Kako smo u grupi S5H, u pokusima na visckosrodnim Stakorima
(5.1.) utvrdili da preko placente prolaze Lewisovi splenociti,
trebalec se je uvjeriti, u ovim pokusima, da 1i se to isto moZe
postici i sa majéinim stanicama. Znatan broj visoke tolerantnih
Stakora (73%) i israzito produfenije 3SVO (19 dana) u grupi H, uka-
ziiju da je hijalurcnidaza isto take efikasna i u prijenosu majfi-
nih stanica u mlade, Sto smo ved u prijadnjoj diskusiji i pret-
postavljali. U prilog ovog rezultat=z govore i pokusi Nathan-a i
sur. (1960). Oni su injicirali gravidne Zenke kunida sa 15-45
T.R. jedinica hijaluronidaze i dobili produZfenje Zivota majéinih
kalemsa presadenih na mlade. Najarian i Dixon (1963) su tzkoder in-
Jieirall gravidne Zenke kunidéa s hijalurconidazom i drugim enzi-
mima, za koje se pretpostavlija da povedavaju propusnost placente
za stanice. Dobili su produfenje Zivota majéinih kalema na ml=a-
dim, ali 1 toleranciju majke prema kofnim kalemims niene mladun-
cadi. Ovu uzajamnu toleranciju tumade obestranom i znatnom raz-
mjenom stanica izmedu majke i mladih. Propusnost placente za maj-
cine stanice i tolerancija na majdine kaleme, moZe se dobiti i
ozracivanjem gravidnih Zenki, pri kraju trudnode, sa X-zrakamsa
(Kefkef i Allegretti 1963). MatoZidé i sur. (1967) su utvrdili da
muska mladunéad, majki ozrafenih za vrijeme trudnode, posjzduje
1l-2 mjeseca nakon okota i do 35% majéinih stanica u koStanoj sr-
Zi. Obzirom na nalagz viscoko tolerantnih Stakora u nasoj grupi H,

yijercjatno je da su i u njihovo] koftenoj srZi i limfatiflkom apa-
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ratu prisutne majfine stanice (kimerizam). Da je ovaj ufinak
prenasenih majéinih stanica strogo specificdan, u smislu toleran-
cije, dokazuje normalno vrijeme odbacivanja cCevih kalema, koji

Su istovremeno presadeni na ovu mladunéad.

Hijalurcnidasa je injicirans i u gravidne Zenke iz grupc
SHY, I u toj grupi nalzzimo Stakore koji su visoko tolarantni na
majéin kalem, izkc u skromnijem broju (24%), negoli u grupi H.
Interesantnce je da 3V0O u grupi SHY nije produZeno, kada sSe uspo-
redi sa SVC u kontrolnoj grupi A. Veé je iz krivulje koja prika=-
zuje ocdbacivanje majéinih kalema u grupl SHY (slika 8b) bilo
vidl jivoe da mladundéad reagira na majcéine kalsme po principu “sve
ili nista™, tj. ili ih brzo cdbacuje (65%) ili ih trajno prihva-
éa (24#). Prijelaz izmedu ovih krajnosti ¥ini svega 6 Stakora
(11#), =ali kako i oni vrlo dugo nose majdine kaleme, bliZe su
visokoe tolerantnim negoli netolerantnim, TeSke je direktnoe uspo-
redivati prefivljavanje majcéinih kalema presadenih na mladuncéad
ig grupa H i SHY, jer medu njima postoje dvije razlike: 1) inji-
eirane su razlidéitim vrstama i razlicéitim dozama hijaluronidaze,
i 2} gravidne Zenke u grupi SHY istovremeno su injicirane i Le-
wigovim splenccitima. S obzirom na diskusiju rezultata u grupl
SH (5.1.), mora se pretpostaviti da je interakcija dviju vrsta
stanica, koje =u prenesene u fetuse, mogla imati odraza i na pre-
Eivlijavanje majéinih kalema presadenih na mlade. Steoga se u dal j-

njoj diskusiji treba opSirnije osvrnuti upravo na ovu mogufnost.

U grupi SHY smo omogucili da u mlade predu dvije vrste zre-
1ih imunckompetentnih stanica: majéine stanice i Lewisovi sple-
nociti. Po tome ova grupa potsjeéa na grupu SH iz pokusa na gene-

tidki &istim sojevima Stakora (5.l1l.). Medutim, u grupi SHY se i
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majéine stanice genetifki razlikuju od fetusa, jer smo radili na
heterozigotnim Stakorima. Obje vrste stanica, koje su prenessne u
fetuse, mogu djelovati protiv njih. MoZfe se pretpostaviti i neka
reaktivnost fetusa prema tudim stanicama. No, ona je sigurno znat-
ﬁo 8labija, jer je mladunéad u perinatalnom razdoblju Ziveta, u
mriogih Eivotinjskih vrata, imunclceSki nezrela. I u Stakora proces
imunoloSkoeog dozrijevanja zavriava tek neko vrijeme o reodenju,

Ako fetalne imunckeompetentns stanice dczrijevaju u kentaktu sa
tudim-unesenim stanicama, mogu postati tolerantne na njihove anti-
gene (Barnes i sur. 1958; Lengerova 1959), Zto ée se u kasnijoi 2i-
votnoe] dobi manifestirati i tolerancijom na sva tkiva koja su ge-
neticki identicna sa tim stanicama. Medutim, tokom dozrijevanja
imunokompetentnih gtanica mladunfeta tude stanice mogu biti i eli-
minirane, pa nec¢e ostaviti nikakvog tragas na imuncloku reaktiv-
noat mladik, u kasnijem Zivotnom razdoblju. Ako je, medutim, dodlc
do prevage tudih stanica, tada organizam mladundéeta mofe biti i
teSko oBteden, pa moZe i podleéi (bolest krZljanja). Veé smo nag-
lasili da se i c¢bje vrste prenesenih stanica medusocbno genetidki
razlikuju, a to moZe dovesti do konkurencije i direktne borbe me-
du njima. Na taj nadin bi se mogao umanjiti wudinak svake od ovih

Stanica, u smislu iznesene diskusije.

Konaéni rezultat ove beorbe izmedu fetusa i tudih stanica, te
Stanica medusobno, ocjenjivali smo na temelju prefivljavanijs koB-
nih kalema presadenih na mladunfad. Iz tih regultata vidljivo je
da neka mladunéad grupe SHY trajno prihvada koZne kaleme majke
(visoko tolerantni), dck nijedne mladunée nije trajno prihvatilo
Lewisov kalem. I pored togz, snadajno jo produfenc vrijeme prefiv-
ljavanja Lewisovih kalema na mladundadi ove grupe, kada ga uspore-

dimo sa kontrolnim Stakerima iz zrupe L { p S 0,05 ). Ka temelju
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ovih rezultata mogli bismo zakljuéiti da mladundéad cove grupe du-

Ze nosi oba kalema (majéin i Lewisov). Kakc se radi ¢ uéinku prene-
genih stanica, t¢ bi mogle zZnadéiti da su se u mladim uspjele odr-
Zati obje vrste stanica (kimerizam), Sto se ¢fituje W nekom stup-
nju tolerancije na koZne kaleme. Medutim, u to se mcZe opravdano
sumnjati na temelju rezultata pokusa na ozrafenim Zivotinjama.

Stoga déemc neke najvainije ukratkc i isnijeti.

Poznatc je da Zivotinja koja je izlcZena radiocakitivnom zrade-
nju pokazuje izrazitu atrofiju limfatickog aparata i smanjenje i-
municlodke reaktivnosti (Clamendseon i Nelson 19603 HafSek i Lengero-
va 1960). U tocme je bar donekla slifna imuncloSkeom statusu foetusa-
novorodenteta. Zivotinje czrafene letalnom dozom radicaktivnih zra-
ka ugibaju zbog oftecdenja hematopeoeze, pa im se u svrhu lijecenja
presadivale keS3tanu srZ. Kako je bitone oslabljen imunolodki poten-
cijal czradencg crganizma, 2 medu stanicama alogens koStane srii
ima i imnockompetentnih, to su mncge Zivotinje ugibale od zekun-
darne bolesti (Vos i sur. 1959; VanbBekkum i sur. 1359; Jutila 1
Woiser 1962). Sckundarma bolest se mo¥e izbjedéi ako se Zivotinji
injicira autologna ili =zingensa koStana sri, Bto je u genetifki nes-
rodnoj populaciji gotovec nemeogude osigurati. Prema tome, trebale
je pronac¢i metodu izbora najpovoljni jeg davaocca, unutar populaci-
je, 8to bi imaloc wveliku vrijednﬂsf i u kliniékej medicini. Pret-
postavile se da bi, u tom smislu, bile najefikaesnije injicirati
mjefavinu stanica koStane srii od vide davalaca heterczigotne po-
pulacije. Tako bi se moZdz najbolje moglo "pokriti™ Bircki spektar
antigenih razliks u tkivnoj srodnosti i omogucéiti da u mjedSavini
budu i stanice koje su vrlo =lifne primaocu. Lengerova (1960) je
postigla najbelji rezultat kada je injicirala mjeSavinu stanica od

40 davalaca. Medutim, injicirala je fetalne hematopoeotske stanice,
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%to ocgranifiava primjenu ovog nalaza. Vlishovié i sur. (1964) su
pokuSali zaStititi letalno ozratene miSeve, genetidkl nesrodne
populacije, mjeSavinom stanica koftane srZi od vide cdraslih da-
valaca. BjeSavina pripremljena od 30-60 davalaca imala je identi-
fan udinak kac injiciranje autologne koStane srii. LEfikasncst je
bila mnogo manja ako su injicirali stanice srZi samo jednog davao-
ca ili grupe od 15 davalaca. Interesantno je da je bila manja i
efikasnost mjefSavine uzete od 120 davalaca, bez obzira na broj
injiciranih stanica. Ovaj rezultat Vliahovié i sur. (idem) objas-
niavaju prisustvom stanica viZe davalaca koji su kompatibilni s
primaccima, ali ne moraju istovremeno biti kompatibilni medusobno.
Prema tome, i oni sugeriraju da medu sbanicama davalaca moZe do¢i
do direkitnog obraduna, Sto moZe oslabiti efikasnost stanica kojs
su najpovoljnije za primacca. Proces cdabiranja staniea, k¢je su
injicirane u czradenu Zivotinju, cobidéno zavrSava trajnim prihva-
donjem samo jedne stanifne populacije (Mathé i sur. 1964; 1965;
Uphoff i sur. 1965). Uphoff i sur. (1965) smatraju da sc proces
odabiranja ocdvija relativno dugo, kroz 3 mjeseca. Nakic¢ i sur.
(1967) =su citcloSkom analizom, u mifeva, zakljuéili da se proces
odabiranja zavrdava u kradem razdoblju, tj. obiénc unutar = tjed-
na nakoen injicirania, 2 tada je gotovo iskljucéivo zastupljena

aamo jedna populacija stanica.

I za objadnjenje nadih rezultata u grupi SHY vaZno je sazna-
nje, iz ecitiranih pokusa, da samo jedna vrata injiciranih stani-
ca mofe povlaSteno preZivjeti u domadinu. MoZemo pretpostaviti da
se na analogan nadin zbiva i odabiranje u naSim pokusima, jer je
pokusni model, 5 obzirocm na imunoloSku nezrelost mladunceta, do-
nckle slifan ozradencj Zivetinji. Kake smo radili na genetidki

nesrodnoj populaciji £takora, necphodno je proces odabiranja
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snalizirati individualno, u svake]j Zivotinji posebno, jer varija-
cije u broju prenesenih stanica i geneticékim odnosima, mogu biti
velike. Analizom individualnih rezultata utvrdili smc da sve Sta-
kore grupe SHY moZemo podijeliti u 3 podgrupe (Tablica VIII)., U
podgrupu 1. pripadaju Stakori koji brzo odbacuigju oba presadena ka-
lema (netolerantni). Stakore koji brzo odbacuju majéin kalem (ne-
tolerantni), ali dufe nose Lewisov kalem (tolerantni), svrstali
smoc u podgrupu 2. U podgrupi 3. nalaze se Stakori koji dugos nose
majéin kalem (tolerantmi i wviscke tclerantni), a brzo cdbacuju Le-
wisov kalem (netolerantni). VaZno jo istalmuti da nema nijednog
Stakora koji dufe nosi oba kalema, tj. nijedan ne pripads medu to-
lerantne na cba istovremence presadens kalema., Iz rezultatas prika-—
zanih na Tablici VIII, a uzimajufi u obzir deosadasnju diskusiju,
moZe se zakljuféiti da se i u mladundadi grupe SHY vr3i cdabiranje
izmedu majéinih i Lewiscvih stanica. Obje vrste prenesenih stani-
ca mogu biti eliminirane i take se moZe "normalizirati™ reaktiv-
nost mladuneta na presadene kaleme (podgrupa 1.). Neo, moZe =se
pretpostaviti da ée prevladavanje jedne vrste stanica, kojc nasele
limfaticéki aparat mladog (kimerizam), onemoguéiti drugu vrstu sta-
nica da se odrZi u mladom. Uprave smo to i dobili u podgrupama 2.
i 3. U podgrupi 3. mladi wvrlo dugo nose majéin kalem (3V0=25,5 da-
na), 2 13 mladih ga i trajno prihvadéa (viscko tolerantni). Sliéno
deé 1 u podgrupi 2., samo je u njoj izrazito produZenc vrijeme pre-
Zivljavanja Lewiscovih kalema. U ovo] podgrupi nijednc mladunZe ni-
je trajno prihvatilo Lewisov kalem, 8to vjercjatno znafi da su Le-

wisove stanice naknadne eliminirane.

Cinjenica da je 13 mladih viscko tolerantnih na majéine kale-
me, a nijedan na Lewisov kalem, mcZe ukazivati da su majdéine sta-

nice, c¢péenito uzevsi, ipak poveljnije ga mladunéad, nego Lewisove.
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Geneticékil cdnosi izmedu davalaca i primacca viserojatno znatno ut-
jetu na proces odabiranja i eliminaciju stanica koje su primaccu
“dalje"™ (Mathé’ i sur. 1964; Uphoff i sur. 1965). I indukcija tole-
rancije takoder ovisi o genetifkim odnosima, pa ée biti to uspjeS-
nija Stc su manje razlike u antigenima tkivne srodnosti izmedu do-
macina i stanica. Mofemo pretpostaviti da su, u tom pogledu, maj-
Cine stanice sliénije mpladim negoli Lewisove, jer su mladi dioc an-
tigene grade naslijedili cd majke. No, u razmatranju rezultata
teleranei je na presadene kaleme treba vediti raduna i o kompetici-
ji izmedu prenesenih stanica, Sto takoder utjede na konafan ishod
(Kondic¢-Mitin 1970). Kompeticija medu prenesenim stanicama mogla
je gnatnije oslabiti njihovu uspjeZnost u borbi protiv mladundeta.
McZda je upravo kompeticija izmedu Lewisovih i majéinih stoanica
utjeecala na mnoge manju ufestalost visocko tolerantnih na majéine
kaleme wu grupi SHY (24%), kada je usporedimo sa grupom H (73%).

To doduse ne moZemo kategoricki tvrditi, jer =u gravidne Zeonke iz
ovih grupa injicirane razliéitim vrstama hijaluronidaze i razlidi-
tim dozama, Sto je vef i spomenuto. Da se i u novorodenih Eivoti-
nja mogu odvijati ovakvi procesi, slifno kao u czradenih i injici-
ranih, pokazali su Billingham i Brent (1956b) u neStc drugadijem
eksperimentalnom modelu. QOpazili =u da je bolest krZljanja vrlo u-
Cestala i snaZna u miSeva sojd A, koje su injicirali splenccitima
GET' Uspjeli su smanjiti udestalost bolesti i oslabiti njen inten-
zitet, kada su novookolene misSeve soja A injicirali mjeSavinom

8plenccita sojeva CBA i1 C Fretpostavljaju da su primaocu gene-

s o
ticki bliZi splenociti CBA jade reagirali protiv stanica drusog

davaoca (C T} nego protiv primacca, te odbacili "daljet splenocite

2
i tako ublaZili oS3tedfenje primaoca. MoZe se misliti da su sliéno

djelovale i majéine stanice u naSoj podgrupi 3., a kako su djelo-
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midno sliéne mladundetu mogle su. se u njemu laksSe odriati, Sto

se ofituje trajnim prihvadanjem majéinih kalema u neke mladuncadi.
5 druge strane Lewisovi splenociti su w podgrupi 2. uspjell 2li-
minirati maj&ine stanice, ali kako se znatnije razlikuju prema fe-
tusu nisu se mogli trajno odriati. Stoga u ovoj grupi nije ni bilo
visoko tolerantnih na Lewisove kaleme. MoZda bi Lewisovi spleno-
citi bili i jof manje uspjefni da nisu nekco vrijeme proboravili u
cirkulaciji majkes, prije nego su presSli u fetuse. Tako su Se mog-—
1i imunizirati na antigene majéinih stanica, sa kojim Su se susre-
tali na svakom koraku, pa im je i reaktivnost prema majéinim sta-
nicama, u fetusu, bila pojafana. Poznato je, iz pokusa na radi ja-
cijskim kimerama, da preimunizacija inferiornog davacca, protiv
antigena dominantnog davacca, moZe utjecati na proccs cdabiranja,
tako da u ozradcnoj Zivotinji prevladaju stanice kojo su inade in-

feriorne (Veolf 1970).

U diskusiji rezultata u grupi SHY mogu nam pomoci i rezultati
preZivljavanja ponovno presadenih kalema (Tablica VII). Klasicnu
reakciju ponovljenog kKalema (second-set) vidimo samo u one mladun-
tadi koja relativno brzo (unutar 14 dana) odbacuje bilo majéin ili
Lewisov kalem. Ta je mladuntad odbacila ponovljeni kalem T—og da-
na. U pokusima sa odraslim Stakorima, iz naSe geneticki nesrodne
populacije, utvrdeno je da se ponovljeni kaleml odbacuju T-og da-
na nakon presadivanja (Vlahovi¢ i Sabol 1968). Ved smo u prethod-
noj diskusiji pretpostavili da je trajno prihvadanje prvih majéi-
nih kalema rezultat. kimerizma, koji je uspostavljen u mladima.
Kada je kimerizam potpun, tj. limfaticéki aparat mladih sastavljen
od vliastitih stanica i stanica davaoca - koje su u dinamilitoj rav-
notefi, tada dée mladi prihvatiti ne samo prvi, ved i svaki naknad-

ni kalem od istos davaocca (Noodruff 1960). Cetiri mlada su ponov-
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ljeni majéin kalem prihvatila trajno, pa je to znak da je u njih
kimerizam stabilan, za razliku od preostalih 8 Stakora koji su
ponovni kalem odbacili, iako ne reakecijom ponovljenog kalema
(Tablica VII). Cetiri Stakora keji su trajno pribvatili i drugi
majéin kalem, ponovwno smo - po tredéi put, kelemili njenom koZom.
I treci kalem je bioc normalno prihvacden, kroz razdeblje od 40
dana, koliko smo noSenje kalemz promatrali. To je dokaz da je u
ove mladunéadi kimerizam doista stabilan i trajan. MoZe se pret-
postaviti da je ponovljeni kalem u preostalih 8 Stakora ‘pobudio®
iminokompetentne stanice domaéina, koje su postale aktivnije, pa
odbacile precostale majéine stanice. Time je i ukinut kimerizam,

pa je ponovljeni kalem mogac biti cdbaden.

Trajne prihvatanije prvog kalema u sve mladuntadi, iako je
8 od 12 ponovljenih kalemsz odbalenc, mogle bi se objasniti feno-
menom adaptacije kalema. Ovaj fencmen su detaljni je opisalil We-
bar i sur. (1954) u pokusima na pilidima, te Noodruff i Simpson
(1955) na Stakorima. lnducirali su u Zivotinjama wvisoku, ali ne i
potpunu, toleranciju na alogenc tkiveo. Opazili su da prvi kalem
na tim Zivotinjama mofe biti trajnc prihvaden, iako je odbaden
drugi kalem od istog davacca. Antigenost adaptirancg kalema osta-
je nepromijenjena, 5to se mcZe dokazati njegevim prijenoscom na
normalnu Zivotinju, koja gz odbacuje na uobifajeni nadin (Billin-
gham i sur. 1956a). Pas u kojem alogeni bubreg normalno funkeioni-
ra mose odbaciti, na ucbicajeni nadin, koZni kalem cd istog dava-
occa (Murray i sur. 19627 . Drugi bubreg, od istog davacca, covakve
Fivotinje ocdbacuju ved nakon 48 sati (Murray i sur. 1964), 8to jo
dokaz da je domadin specifi®ne senzibiliziran. Opéenito se moZe
iznijeti slijededa tvrdnja: £to se kalem duZe nosi, to mu je veca

Sansa da bude trajno prihvaden.
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Slika 9 prikazuje dinamiku prcdukeije hemaglutinina u ovim
grupama. Dodatno je prikazana i grupa A, radi usporedboc produkceije
hemaglutinina na majfin kalem, sa grupamn H i SHY, te na otev ka-
lem sa grupom H. Razina hemaglutininz protiv eritrocita majke, u
grupama H i 3HY, wviSestruko je nifa u scrumima S, i 53, negoli u
kentrolnih 3takeora grupe A. Dinamika produkeije hemaglutinina pro-

tiv Lewisovih eritrocita u grupi SHY vrlo je sliéna kentrolnoj

grupi L, u prvoj fazi nakon kalemljenja. Raglika prema kontrolil po-o

kazuje se u seruma izvadenom 2l-cg dana (53], jer je u njemu razi-
ne hemaglutinina nifa. Sama dinamika produkecije hemaglutinina u
kontrolnim grupama (A i L), kao i redeoslijed produkecije 195 i 75
hemaglutinina, pokazuje dosta =lifnosti sa diskutiranim opaZanjima
iz pokusa na genetifki &istim sojevima (wvidi 5.1.). U eobjasnjenju
supresije humoralnog odgovora prema critrocitima majke, koju sme
opazili u grupama H i SHY, moZfe nam pomod¢i vel opisana znatna u-
destalost wvisoko tolerantnih sStakeora na majféine kaleme, upravo u
ovim grupama. Kako je tolerancija posljedica centralnog zatajiva-
nja mehanizma imuncencg cdgovora, tj. zatajivanja reaktiwmosti
prema specififnom antigenu na razini imunckompetentne stanice
(Smith 1961; HaSek i sur. 1961), to je i razumljive 5to je oslab-
ljena i humoralna reaktivmost, a ne samo staniféna, u Eivotinja iz
ovih grupa. Od interesa je iznijeti da su neka mladuncad iz grups
SHY, koja su visoko tolerantnas na prvi majéin kalem, imala u se-
rumi hemaglutinine, iako u niskoj koncentraciji. Ovi su mladi cd-
bacili ponovljeni kalem. Preostala viscoko tolerantna mladunéad
nije imala u serumu hemaglutinina, a2 ncka od njih su takodaer odba-

cila ponovljene kaleme.
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5.4. UTJECAJ ISTOVREMENOG PRIJENOSA MAJCINIH PROTUTIJELA :
HUMORALNIH I STANICNIH, NA IMUNOLOSKU REAKTIVHNOST
MLADUNCADI

U dosad opisanim eksperimentima utvrdili smo neke promjene u
reaktivnosti mladunéadi senzibiliziranih majki, pa ih moZemo i ov-
dje istaknuti, u obliku 2 zakljufka: 1) SnaZnom sSenzibilizacijom
majke alogenim tkivom produZuje se Zivot istog tkive presadenog
na njene mlade. Ovaj uéinak je specifidan, a opazili smo ga u po-
kusima na genetiéki srodnim, kao i nesrodnim Stakorima. 2) Hijalu-
ronidaza, koju smo injicirali u gravidne Zenke, povedava propus-
nost placente za stanice 1 tako omogudéuje njihov prijenos u fetu-
sa. Frijenos stanica nije ogranifen samo na majéine, veé sc na is-
ti naéin mogu prenijeti i tude stanice, kads se injiciraju u gra-

vidnu Zenku.

ProduZenje Zivota kalema, navedeno pod todékom 1, tumacili smo
uéinkom humoralnih protutijela prenesenih iz organizma majke. 2a
sigurnije tumadéenje mehanizgma ko jim se ovaj udinak ostvaruje neop-
hodno je sustavno pratiti dinamiku produkecije protutijela u orga-
nizmu senzibilizirane majke, kao i obim prijenosa majéinih protu-
tijela u ecirkulacijski sustav mladih. U pokusima na genetifki nes-
rodnim Stakorima (vidi 5.2.) nismo uopée pratili humoralnu roak-
tivnost, a u pokusima na genetifki éistim sojevima samo djoelcmié-
no (5.1.). Ved¢ smo u Opcem dijelu naglasili da se nakon senzibili-
zacije alogenim tkivom u organizmu primacca stvaraju razllicite vrs-
te humoralnih protutijela, kao 8toc su hemaglutinini (Gorer i Mi-
kulska 1954), leukocaglutinini (Amos 1953), hemolizini (Gorer i C°
Gorman 1956) i citotoksini (Terasaki i sur. 1961l). Intenzitet hu-

moralnog odgovora pratili smo, u ovim pokusima, odredivanjem ragzi-
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ne hemaglutinina u krvi majke i mladih. To je od posebnog znaca-
ja kada se zna, iz pokusa na tumorima, da je titar hemaglutinina
protuseruma u pozitivnoj korelaciji sa facilitaeijskim uéinkom
(Kaliss 1958). Osim toga, ima podatake koji govore da prenesena
protutijela mogu utjecati i na aktivni humoralni odgovor mladun-
Zadi (Evans i Smith 1963) pa smo, u ovim pokusima, pratili i dje-

lovanje protutijela u tom smislu.

U dosad opisanim pokusima odvojeno smo pratili utjescaj imuno-
kompetentnih stanica, od utjecaja humoralnih protutijela, prénese-
nih iz organizma majke u mladundéad. No, kada Zivotinju senzibili-
ziramo alogenim tKivoem, tada se u njenom organizmu razvija dvos-
truka reakcija, koja se ofituje i staniZnom i humoralnom imuncs-—
du. Jo8 smo u Opdem dijelu (vidi 2.1.2.1. i 2.1.2.2.) isticali
da su to nedjeljive komponante tkivne imunosti, a reszultati poku-
sa na genetidki &istim sojevima (5.1.) su pokaszali da oba tipa o-
ve imunosne reakcije mogu imati odraza na imunolefku reaktivnost
mladih. Stoga smo u pokusima, koji se¢ dalje iznose, radili na ge-
netidki nesrodnoj populaciji Etakora (#¥Y"), Bto nam je omoguéilo
da na svakom mladunfetu promatramo utjecaj ne samo humoralnih
protutijela, prenesenih iz organizma majke, ved i njenih staniea.
Na temelju dosada®njih rezultata mogli smo pretpostaviti da de
se istovremeni prijenos obiju vrsta imunesti odraziti, u nekom
obliku, na imunolofku reaktivnost mladih. No, mofe se misliti 1
na mogufnost interakeije ovih protutijela, kada se nadu u fetusu,
bilo w smislu sinergiema ili antagonizma, pa je i o tome treba-

lo voditi ratuna.
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5.4.1. POKUSNE GRUPE

Usnovmu pokusnu grupu &ini grupa BH, koja je, po postupku, sen-—
zibilizacije, identiéna sa prethodno opisanom grupom B (5.2.). Nor-
malne Zenke, stare oko 3 mjeseca, trokratno su kalemljene koZom
muZ jaka, a zatim stavljane u rasplod. Pri kraju graviditeta, 4-5
dana prije okota mladih, Zenke su intravenski injicirane sa 1% T.R.
jedinica hijaluronidaze. Zenkama smo tokom graviditeta 3 puta uszi-
mali uzorak krvi za odreodivanje titra hemaglutinina na eritrocite
muZ jaka. Ugorak krvi smo im uzimali i 2 puta nakon okota mladih,

Iz ukupne 4 legla EZrtvovali smo pe 2-3 mlada Stakora, stara 2 dana,
da bismo dobili uzorke krvi za hemaglutinaciju. PomijesSali sme u-
zorke krvi koji su uzeti od mladih iz i=stog legla. I=ti dan smo va-
dill i uzorak krvi iz repne vene njihovih majki. Kada je mladundad
dosegla dob od 25-30 dana, kalemili smo ih koZom cbaju roditelja.
Neposrednoe prije kalemljenja (C-dan), te 5, 11 i 21 dan nakon ka-
leml jenja, mladim Stakorima smo vadili uzorak krvi za aglutinacije

8a erifrocitima obaju rodital ja.

Osim opisane grupe BH u pokusnim rezultatima smo prikazali i
mladuncad iz pokusne grupe B i dviju kontrolnih grupa, koje smo
veé opisali u prijadnjim pokusima (5.2. i 5.3.). Kontrolna grupa A
(5.2.,) daje nam podatke o odbacivanju roditeljskih kalema presade-
nih na mladunéad netretiranih majki. Druga je kontrolna grupa H
(5.3.), a ona nam daje uvid u utjecaj hijaluronidaze na preZivlia-
Vanje roditeljskih kalema. U pokusncej grupi B (5.2.) majke su trok-
ratno kaleml jene koZom muZjaka, kao i u grupi BH, a2ali nisuv injici-
rane hijaluronidazom, pa ova grupa slufi za pradenje utjecaja ka-

leml jenja samogz.



- 123 -
5.4.2. QODBACIVANJE RODITELJSKIH KALEMA

Na slici 10 prikazanco je odbacivanje rediteljskih kalema, ko-
ji su presadeni na mlade. Kako su krivulje =za grupe A, H i B ved
prethodno diskutirane, to Cemo viSe paZnje posvetitil grupi BU.
Krivulja odbacivanja o&evih kalema u grupi BH (slika 10a} znatno
ge¢ razlikuje od krivulja za obje kontrolne grupe (A i H). Odbaci-
vanje oCevih kalema je speorijs, a zavrsava 21l-og dana. No, tada
je odbadeno same 8li kalema, dok je preostalih 19% trajnoe prihva-
deno. Ova krivulja je vrle slifna krivulji za ofeve kaleme u gru-—
pi B.

Na slici 10b prikazano je cdbacivanje majéinih kalema. Ove
krivul je sz medusobno joZ viSe razlikuju, negoli krivalje za ode-

ve kaleme. Krivulja odbacivanja majéinih kalema u grupi BH smjesS-—

tena je izmedu krivulje za grupu H i krivuljd za grupe A 1 B, ko-
je su medusobno vrlc sliéne. Odbacivanje u grupi BH u poéetku je
snafno izrafeno (dc 1l0-cg dana), =2 zatim sporo napreduje do 17-

og dana. Do tog dana je odbaeno 66f presadenih kalema, dok je
preostalih 34% trajno prihvadeno. Odbacivanje je najsporije u gru-
pi H; 2 krivulja koja za prikazuje je izrazito poloZens. U ovoj
grupi je &ak T3i% kalema trajno prihvadenc.

Obzirom na prije predlcZene kriterije tolerancije prema rodi-
teljskim kalemima (4.3.) i mladundad ovih grupa pedijelili smo u
3 skupine: netolerantne, tolerantne i1 wvisocke tolerantne {Tablice
I¥ i X). Na Tablicama su takoder prikazana srednja vremena ocdba-

civanja (3SV0), kac i znadajnost razlika.

U kontrolnim grupama A i H slicéna je ucestalost tolerancije
prema ofevim kalemima (Tablica IX). Grupe B i BH znatno se razli-

kuju cd kontrolnih grupa. U ovim grupama je dvostruko niZa ues-
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talost netolerantnih, a znatnc vida tolerantnih, negc u kontrol-
nim, Osim togz, u grupama B i EH pojavljuje se wveci broj Stakcra
koji su viscko tolerantni na ofev kalem (26#, odnosno 19%). To sve
govori o tendenciji k preoduZenju Zivota oéevih kalema presadenih
na mlade iz ovih grupa. To potvrduju i regultati 5V0, koje je zna-
tno preduZeno, iako za isradunavanje 3V0 nismo uzimali u obzir vi-
gcko tolerantne Stakore, a oni se upravo u ovim grupama nalaze u
vecem broju. Razlike u vremenima odbacivanja izmedu ovih grupa i

obje kontrolne (A i H), statistidki su vjercdostojne ( p / 0,01 ).

Ha Tablici X izneseni su rezultati tclerancije na majéine ka-
leme. Zastupljsncest mladih, obzirom na stupanj telerancije prema
majéinom kalema, sli¢éna je za grupe A i B. Za ove grupe je harak-
teristifan visocki postotak netolerantnih Stakora, a skoro potpu-
no ocdsustve visoke teolerantnih. Visoko telerantne na majcéine ka-
leme nalazimo u grupama H i BiH, u kojima su gravidne Zenke inji-
cirane hijaluronidazom., U grupi H je #Bak 73% Stakora viscko tole-
rantnih na kalem majke, a svega 4% (1 Stakor) pripada medu neto-
lerantne. U grupi BH je nesSto drugacéiji raspored sStakora prema
stupnju tolerancije na majéine kaleme. U ovoj grupi 56 mladih
pripada medu netolerantne, ali su ipak i wviscko tolerantni znatno
zastupljeni(34%). S5V0 majéinih kalema u grupi H iznosi 19 dana,
Sto je izrazito produfenje u usporedbi sa ostalim grupama ( p ﬁ
0,01 ). Cvaj rezultat se joE jafe i=stide kada znamo da je u ovo]
grupi ¢éak 16 Zivotinja, od ukupno 22, visoko tolerantnih na maj-
¢in kalem. Majéini kalemi u ovo]j grupi preZivljavaju znadéajno du-
e i kada se usporede sa ofevim kalemima ( p / 0,01 ). SVO maj-
€inih kalema u grupasma A, B i BH, vrlo su sliéna, pa medu njima -

nema znafajnijih razlika. Intere=santno je istaknuti da su Zenke
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u grupi BH, i=sto kao i u grupi H, injicirane hijaluronidazom, pa
ipak u grupi BH nije prcduZenc SvQ, Medutim, i w ovo]j grupi nala-
zimo wveliki broj Stakora koji su viscko tolerantni na majéin kalem
(11 od 32, cdnosno 34%), a njih nismo uzeli w obzir pri iszracuna-

vanju SV0, kakoe je wveé reéenc.
“e4.3. FPRODUECIJA HEMAGLUTININA

Opisani rezultati produfenja Ziveta ofevog kalema, presadencg
mladim w grupama B i BH, vrlc su slicéni veld diskutiranim rezul-
$atima za grupu 3G, iz pokusa na visckosrodnim Stakorima (5.1.).
Fenks su, u ovim grupama, identi®no senzibilizirane, trokratnim
kaleml jenjem kcZom. Prije smo izleZili pretpostavku do se ovo pro-
dufenje moZda mcfe pripisati djelovanju humoralnih protutijela
prenesenih iz organizma majks. Stoga u daljnjem tekstu izgnosimo ra-
zultate hemaglutinacijske aktivnosti krvnog seruma majki i njiho-
ve mladunéadi u grupi BH. U ovim pokusima odluéili sme s¢ za hema-
glutinaeijsku metodu kac priblifne mjerilo jacine humoralriog cdgo—
vera, jer nije poznat pogodniji serclofki test, koji bi dac belji
uvid u sve klase humoralnih protutijela stveorenih nakon senzibili-

zacije (Takasugi i Hildemann 1969a).

Nakon trokratnog kaleml jenja Zenki iz grupe BH, koZnim kalomi-
ma muZjaka, uzimali smo u 5 navrata uzorak njihove krvi za odre-
divanje titra hemaglutinina prema eritrocitima muijaka; Srednje
vrijednosti titrzs hemaglutinina, izraZzene kao luggl, prikazane su
ma slici 1lla. Nanesenc su vrijednosti titra uvkupnih hemaglutinina,
kaé i hemaglutinina malene molekularne teZine (75 tipa). Zenkama
su vadeni uzorci krvi 16, 11 i 4 dana prije ckota mladih, te dru-

gi i 12-i dan nakon ckota. Iakc Je prili&ne dugc vremenskc razdob-
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1lje od uBivanjn treceg kalema do uzimanja zadnjeg uzorka krvi, i-
pak titar hemaglutinina nije pokazivao znatnije promjene. Hemaglu-
tinacijska aktivnceet Jje u serumima vrle viscka (prosjefna vrijed-
nost titra ocko 11, a raspon 8-15). VaZno je istadéi da obrada seru-
ma sa merkaptoetanclom skoro ucpfe ne snizuje hemaslutinaeijesku ak-
tivnost, Stec znacdi da su u serumu majki gotove iskljudivo zastup-
lijeni 73 hemaglutinini. Pored nije bitnije utjecac na razginu hema-
glutinina, jer je titar u serumima 4 i 5 nesnatno porastac u cdno-

sSu na titar u serumima 1 i 2.

Za cbjasnjenje facilitacijskog ufinka bile je wvaZno ispitati
siijedece: a) Prolaze 1i humoralmna protutijela iz organizma majke
u mladundéad, te b) =akeo proelaze, kakvi su odnosi raszine hemagluti-
nina u krvi majke i mladih. Da bi se o tome crjentirali uzimali smo
i uzeorak krvi cd mladunéadi stare 2 dana, 3tc smo objasnili u cpi-
su pokusnih grups. Ovi rezultati su prikaszani na slici 1llb, o cd-
nose se na titar ukupnih i1 73 hemaglutinina u serumu majki i njiho-
ve mladunéadi, iz 4 legla. Serum majke uvijek ima visi titar hema-
glutininas nego serum njene mladunéadi. JSerum majki je sadriavac sa-
mo 7S5 hemaglutinine, izuzev majke iz legla br.2, koja ima u seru-
mi i nedtc hemaglutinina velike molekularne teZine. Obrada seruma
mladih s merkaptcetanolom uopdée ne snizuje titar hemaglutinina,

Sto znadi da se u njihovim serumima nalaze samo hemaglutinini ma-

lene molekularne teZine.

Nakon Sto smo mladundad iz grupa A, H i BH kalemili roditel j-
skim kalemima, ugimali smo im uzorak krvi za cdredivanje hemaglu-—
tinina. Erv smo vadili na dan kalemljenja (0-ti dan), te 7, 11 i
21 dan nakon kalemljenja. 04 ove Seme smo djelomiénoe odstupili sa-

mo u grupi BH, u kojoj drugi uzorak krvi nismo uszimali T-og, vec
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5—og dana nakon kalemljenja. Slika 12 prikazuje razinu ukurnih 1
758 hemaglutinina u serumu mladih protiv eritrocita majke (lijeva
strana slike) i eritrocita cca (desna strana &like). Stekori u kon
trolnej grupi A nem=ju prirodnih hemaglutinina protiv mnjﬁinih Q-
ritrocita, Stc se widi iz aktivnosti seruma uzetog na dan kalem-
lijenja {Sﬁ}. Hemaglutinine wved nalazimo w serumu uzetom T7-of dana
nalton kalemljenja. U ovom serumu prevliadavaju hemaglutinini wveli-
ke meolekularne teZine, iske je wved prisutma i produkeija 75 hemo-
glutinina. Hemaglutinacijska aktivwnost seruma dostiZe ll=o0g dana
vrijedncst titra od preko 7, a 2l-og dana jJe samc neznatno visa.
Fotrebno je istaknuti da u serumu izvadenom ll-og dana, & poseino
onom od 21-0g dana, gotove sva hemaglutinacijska aktivnost pripa-
da homaglutininima malene molekularme teZine. Hemaglutinaci jski
odgover u pokusnim grupama H i BH, proms eritrocitima mejlte, raz-—
likuje se od opisane dinamike za grupu A, utcolike Ste je razins he-

maglutining 1 svim serumima niZa negoli u grupi A.

Dinamika stvaranja hemaglutinins protiv oZevih eritrocita. u
grupi A, vrlo je slicna opisanoj dinamici za majéine eritrocite u
igstoj grupi (=1. 12). U serumu izvadenom na dan kalemljenja ne no-
lazimo hemaglutinine, a nakon kalemljenja titar im stalno rasie 1
dostife najvidu vrijednost 2l-og dana. U teme serumu (3. ), Zotcvo
sva aktivnost hemaglutinina pripada protutijelima malené molalku-—
larne teZfine (73 tipa). Dinamika produkeije hemaglutinine u grupl
H vrlo je sliéna opisarnoj dinamici za grupu A. Jedino jg 1 gre
H maloc niZa razina hemaglutinina u svim serumima nakon lkaleanijz-
rija. Dio =slike koji prikazuje hemaglutinine u pokusnoj gruzi ©F
bitno se razlikuje od opisanih grupa, ne samo za eritrocite oca,
ved i majke. U oveoj grupi serum mladih Ea sadrZava hemaglutinine

protiv ofevih eritrocita weé i prije kalemljenja mladih sa njegoven
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koZom. Titar hemaglutinina u Sn iznoei oko 5, a obrada serums sa
merkaptoetanolom ne mijenja razinu hemaglutinina. Fet dana nakon
kaleml jenja {El} titar hemaglutinina pada otprilike na vrijednost
3, a gotovo sva aktivnost i dalje pripada hemaglutininima malene
molekularne teZine. I serum koji smo mladim izvadili 11 dana na-
kon kalemljenja {SE} ima nizak titar hemaglutinina. Do porasta tit-
ra ipak dolazi i to u serumu izvadenom 21 dan nakon kalem] jenja
{53}, a titar je viEi od opaZenog u dva prethodna seruma. Intere-
santno je istaknuti da je vrlo slaba zatupljenost hemaglutinina
osjetljivih na merkaptoetancl (hemaglutinini welike molekularne
tefine — 1935 tipa) u svim serumima ove grupe, 3to je joS jedna

razlika prema ostalim grupama.
5-414! DIS‘HUSIJJ.HL

Rezultati preZivlijavanija majcéinih kalema presadenih na mladun-
¢ad grups BH, u kojo] =2u majke injicirane hijaluronidazom, mogu Se
objasniti na istom principu kao i rezultati dobiveni na genetickil
tistim sojevima Btakora grupe SH (5.1.) i grupe H (5.3.}, koja jz
u ovim pokusima dodatno prikazana radi usporedbe rezultata. Haime,
Zenke iz grupe H injicirane su istom vrstom i dozom hijaluronida-
ze, A pripadaju genetifki nesrodneoj populaciji ("Y"), kao i Zen-
ke iz grupe BH. PreZivljavanje ofevih kalema na mladuncadi grupe
BH vrlo je sli&no opisanom (5.2.), a u ovom dijelu rezultata i po-
novno prikazanom, produfenom preZivljavanju ocevih kalema u grupl
B, odnosno preZivljavanju Lewisovih kalema u grupi 3G iz pokusa na
gonetidki &istim sojevima Stakora (5.1.). Djelomifno smo ved i ras-
pravlijali o mogufnostima kojim se ostvaruje ove produfenje Zivota

kalema (vidi 5.1. i 5.2.). Pri tome smo opetovano istieali mogudu
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ulogu, u tom Smislu,; humoralnih protutijela koja se mogu prenije-—
ti iz organizma majke u fetus i novorodenée, pa ¢emo je =ada i Si-
re razmotriti u svjetlu opisanih rezultata. Stoga demo u diskusiji
podrobno obraditi prijenos majéinih protutijela i aktivni humoral-
ni ocdgovor mladundéadi, a rezultate prezZivljavanja océevih kalena
uzlavnom ¢emo razmotriti u ovisnosti o humoralnoj imunosti. Jasno
je, ved iz opisanih rezultata, da se to u prvom redu odnosi na ra-

zultate u grupi BH.

Stakori genetifki nesrodne populacije ("Y"), na kojim smo iz-
vodili ove pokuse, medusobno s¢ znatno razlikuju u antigenima tkiv-
ne srodnosti. O tome moZemo zakl jucéivati na temel ju srednjsg vre-
mena odbacivanja koZnih kalema (8,9 dana) iegmjenjenih medu odras-
lim 3takorima, odabranim nasumes. 3toga i ne zaduduje naleoz viSoks
razine hemaglutinina u krwmom serumu majki grupe BH (prosjeisr Si-
tar oko 11). U sli®nom pokusnom modelu, w grupi 3G, koju sma opi-
sali u pokusima na visokosrodnim Stakorima (5.1.), majke su inale
dvostruko nifu razinu hemmglutinina u serumu (titar 5,2). Razina
hemaglutinina u serumu Zenki grupe BH kontinuirano je wvisoka, bec
upadljivijih oscilacija, iakec je vremensko razdoblje u kojem =mo
odraedivali protutijela priliéno dugo (=2lika 1lla). Skoro sva zktiv-
nost hemaglutinina u serumu majki pripada klasi protutijela malens
molekularne teZine, Zto se¢ slafe sa misljenjem wvedine autora da

hiperimuni serum sadrfava gotove iskljuéive ova protutijela (fn-

derscn i sur. 1967).

S obzirom na ovakav seroloSki nalaz u majki, logiéno je pret-
postaviti da su protutijela koja smo ubtvrdili u serumu mladih po-
sivno prenesena iz organizma majke. Visoka razina hemaglutinina u

serumu mladih {(titar 7-10), ukazuje da je prijenos majcéinih protu-
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tijela priliéno cbiman. To =e ipak nije odrazilo na razini protu-
tijela u serumu majki pri kraju trudncée i u postnatalnom razdobl ju,
kako je veé refeno. Stoga se moZe pretpostaviti da se u majei i da-
lje cdvija produkcija protutijela. Ova produkeija protutijela mo-
£la je biti potalmuta i samom trudnofom, odnosnc porodom. Tome u
prilog govorili bi i rezultati Sazam-a i Breyere-a (1969), koji su
utvrdili da se majéins teolerancijs ne dio antigena fetalnog pori-
jekla, koji je mladunée naslijedileo od oca, moZe ofitovatli najra-
riije 12-0g dana gestacije. Kao &to je poznato i skt poroeoda dovedi
do pojatane izmjens stanica izmedu mladog i majke (Kirby 1968),

Sto takoder moZe potaknuti produkeiju protutijela u majei. Uzorak
krvi za serum 3 wvadili smeo 1l8-og dana trudnode, a za serume 4 i 5
riakon poroda, tj. ved u vrijeme kada je majka mogla cdgovoriti ja-
gom produkei jom protutijela i tako kompenzirati obiman prijcnos u
mlade. FPostoje brojni podaci u literaturi koji ukazuju na moguc-
nost prijencsa majfinih protutijela u mladunéad sisavaca. U Stako-
ra se ovaj prijencs obavlja prenatalnoe kroz fetalne mambrane, all

i postnatalno putem mlijeka (Halliday 1955b). FPostnatalni prijenos
je vjercjatno i snatno cbimniji od prenatalneg, jer se majéina pro-
tutijela peancse do 2l-og dana Eivoeta mladundeta, tj. skoro do
prestanka dojenja (Halliday 1955a). Mi smo odredivali titar hema-
glutinina u mladunéadi stare 2 dana, pa moZemc pretpostaviti da je
visoka razina majdinih pretutijela u njihovom serumu rezultat o-
bimmog prenatalnog, ali i postnatalnog prijenosa. Prijenos majcéi-
nih protutijela iz mlijeka, prekc slusznice crijeva, odvija se vric
brzoc, pa prenesens protutijela ved nakon 3 sata dosegnu maksimalnu
koncentraciju u krvi mladun@eta (Halliday 1957b). To moZda i1 cobjas-
njava visoku razinu protutijela u serumu mladuncadi. Protutijela

koja se prencse preke mlijeka i stalno “dedaju™ u cirkulacijski
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sustav mladih, mogla bi podrZavati relativno viscku koncentraci-
ju hemaglutinina w njihovej krvi. U serumu mledih smo pronasli sa-
mc hemaglutinine 73 tipa (slikz 1lb). DoduSe i serumi majki sadr-
Zavaiu uglavnoem hemaglutinine 73 tipa. Serum majke iz legla br.2
imac je i nedto, iako vrlc male, hemaglutinina wvelike molekular-
ne tefine, ali ni u serumu njene mladuncéadi nismo na8li ovih he-
maglutinina. Prema tome, mogle bi se zakljuéiti da samo hemaglu-
tinini malene molekularne teZine prelaze u cirkulacijski sustav
mladih. To se slaZfe sa midljenjem da u wvecine sisavaca fotalne
memnbrane slufe kao “molekularnc sito¥, koje u fetus propuita samo
protutijela malsne molekularne tefine (fterzl i Silverstein 1967).
U &takora se makroglobulinska protutijela ne prencse ni postnatal-
no, jer je za njih sluznica erijeva nepropusna (Halliday i Kckwick
1957). Tako je osigurana efikasna barijera kcja sprijetava prije-

laz majé®inih makroglebulina u mladundéad Stakora.

Prolaz majéinih protutijela, u nasSoj grupi BH, nije ograniden
samo na rano postnatalne razdoblje. To potvrduje nalaz hemagluti-
nina, usmjersanih na ofizve eritrcecite, u serumu mladuncadi SE, ko—
ji je izvaden na dan uSivanja cfeveg kalema. Mladi su tada bili
stari izmedu 25 i 30 dana (sliks 12). I w njihovom serumu nalazi-
mo gamo hemaglutinine 73 $ipa, 2 titar ima vrijednost 5,2. Nismo
igtovremenc uzimali uzorak krvi cd majki ove mladunéadi, po ne zna-
mo kolika je razina hemasglutinina u njihovom serumu. Serum majki
pr woji smo wvadili 12-i dan po ckotu mladundadi (slika 1lla) imaoc
je titar oko 1l1. Obzirom da su mladi kaleml jemi prosjecnoc 2 tjed-

na poslije uzimanja seruma S. od majkl, To So moZe pretpostaviti

>
da razina protutijela u krvi majke nije znatnije opala. Teome u
prilog goveorila bi i stabilnost ragine majéinih hemaglutinina u

prethodnom razdobliu, w kojem smo ih odredivali. Prema tome, vije-
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rojatno  je da je razina hemaglutinina u krvi majke viZa od razi-
ne hemaglutinina u krvi mladunéadi. To bi bile u skladu i sa raz-
likama u fitru hemaglutinina izmedu majke i mladih, 3to smo ih i-
mali u ranom postpartalnom razdcblju. Slifne odnose u razinama he-
maglutinina opazili su i drugi istraZivadi (Kaliss 1968). Kakc
postnatalni prijenos potpunc prestaje 2l-cg dana (Halliday 1955a),
to je proflo najmanje 4, & najvigde 9 dana od prestanka prijencsa
G0 usimanja seruma Sﬂ od mladih (serum je wvaden 25-30 dana nakon
ckota). S cbzircm da2 protutijela u serumu Sg mladih imaju rela-
tivne viscku razinu, to moZda ukazuje da ih mladunée i sporo eli-

minira.

Nelag protutijela prema ocevim eritrocitima, u serunmu miadih,
prije negoe 8to su kalemljeni njegovom koZom {ED}, treba razmotri-
Ti u vezi 3 znatno duZim prefZivljavanjem céevih kalema u grupi BH
(Tablica IX). 35 tog stajaliSta posebnoe je vaZan nalaz Kaliss-a
(1958), dobiven u pokusima sa tumcerskim tkivom, prema kojem je ti-
tar hemaglutinina protuseruma u peozitivnoj korelaciji s foeilita-
cijskim u€inkom. Medu nasim rezultatima u grupi BH takva kcrelaci-
jo izmedu specifi&nih hemaglutinina (=serum EG} i pregZivljavanja
ofevog kalema ne postoji ( r = -0,20 3 p N\ 0,1 ). Ovo cisustvo ko-
relacije moZe znadéiti da hemaglutinini nisu odgovoerni za cpafeni
facilitacijski uéinak. Slidéno misgljenje izragzili su Kaliss i sur.
(1963), koji su vr8ili pokuse =a tumorskim tkivom, na slifnom eks-
perimentalnom modelu kac Sto je nas. Oni su facilitaciju kalema
mogli utyvrditi u prisustvu visoke ragine hemaglutinina, ali i on-
da kada u serumu uopée nije bilce hemaglutinina. Isti autori smat-
raju da je ova Zivotna dob Eivotinje (do prestanka dojenja) pogod-

na za ofitovanje djelovanja prenesenih protutijela., Kdda Zivotinja
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dosegne dob od 31 ili wviZe dana, tada je sve manje vjerojatnosti
da ¢z facilitacija biti uspjedSna. No, i pored toga ne treba pot-
puno otkloniti ulogzu hemaglutinina u produZenju Zivota kalema, pa

tako i u ovom modelu,

Opisano smanjenje razine hemaglutinina, koje smo opazili 5-
og dana po udivanju ofevog kalema na mladundad grupe BH, moglc bi
se pripisati njihove]j apsorpeiji na antigene koeZnog kalema. Tome
u prilog moZe se ignijeti i misljenje Moore-a (1965). On je utvr-
dic da 5-o0g dana nakon presadivanja koZnog kalema miSevima, koje
je prethodno injicirac protuserumom, dolazi do maksimalnog pada
razine hemaglutinina. Moeore i Parsira (1965) su viScekratnc imuni-
zirali miseve alogenim splenceitima i take induciralil snafnu pro-
dukeiju i1 wisoki titar hemaglutinina w njihovom serum. Dobili su
dufe prefivljavanje koZnih kalema, presadenih na senzibilizirane
zivotinje, sam¢ onda kada je u seruwmu, koji je izvaden H-og dana
nakon kalemljenja, bile hemaglutinina, tj. ako ih kalem nije uspic
potpunc "pokupiti™ iz seruma. Moore i Parcira (1965) su debili i-
dentiéne rezultate i u pokusima sa pasivnim prijencsom hiperimuncg
protuseruma u miSeve, koje su zatim kalemili koZom. I naf serum
koji smo izvadili 5-og dana mladim iz grupe BH, imac je nizi titar
hemaglutinina negoli serum prije kalemljenja (pad titra c¢d 5,2 na
3,2), 8to se vjerojatno moZe objasniti apscrpeijom protutijela na
antigene kalema. VaZnoe je da je u seruma mladih bilc hemaglutinina
i S5-cg dana nakcon kalemljenja, jer je takawv nalaz po misljenju
Moore i Parseira (idem), od bitncg zZnafenja za ofitovanje facilita-
cijskoz utinka.

Opéenito se moZe reéi da se znatno razlikuje produkcija he-
maglutinina u grupi BH; ©d dinamike hemaglutinina u drugim pokus-—

nim grupama. Za objadnjenje ovog nalaza treba detaljnije razmotri-
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i 1 karakteristike produkeije hemaglutinins u drugim grupam=z, kac
1 podatke iz literature kojli se odnose ne utjecaj prencesenih protu-
tijela na aktivni humoralni cdgovor. Hemaglutinini serums 2 i 3,

uw grupama A i H, imaju znatne visSi titar u odnosu na odgovarajude
gerume u grupi BH. U grupama A i H svaki naredni serum ima vida
razinu hemaglutinina u odnosu na prathoedni. To pokazuje da se, u
ovim grupama, stalno intenzivira produkeija hemaglutinina, Sto
nije sluéaj u grupi BH. U grupama A i H nisme nasli hemaglutinine
prije kalemljenja, S5to moZe biti od vaZnosti za vliastitu produkei-
ju protutijela. Kake smo pretpostavili da se uw grupi BH protuti je-
1la vefu za antigene kalema, sto se je H5-og dana ocitovalc u padu
hemaglutinina, istc tako mcZemc pretpostaviti da su ova protutije-
12 na neki naéin "ozidala™ antigenc kalema, pa tako sprijecéila
njihov prijencs do imunih centara domadina. Tako bi mogla i nes-
to zakasniti produkceija vlastitih hemaglutinina u grupi BH, jer

je mnogo slabije potalmuta, 8%tc se cdrazilo na njihova ragzinu u
serumi. To nije slucaj i u grupama A 1 H, jer su ovdje antigeal
kalema mogli nesmetano dospjeti do centoara imuncg odgovora i takc
poticati sve to jadtu produkciju hemaglutinina. U grupama A i1 I
mladunéad je relativno brzo c¢dbacila odeve kaleme, 5t takodar mo-
Ze utjecati na dinamiku produkei je hemaglutininag i njihova razinu
u serumi. FeovecCanje produkcije hemaglutinina obiéno ide paralel-
no sa napredovanjem procesa cdbacivanja kalema, a ponskad se he-
maglutinini niti ne mogu utvrditi u serumm prije konaénog odbrei-

vanija kalema (Moore 1965).

Grupa BH razlikuje se od grupf A 1 H i po tome sSto u sarumi-
ma mladih gotove ucpée ne nalmazimo protutijela welike meolekularnig
tefine (19S8). Foznato je da se u prvoj fazi humoralnog cdgovera

u Serumu nalaze uglavnom 195 hemaglutinini. Produkeija TS5 homa-
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glutinina pojacava s2 tek u kasnijem razdoblju, a tada naglo pa-
da razinz 193 hemazlutinina (Eren i sur. 1968). U serumu 1 izva-
denom w grupi BH prakticéki nema 193 hemaglutinina, dok isti seru-
mi u grupama A i H {El) imaju znatan sadrzaj ovih protutijela. Ki
o2tall serumi u mladunéadi grupe BH nemaju 195 protutijela, bar ne
u znatnijim kelidinama, 8tc ih +takoder razlikuje prema grupama A

i H; peosebno obzirom na EE. Protutijela malene molekularne teZine
(758), koja Bitavo vrijeme dominiraju u serumu mladunéadi grupe BH,
u podetku suv petjecala cod majike. Medutim, u kasnijem razdoblju
ova sSu protutijela moglae biti i aktivwno producirana, posebno u se—
rumima 2 i 3, jer i u grupama 4 1 H ova protutijela dominiraju u
kasni jem razdoblju zakcn kalemljenja. Majéina protutijelna, prene-
gena u mladunéad grupe BH, mogla su u prvoej fazi blekirati ili od-
roditi aktivnu produkel ju vlastitih hemaglutinina, 8to prve poga-
da 195 protutijela, jer ona prethode produkeiji 75 hemaglutinina.
Takve su mifSljenje izrazili i drugi autori, koji su pri toume po-
gebne istakli ulcgu 75 protutijela. Tako pasivno prenesSens protu-
tijela 75 tips moggu sprijeciti daljnju predukeiju 195 protutijels,
koja je u domadinu ved zapofeta ( Sahiar i Schwartz 1964 ). Fa-

sivne preness+va protutijela mogu inhibirati i aktivnu produkedi ju

2. ; ;
JEfiknsnost u tom smislu, mnoge manja ( Po-

T3 proftutijelsa, ali im
arlmen 1987 ). 4Lkeo to -vimjenimo na rezultate u grupi BH, onda
bismo mogli pretpostaviti da je produkeija vlastitih protuti jela
T3 tipa cdgodenrs i u pofetku oslabljena, 2 u kasnijem razdoblju
se pojaZava, Sto se ofituje u porastu njihove razine u s3 mladun-

dadi.
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Na temelju ovih rasmatranja vidi se da je u grupi BH do3lc
doc supresije hemaglutinaci jskog odgovera mladih na eritrocite
oca, S5to se manifestira u mnogo niZcj razini hemaglutinina u svim
ferumima nakon kalemljenja, kada ih se usporedi sa odgovarajudéim
Serumimia u grupama A i1 H. Cbzirom, pak, na prethodno diskutirane
rezultate prefivljavanja ofevog kalema na mladunad ove grupe,
mogli bismo zakljuéiti slijedeée: U grupi BH je preinadensa imunc-
loSka reaktivnost mladikh prema ofevim tkivima, 3tc se oditujs ns

precajetljivesti odgodencog tipa i humoralnc]j imuncsti.

Veé smo na viSe mjesta ukazali na neke nadine kojima bi se
megla ostvariti ova kompleksna promjena reaktiwvnosti mladih prema
céevom tkivu. Treba sé¢ podsjetiti da smo o tome, 8 ned3to ondeni-
tijeg stajalisdta, diskutirali i u prethodnim dijelcvima radnje
( vidi 5.1. 1 5.2. ). No, za potpunije tumadenje #obivenih rezul-
tata treba iznijetli jof neke peodatke iz litoerature, a neke todks
iz dosadasnje diskusije, u nedto drugadéijem svjetlu, ponoccno is-
talnuti. Tu u prvom redu mislimo na odnes antigen-protutijelo, te
ne facilitacijska protutijela. Tek takc se mofemc pribliZiti is-
pravni jem tumacdenju mehanizma kojim su Se mogle ost—riti cve prom-

jenec.

Opisana opéa supresija humoralne i staniéne imuncsti, opafensa
u grupl BH, moZe se objasniti i interakecijom izmedu antigem= i
rrotutijela. Poznato je da imunizirajuéi kompleksi koji so inji-
ciraju u Zivotinju, a sadrZfe mjedSavinu antigena i protutijela -
Sa suvisSkom protutijela, imaju manju antigenost negoli antigen

sam ( Uhr i Baumann 1961b; Leskcewitz 1960 ). Injiciranje protuti--
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jela prije uncSenja antigena, istovremeno sa njim, ili kratko
vrijeme nakon antigena, dovodi do nekog ztupnjzs imunclosSke tole-
rancije prema injicirancm antigenu ! Neiders i sur. 1962; Rowley

i Fitch 1964 ). Ovaj u€inak imaju sva protutijela, bem obgzira na
njihovu molekularnu teZinu ( Uhr i Baumann 1961b; Rowley i Fitch
1964 ), ali su ipak 75 protutijela, u tom smislu, efikasnija ( Sa-
hiar i Schwartz 1964; Finkelstein i Uhr 1964; Mdller i Wigzell
1965 ). Majéina protutijela, koja su prenijeta u mladun&ad grupe
BH ( BG}, sadrZavala su samo 73 hemaglutinine. Ova protutijela su
bila prisutna u cirkulaciji mladih jo% i prije negoli su cni do=
511 u kontakt sa céevim antigenima iz koZnog kalcma. Nadalje,
prisustvo hemaglutining i u serumu S5-og dana, ( 31], kads je mak-
simalan intenzitet spajanja protutijela iz seruma sa antigenima
kalema ( Mcore 1965 ), vaZan je dcokaz da se pasivno prenesena pro-
tutijela analaze u suvisku. Inaée, teSke je pretpostaviti da su
protuti jela u serumu 5-og dana nastala vlastitom produkeijom,na-
kon stimulacije antigenom. U to mcfeme opravdans swmjati iz vi-
Be razloga: a/ prekratke je vremensko raszdoblje izmedu antigoene g
stimulacije ( ufivanja kalema ) i vadenja seruma ( S dana )3 b/
Tvegan j2" prisutnih protutijela na antigene kalema oteZava imuni-
ziranje demadina; ¢/ kada su pasivnoe prenesena protutijela u su-
visku, tada inhibiraju vlastitu produkeiju protutijela; 4/ 193
protutijela nema u serumu koji je izvaden 5-cg dana nakon kalam—
ljenja. Sve navedene tofke opSirne smo razmetrili i cbjasnili u

ovom tekstu.

U dosadasSnjoj diskusiji isticali smo uleogu protutijela male-

ne meolekularne teZine ( 7S tipa ) u supresiji humoralne reaktiv-
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nosti. Opéenito smoe govorili i ¢ megucoj uleczi ovih protutijela
u facilitaciji presadenih kalema ( vidi 2,1.3. ). Ved smo djelo-
mitno diskutirali i o razlozima koji su nas potakli da mislimo o©
mehani zmu imuncloSke facilitacije kao prihvatljivom objasnjenju
nasiih rezultata. U daljnjem dijelu diskusije trebalc bi nesto
vifde redi o svojstvima facilitacijskih protutijela i ¢ nadinu
kojim se, prema naSem miZljenju, ostvaruje facilitacija u cvim

pokusima.

MoZe se smatrati sim%ﬂﬁz%%%litacijaka protuti jela spa-
daju w grupu protutijelas malene moleckularne teZine ( Tokuda i
Mcintee 1967; Veisin i sur. 1969; Ovary 1966 1« Protutijela 75
tipa me predstavljaju jedinstvenu Ifrakeiju imunoglobuline, = ju8
nije sa sigurncsSdéu utvrdenc koja od subklasa cve frakcije ima
facilitacijsku ulegu. U tom smislu nedoveljno je istraZena Tunk-
cija pojedinih subklasa 73 protutijela u Shakora, ali se IMOg0
viSe zna o njihovej ulozi u miSa. Elektroforezcom sumaglcbulina
miSa mogu se razluditi dvije subklase: gama 1 i gama 2 ( Fahey
i sur. 1964a i b: Ovary i sur. 1965 ). Voisin i sur. ( 1969 )
pripisuju facilitaci jski ucéinak primarnce 75 gama 1 protutijeli-
ma, 2li smatraju da i 7S gama 2 protutijela mogu djelovati faci-
litacijski, kada su zastupljena u niskim koncentracijama. Toku-
da i McEntee ( 1967 ), medutim, smatraju da su, u tom pogledu,
efikasnija 75 gama 2 protutijela. Daljnju podri3ku covem misljenju
daju i radovi Takasugi i Hildemarnn-a ( 1969 a i b ). Isticali =mo
pripadnost facilitacijskih protutijela imunoglobilinima 735 tipa
da bismo peodvukli znafenje ove finjenice za objasnjenje nasdih

rezultata u grupi BH. Nismo odredivali zastupljencst pojedinih
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Bubklasa 73 protutijela, ali smo mogli zakljudivati, na temelju
hemaglutinaci jske tehnike, ¢ odncsima izmedu protutijela velike
i malene molekularne teZine. Cinjenica da smo u serumu ( EGJ,
mladih iz grupe BH, naS$li samo 73 hemaglutinine, goveri u prileog
prisutnosti i drugih protutijela malene molekularne teZine, pa

tako i facilitaci jskih.

Za objadnjenje mehanizma kojim se imunoloSka faeilitacija os-
tvaruje, predloZene su tecrije aferentne, centralne i eferentne
inhibiecije, ¢ ¢emu smec u Opdéem dijelu opSirnije govorili ( wvidi
2.1.3. ). Cini nam se najprihvatiljivijim tumafenje na3ih rezul-
tata mehanizmom centralne inhibicije imuncloskog cdgovera. HNo,
pri tome ne bismo potpunc iskl jufili ni dodatni utjecaj aferent-
ne i eferentne inihibiecije, jer su mogli istovremeno djslovati
na supresiju imunocloSkog odgovera. Pod centralnom inhibieijom
misgli se na djelevanje protuscruma na ragini imunckompetentne
stanice, a ofituje se ili u promjeni imunoloZkog aparata, ili u
promjeni bicsintetskog kapaciteta imuncg odgovore ( Billingham
i sur. 1956 b ). Noviji radcevi Takasugi i Hildemann-a { 196%a i
b) dali su snafnu podr3ku centralnoj inhibiciji, kae vierovatnom
nac¢inu na koji se facilitacija estvaruje, iako nisu potpunc is -
kljufili ulogu aferentne i eferentne inihibicije. S1lidno misle
i MecKengie i sur. { 1971 ), na temelju pokusa sa normalnim tki-
vima. Smatraju da protutijela direktno djeluju na stanice limf-
nih &vorova ( centralna inhibicija ), a cirkulirajuda protutije-
la dodatno spredavaju "brzi" dolazak antigena iz kalema u limfne
gvorove ( aferentna inihibiecija ). Prems njihovim rezultatima
“ozidavanje" antigena kalema, 3to predstavlja eferentnu inihihi-

¢iju, ne mcZe biti najvaZnije mjesto na koje protutijela djeluju,



iako i to moZe imati neku ulogu u zastiti kalema. VaZno je ped-
vuéi 1 njihove mi%ljenje da je imunolo#ki cdgovor domaéina, pre-
ma antigenima kalema, prije odgoden, negoli inihibiran. SUpre-
s1lja reakcije odbacivanja kalema, kao i produkeil je humcralnih
protutijela, koju smo opazili u grupi BH, privremencg je karak-
tera. U kasnijim fazama obje se reakcecije oporavljaju, pa mcZeno
tvrditi da su za neko vrijeme odgodene, & U intengitetu znatno
oslabl jene. Tesko je objasniti mehanimom periferne inhibicije
ovo igrazitc slabljenje oba tipa imunoloSke reaktivnosti, pa
djelovanje prenesenih protutijela na razini imunockcmpetentne
stanice, ostaje kao najprihvatljivije tunafenje. OpaZena visocka
razina hemaglutinina mogla je pomodi w facilitaciji kalema,napr.
vezganjem hemaglutinina za antigene kalema i cteZavanjem prije-
nosa “‘oslobodenih"™ antigena do centara imuncg odgovora. lo, ni-
Je mcgla u potpunosti objasniti facilitaciju jer nema nikakve
korelaci je izmedu hemaglutininag i prefZivljavanja kalema. Proma
t-me, osncovno djeldvanje trebka pripisati faciliatacijskim pro-
tutijelima, koja su istovremeno prisutnza u serumua, a u tome su
im mogla pomodéi ne same hemaglutinaci jska, veé i druga protuti-

jela hiperimunog seruca. .

0d interesa je utvrditi i kakav je udic, u ovim rezultatima,
imala hijaluronidaza, koju smc injicirali u gravidne Zenke grupe
BH. Treba ponovwo istaknuti da su majke mladuncéadi u grupi B
identidéne senzibilizirane kao i majke u grupi BH, osim 8to nisu
injicirane hijaluronidazom. Kake je bile vidijivo iz razmatranja
rezultata ( Tablica IX ) izmedu ovih grupas ne postoje znadaj-

nije razlike u preZivljavanju oéevih kalemsa na mladundad. Prenps
tome ,na opisane ucinke hijaluronidaza nije znatnije utjecala.To Je
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i razumljive kada se podsjetime da protutijela 73 tipa mogu slo-
bodno, i bez pomodi hijaluronidaze, prolaziti preko fetalnih ba-
rijera u cirkulaciju mladih. Postnatlni prijencs protutijela,ko-
ji je i obimniji od ;ppenatalnog, mogao se odvijati jednakim in-
tenzitetom u obje grupe. No, ako hijaluronidaza nije utjecala na
prefivl javanje ofevih kalema, njenc djelovanje se je mogle o&i-
tovati na prefivljavanije majéinih kalema, o femu ¢e biti govorzn

u nastavku diskusije.

KoEni kalemi majki, koji su istovremeno sa otevim kalemima
presadeni na mladuncéad, preZfivljavaju duZe same u grupama H i BH
( Tablica X ).0vaj rezultat wu grupi H smo veé prethodno FHskubi-
rali, a pripisali smo ga utjecaju hijaluronidaze [ vidi 5.3. ). I
gravidne Zenke iz grupe BH takcder su injiecirane hijalurcnidazom.
Veé smo u diskusiji slicénog opaZanja na geneticki distim scjevima
Stakora ( vidi 5.1. ), pretpostavili da se vjerovatno radi o pri-—
jencsu imunckompetentnih stanica preko propussije placente, iz
cirkulerije majke u fetalni krvoteok. I u tim pokusima smo dobili
produZenje £ivota kalema kcoji ima isti sntigenski sastav kac i
prencsene stanice. FProduZenje Zivota kalema bhilo je skrommije iz-—
raZeno, negoli u , grupi H, a2 ni jedna Zivotinja nije trajno prih-
vatila presadeni kalem, kao u grupama H i BH. Smatrali smc da jJe
te rezultat jakih razlika u tkivwnoj srodnosti izmedu prenesenih
stanica i fetusa, pa je broj stanica bic nedowveljan za indukeciju
trajne tolerancije. Medutim, u grupama H i BH, hijaluronidazu smoc
injicirali u gravidne Zenke heterczigotne populaci je, pa smo mogli
otekivati i poveljnije efekte na prefivljavanje majéinih kalena,
negcoli u kombinaeciji €istih sojeva koji se razlikuju na Rt H-1 lo-

kusu. Kada su slabije razlike u antigenima tkivne srodnosti, izmedu
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stanica i domadina, tada je tcleranciju mnogo lakse inducirati,
pa &ak i sa manjim breojem stanica ( Weodruff 1960 ). Medu prene-
senim majdinim stanicama vjerovatne ima 1 imunokompatentnih,Sto
je od posebnog znadaja. Imunckompetentne stanice se mogu i u do-
madinu rsghcirati, pa tako svojim prisustvom trajno cdrZavati
stanje tolerancije na tkiva koja imaju isti antigenski sastav .
kao i one ( Billingham i Silvers 1962b; Billingham 1 sur. 1962h).
Na taj naéin se osigurava i trajna tclerancija ( viscke toleran-
tni ) na majdéine kaleme u neke mladunéadi. U grupl H je i znatne
viga vrijednest 3V0 megoli u drugim grupama ( Pablica X }, jer
su mmoge od ovih Zivotinja, prema naSim kriterijima, toleranine
na majéine kaleme. Tclerancija nije fenomen “swve ili nista™, tj.
ne moraju sve Zivetinje koje su injicliranc gstanicama biti i traj-
no tolerantne ( viscko tolerantne ). Toleraneija se moZe pojaviti

w svim stupnjevima, ed vrle siabe, do potpune ( Woodruff 1960 ).

U prileg iznesencg cobjasnjenja za rezultate tolerancije mla-
dih prema m=2jéinim kalemima, Stc smo naSli u gruvama H i BH, go-
vore i naSi pokusi u kojima smo cdredivali bro) stanica, koji je
potreban ma izazivanje belesti krzljanja ( Bukavina 1968; Rukavi-
na i Vliahovié 1968 ). Navedens pokuse smo takoder izvodli na ge-
netiski nesrodnoj pepulaciji Stakora (¥Y") i utvrdili da je naj-
manji broj stanica, koji jereophodan za indukeiju bolesti krZlja-
nja, iznesi: 8 x lDE. Maksimalnu ufestzlost bolesti | 100 % ) mog-
lo se odekivati, u uvijetima tih pokusa, tek nakon injiciranja vise
od 100 milijuna stanica. Ovi podaci ukazuju dsfe u geneticki ne-
srodnoj populameiji vrlo tesko céekivati povetaru djelctvornoss

injiciranih stanica ( toleranciju/bolest krZljanja ) paralelnc sa
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povedanjem njihovog broja. Sve kada bismo i pretpostavili da édc
hijalurcnidaza dovesti do jednakcg ufinka unutar svekog legla,tj.
do prijenosa istog broja majéinih stapica u sve fetuse, ipak ne
bismo mogli ofekivati jednako preZivljavanje majéinih kalema.Jas-
no je da to jof visSe dolazi do igraZaja kada se promatraju reszul-
tatli na mladundéadi iz vise legala, iako su njiheve majke identié-

no tretirane.

Interesantne je, da ni jedne mladunée nije pckagivalo mnakove
bolesti krZljanja, iako je broj viscko tolerantnih vrilo visck,
voselno u grupi H ( 73 % ). Telerancija i bolest krZljanja u sud-
tini su samc dvije manifestacije istog procesa: ravnoteZe ili
poremecaja u ravnotefi izmedu stanica donadina i tudih stanica
( Naki¢ 1962; Nakié¢ i Silobrdié 1962; Nakié i sur. 1962; Veisin
1962 ). Moglo bi se misliti da je broj prenesenih majéinih stani-
¢a bio nedoveljan, u smislu nafih prethodno citiranih resultsts
(Rukavina 1968; Rukavina i Vlahovié 1968 ). Za rasliku od tole-—
rancije, bolest krZljanja je ufestalija kada su genstidke razlike
izmedu primacca i davaoca vede, tj. kada se radi ¢ razlikanms na
jakirm lokusima histckompatibilnosti ( Gowland 1965; Billingham
i sur, 1960 1 1962b; Billingham i Silvers 1962b; Sinkowics i Howe
1964 ). Kako se, u nadSim pokusima, prencse majcéine stanice; koje
gu djelomiéno =li¢éne sa fetusom, tcgﬁnée laksSe shvatiti wvedu u-
cestalost visoke telerantnih Stakora, u grupama H i BH, a2 da pri
tome ni jedno mladunCe ne pokaguje znakove bolesti kr#ljanja. Mog-
lo bi se misliti i da je broj prenesenih majéinih stanica, u da-
tim odnosima u tkivnoj srodnosti, bio uprave doveljan da se no-
ke mladuncadi uspostavi toleraneija ili viscka tolerancija, ali

nedoveol jan za indukeiju bolesti kriljanja.
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¥aZljiva analiza rezultata prefivljavanjia majéinih kalema,
u grupama H i BH, pokazuje da medu njima postoje, pored diskuti-
ranih sliénesti, i znatne razlike. Iako su gravidne Zenke, u ob-
j& grupe, injicirane istom dozem hijaluronidagze, ipak se znathno
razlikuje ufestalost viscko tolerantnih na majcine kaleme. U gru-
pi BH ima 34 % viscko tolerantnih, a w grupi H 73 # ( Tablica X )
No, to nije i jedina razlika, jer se razlikuju i SVO maj@inih
kalema. SVO u grupi H iznosi 19 dana, 8to js znatne duZe nego u
grupi BH ( 10,3 dana ). Kako pri izradunavanju SV0 nismo uzimnli
u ratun viscko tolerantne, koji su zastupljeni u obje grupe, To
zgnati da i ostali Stakori u grupi H mnoge duZfe nose majcéine kale-
me, negoli Stakeri iz grupe BH. Cinjemica da hijalurcnidasza nije
Fenkamz injicirana u iste dane truflnods, vedé 4-5 danzm prije oko-
ta mladih w grupi BH, a 2-4 dana u grupi H, ted8ko da moZe objas-—
niti ovako velike razlike. Prije bi se moglo misliti da jJe tome
doprinijela razlika u tretmanu Eenki iz ovih grupa. Naime, zenke
iz grupe BY snafno su sengibilizirane, trokratnim kaleml jenjem,
na tkiva nmufijaka, jc8 i prije rasploda sa njim. Take su imunokom-
petentne stanice majke, kojima je hijaluronidaza omoguéila prije-
nos u fetuse, primile "informaciju™ o stranim antigenima. QOve Ce
atanice mnogo snaZnije djelovati, negeli normalne-nesenzibilizi-
rana stanice u mladim grupe H, protiv onog dijela grade, koji je
fetus naslijedic od oca. Ovaj snaZni immoloSki atak ne treba
smatrati bezopasnim ze reaktivne stanice, o Cemu postoje brojni
dokazi. Tako Eoyse ( 1959 }, te Corer i Boyse ( 1959b) smatraju
da imunckompetentne stanice mogu pretrpjeti znatna oStedenja za

-

vrijeme reakcije. Oni su opazili vrlo brgec iscezavanje prethodno
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senzibiliziranih parentalnih stanica, koje su injicirane u Fl
hibride. Kako je Fl hihrid genetiéki tolerantan na parentalne
stanice, to =e¢ ni pomenute eliminirarje ovih stanica ne mofec
pripisati aktivnosti njegoveg imunolofSkog sustava., Autori (idem)
smatraju da je doflo do "alergijske smrti injiciranih stanics u
pcnnvnﬂmTkﬁﬂtaktu sa antigenima protiv kojih su senzibilizirane.
Slicno wiSijenje izrazili su Matod$ié i Allegretti ( 1966 ), na
temelju citoleSke analize rezultata pokusa na ceradenim mifSevima,
koji su bili injicirani stanicama F, hibrida. MoZems pretposta-
viti da Eulsnaﬁnu genzibilizirane majéine imunckompetentne sta-
nice, nakon kontakta sa fetalnim tkivima, profle kroz fazu is—
crpljujude” aktivnosti, 3to je moglo dovesti do njihoevog brZeg
eliminiranja, negoli u grupi H. Vjerovatno se je sbog toga traj-
ni kimerizam mogac uspostaviti u mnogo manjem broju mladundadi
gruve BH; a njihova reaktivnost na majéine kaleme skoro da pot-
sje¢a na fenomen "sve ili nista". Naime, u ovej grupi nalazimo
dvije skupine Zivotinja: visckoholeramtne ( 34 % ) i netolerani-

ne { 56 % ), dok je broj tolerantnih praktidki zanemariv ( 10 7% ).

Obzirom na ovu diskusiju o snafnej recaktivnosti senzibili-—
ziranih stanica, kao i na prethodno cpisani nalaz viscke razine
hemaglutinina u serumu majki i mladih grupe BH, moglo se je ole~
kivati oStecdenja mladunéadi bilo prenesenim humoralnim protuti-
Jelima ili stanicama. Takva coStedenjia opafens su samc u mladunfa-
di iz 1 legla. Sli€no smo opaZanje iznijeli i u opisu regzultata
grupe B ( wvidi 5.2. ), u kejoj je takcedor mladundad iz jednog .
legla uginula nekoliko dana nakon d&ota. I mladi iz spomenutog
legla grupe BH su bili kahektiéni i =skoro skeletirani, isko ou

uzimali mlijeko. KoZa im je bila Zudkaste boje, a uginuli su u
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prva 4 dana nakon okota. NJihova majke imala je u serumu vrlo
visclv wazinu hemaglutinina ( titar 16 ), o hemaglutinine u se-
runu mladih nismo odredili. Jes je jedna Zenka, iz grupe BH, ina-
1la tako visoku razinu hemaglutinina, ali njena mladunéad nije
pokazivala nikakve promjene, u tom smislu. Cbzirom da su majke
iz grupe BH bile injiciranc i hijaluronidazom, to nismo mogli
utvrditi dali je cStedenje mladunZadi nastupilo zbog djelovanja
majéinih stanica ili humoralnih protutijela. Da bismo to ipak
utvrdili, stavili smc u raspled 2 normalne £enke pcepulacije ¥+
sa muZjacima iz spomenuta 2 legla grupe BH. Kada su Zenke bile
vigoko gravidne, injicirali smo ih, kroz 3 dana, s3a2 ukupno 3,6
ml odgocvarajudeg protuseruma, izvadenog od ovih Zsnki iz grupe
BH, Taj protuserum je specifian, jer je stvoren na tkivc oca
mladunéadi. Sferum majke, 2iji su mladi uginuli, izazvao je, i u
ovom pokusu, tedfka cfStefenja mladih i njihovu smrt unutar 4 da-
ns po. kotu. Iako je %erum druge Zenke imao istu razinu hemag-
lutinina, njegev prijencs ni ovaj puta nije doveo do oftecenja
mladih, Kake ove majke nisu injicirane hijaluronidazom, to opi-
sana ofStedenja mladih treba pripisati djelovanju humoralnih pro-—
tutijela. Prema tome, i o3tecdenja mladih u odgovarajudenm leglu
grupe BH vjerovatnce e, takoder, izazvano humoralnim protutije-
lima. Tome u prilog goveri i vrlo kratkce vrijeme unutar kog je
uginula sva mladundad. Opisana kliniéka slika mladunéadi potsje-—
Ca ne hemolitiéki sindrom, keoji je realtivno Zest u klinidka]

g?e izazvati spontanc ( trudncfom )

rraksi. Medutim, vrlc tesko
u drugih vrsta sisavaca. MiBljenje Kaliss—a i sur. [ 1963 ), d=

je tome razlog niska raszins preotutijela u seruwnu majki ne moZe
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se prihvatiti u nasdim pcokusima, jer su majke sSnaZfno sensibilizi-
rare na ofeva tkiva i posjeduju viscki titor protutijela. MozZe
se pretpcestaviti da je za cvakva oStedenja odlutan sastav protu-
tijeln w serumu, ¢ Gemu mi nemamg podatke, jer smo odredivali
samo henaglutinine..Pri tome vjercjatno najveé¢i utjecaj imaju
gpeeificéne razlike u antigenima tkivne srodnosti, izmedu majke

i pes mlindih, to je moglo dedéi do posebnog izraZaja u opisa-

nig k.mabinaci jama.

Iakc smo, na temelju ovih dodatnih pokusa, utvrdili da su
za o3tedenje mladih odgovorma humoralna protutijela, ipak zatu-
duje da u grupi BH nije bile Zivotinja sa znacima KFD reakei je.
Cipjenica da su mnoge od majdéinih stanica mogle pretrpjeti ted-
ka oftedenja, pa 1 brzo pofledi u kontzaktu sa fetalnim tkivima,
ne mofe predstavljati adekvatne okjadnjenje. Naime, Simonsen
( 1960 ) smatra da Se bitno oftefenje domadina, koji je injieci-
ran iminckompetentnim stanicama, dogada ~ri¢ *ano, Davanje 1owm
nog serura ili imuniziranih stanica domadinovog soja, u svrhu
sprijedavania bolesti kriZljanja, efikasno je same 1l-2 dana nakon
injiciranja splenccita u novorodendad miSews ( Russell 1962 ),
Sty se slaZe =2a midlijenjem Simonsena. MoEda hi reakeija senzi-
biliziranih stanica na fetalna tkiva, u grupi BH, bila i snaZ—
nija, & moEda za fetuse/noverodencad i fatalna, da mladuncad
ove grupe nije bila zasStidenzs humoralnim protutijelinma majke.
Naime, ove su protutijela takcder stvorena na océeve antigene, pa
prema tome mogu i djelovati na onu komponentu antigene grade
koju je fetus naslijedic od cca. Ova protutijela su prenesena
u fetuse i prije senzibilizi—=-ih stanica, =2 prenose s i1 na-

ko 8te su majdine stanice pre8fls u ecirkulacijuftusa.Opetovanc
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smo naglafavali, a prema rezultatima i dokazali, da medu cvin
protutijelima ima i faeilitacijskih, Mneogi auteri pripisuju up-
rave ovim protutijelina,; keja se stvaraju i za vrijeme normalne
trudnode, wvainu ulogu u sprjatavanju imunoloskih oStedenja fe-
tusa ( Kaliss i Dagg 1964 ). No, za vrijeme trudnode mode se
manifestirati, u imunocloSkem sustavu majke, i stanidna imunost,
Take Je SUrén ( 1967 ) dobio intenzivnmu KpD reakeiju kada je
imicirac limfaticéke stanice multimre u odgovarajude Fy hibride.
Hellstr¥m i sur. ( 1969b ) su utvrdili da limfociti majke mogn
oStetiti fetalne stanice, kada ih se zejedno uzgaja in vitre,
Sto #¢ ina&e ne dogada in vivo. No, ako se u kulturu deda se—
run majke, tadaagpisani ucinalk limfocita znatno os8labljen 11i
inhibiran ( idem ). Prema tome, humoralna protutijela iz scru-
ma majke sprjecdevaju olitovanje ulinake istovremenao prisutnih
stapifnih protutijela. = temel ju iznesenog mogli bismo pretpos-—
taviti da su se gprenssena facilitacijska, kao i druea protuti je-
la ( napr. hemaglutinini ), u naSoj grupi BH, wyezalm 28 vedi-
nu antigenih determinanti fetolnih stanica i take ih "orekrila’,
lia ta] nacdin su fetalna tkiva bila donekle zaStidena od snafrog
napada senzibiliziranih stanica majke, Ste je inafe megle imati

1 fatalne posljedice za fatuse.

Ubzirom da spmo majke cve mladundadi senzibilizirali cdevim
thkivime, to se je moglo pretpostaviti da de ovake snafna sensi-
bilizacija imati cdraga i na tok same trudncde. Tim vise, Stc se
i u kliniékoj praksi neki sluiajai vifSekratnih srontanih abortu—
sa pekuSavaju objaeniti reakeijom organizma majke, kcja jw senzi-

bilizirana na antigene 3tc ih je fetus naslijedic od coca. Medutim.
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ni v jednoem slulaju nismo opazili spontane abortuse, .lMoZda se

i vvaj nalaz moZe objasniti istovremenim prisuwstveom hunoralnih
pee tnlke i facilitacijskih protutijela, u crganizmu senzibilizi-
rane majke. Naime humcralna protutijela bi mogla sprijeéiti u-
finak staniénih protutijela, po istom principu, kakoe smo to wved
objasnili u prethodncj diskusiji, pa tako zZastititi fetuse cd

majéine reakeije odbacivanja.




6. ZAEILITUSH I PREGLZED
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Kako je wvidljive, iz izloZenih pokusa, htjeli smo ispitati
kako stanifna i humoralna protutlijela, koja se prencse iz or-
ganizma majke u mladundad, utjedu na njihovu reaktivnost prema
alogenim tkivima. FPri tome smo pratili i stanidépni i humoralni
odgovor mladih, jer su to nedjeljive komponente realkcije na pre—
sadenc alogenc tkivo. Na temelju rezultata ovihk istrafivanja,ko-
Ja su obavljena u pokusima na geneticki nesrodnim, kao i visoko-
;rodnim Stakorima, moZemo iznijeti noke najvainije, opcfe, zakl jud-

ke.

A. PREZIVLJAVANJE ALCKALEMA PRESATENIH MLADIM STAKORTIIA

a/ VifSekratna senzibilizacija majke tkivima oca mladih { tro-
kratnim kaleml jenjem kofom ili jednokratnim kaleml jenjem i trok-
ratnim injiciranjem krvnih stanica ) znadajno produfuje Zivot
o¢evog kalema presadenog mladima (p /0,01 ). Ovaj ufinak je
specifican, jer mladi cdbacuju na uobiéajeni nadéin istovremeno
presadeni majéin kalem. Mislimo da Je za ovaj ufinak odgovoran
Prijenos facilitacijskih protutijela iz organizma senzibiligi-

rane majke, u mladunéad.

b/ 3labiji intenzitet stimulaci je Zenki ( jednokratno kalem-
ljenje ili injiciranje krvwmih stanica samih ) ne dovodi do pro-

duZenja Zivota ofevih kalema na mladima.

c/ Trokratno kaleml jenje Zenki Y-59, Lewisovim koZnim kale-
mima., dovedi do znadajnog produfenja Zivota Lewisovih kalems Dra—
sadenih na mladunZad ( p 5 0,00L }. Owvo opaZanje je na razini

opaZanja iznesenog pod 8/, pa se i tumadi istim mehani zmom.
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4/ Produfenje #ivota majféinih kalema, presadenih na mlade,
moZe Se postidi injiciranjem gravidnih ZFenki hi jaluronidazom
(p /0,01 ). Pri tome mnoga mladunéad trajno prihvada majéine
kaleme. Ovaj nalaz se tumadi Specificinom stedenom toleranci jom,
koja nastaje kao rezultat kimerizma 1u mladunc¢adi. Spomenuti u-—
¢inak je specifidan, Jer mladi odbacuju na ughidajeni nadin is-

tovremeno presadene ofeve kaleme.

e/ Hijalurcnidaza omogucuje i prijenos tudih stanica { Le-
wisovi splenociti injiciranih u visoko gravidne Zenke Y-59,
S3to se cCituje u preoduZenju £ivota Lewisovih kalema presadenih
na mladuntad ( p / 0,001 ). Isto se dogada i sa Lewisovim sple-
nocitima injiciranim u gravidne Zonke geneticki nesrodns peopula—

cije [ "¥™ }. Jer i njihova mladuntad duZe nosi Lewisove kaloems
{péD,Dﬁ }t
B. HUMORALNA REAKTIVNOST MLADIH STAKORA

a/ Hemaglutinaci jska protutijela iz krvi majke prolarze u
cirkulacijski sustav mladih. Razina hemaglutinina u serumu r _-
vorodeéncadi niZa je negoli u serumu njihovih majki. U serumu
mladih mogu =e utvrditi samo protuti jela malene molokulsarne +o—
Zine (75 tipa). Fetalne membrane i Sluznica erijeva djel ije po—

put "molekularnog sita”, koje propuSta samo ova protutijala.

b/ Stakori genetifki &istih sojeva, kao i nesrodni Stal-
ri, nakon genzibilizacije alogenim tkivom, prve produciraju hoe-
maglutinine velike molekularne teZino { 193 tipa ). Ubrzc zatin
slijedi snaZna produkcija 73 hemaglutinina. U serumima izvadz .

nim ll-og i 21-og dana, nakon kaleml jenja, skoro sva hemagluti-
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naci jska aktivwnmost pripada Protutijelima 735 tipa.

¢/ Pasivno prenesena majdina protuti jela utjedu na aktivni
humoralni odgovor mladih prema istom, alogenom tkivu. Odgovor
mladih nije potpuno inhibiran, wved je oslabljen i wremenski od-
godan. Narodito je pogodena produkcija hemaglutinina 193 +tipa,

koji se praktifki niti ne nalaze u serumima mladih.

d/ Hemaglutinaci jska protutijela, prenesena iz cirkulaecije
senzibilizirane majke u mlade, nisu odgovorna za produZenc no-
Senje kalema presadenih mladima. Haime, preZfivljavanje kalems
moZe biti preoduZenc pri vizsocko] rasini prenesenih hemaglutinina

i - . i
2li 1 onda kada ih u serumu uopde ne moZe utvrditi.

¢/ Produicno prefivljavanje tudih alokalema, na mladunéadi
senzibiliziranih majki, treba pripisati prijencsu facilitacij-
skih protutijela. Izko ih nismo odredivali u serumu majkli i mla-
dih, to ipsk meZfemo tvrditi na temel ju resultata preZivljavanja
presadenih kalema. ProduZeno preZivljavanje kalemi tumadimo me-
hanizmom centraloe inhibicije, tj. djelovanjem protuti jela na

r™zinl imunokompetentne stanice.

C. UCINAK PRENESENTH STANICA I STANISNTH EROTUTIJITLA

a/ Kako smo veé istakli ( pod A.d ) prijencs majéinih stani-
8 inducira u neke mladunéadi trajnu toleranciju ili produZenje
Zivota majéinih kalema. Ako prenesene stanice potjecu od majki
koje su senzibilizirane tkivima muZjaka ( grupa BH - 5.4, ),
tada je ovaj ufinak slabiji, Zto se tumadi "alergi jskom smrdéut

reaktivnih stenica u ponovnom kontaktu s=a odevim antigenima,
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koji su zastupljeni na stanicama mladih.

b/ Ako se u mlade istovremeno prencsi dvije vrste stanica:
majéine i Lewisove stanice (grupa SHY - 5.3.), tada dée u mladome
do¢i i do kompeticije izmedu ovih stanica. U neke mladundadi
"previadaju" majéine stanice, a u druge Lewisovi splencciti, Sto
se ofituje u duljem noSenju majlinih ili Lewisovih kalema. Neka
mladuncéad eliminira obje vrste stanica, Sto se ofituje “normali-
ziranjem" reaktivnosti mladih na tkiva davaoca stanica. Nijedno
mladunce nije istovremeno tolerantnoc na oba kalema, Sto znacéi da
se¢ objs vrale stanica ne mosu odrZati u limfaticékom aparatu mla-
dih. Majéine stanice su ipak"povoljnije” za mlade, jer wvisoko to-

lerantne Stakore nalazimo samo na majfine kaleme.

¢/ Samo dio mladuncadi, koja je visocko tolerantns na prvi
majéin kalem, trajnc prihvaca i drugi kalem. Stoga se moZe pret-
postaviti da je u ove mladuncéadi kimerizam stabilan i trajan.
Preostala mladunéad cdbacuje ponovljeni kalem, iako je prvi ka-
lem i dalje ostao prihvaden. Ovaj nalaz tumadi se mehanizmom a-

daptacije prvog kalema.
D. PATOLOSKE MANIFESTACIJE NA MLADUNCADI

a/ Navedeni postupci senzibilizacije majki, koZnim kalemima
i stanicama oca mladih, nisu doveli 4o spontanih abortusa, tj.
do odbacivanja fetusa kao alcokalema. Pretpostavlijamo da su isto-
vriemeno prisutna humoralna protutijela sprijecila manifestiranje
reakei je srecifidéno senzibiliziranih majdéinih imunokompetentnih
stanica (staniénih protutijela), pa tako sprijefila i osStefenja

u tom smislu.
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b/ ¥ijedno mladunde nije pokazivalc znakove KpD reakei je
( bolest krZljanja )y P2 ni u sludaju prijenosa majéinih stanica
koje su senzibiligzirane na odewvu komponentu grade fatusa. Viero-
Jjatnoe je fetus bio =zadtiden istovremeno prenssenim humoralnim
prrotutijelima, koja su mogla "prekriti® antigene determinante,

Protiv kojih bi reagirale senzibilizirane gtanice.

¢/ Iako prenesena stanice nisu dovele de oStedenja mladih, i-
Pak su takva oftedenja nastala zbog humcralnih protuti jela. UBag-
talost ovih oSteéenja bila Je vrleo niska, pcjavila su se samo u
< legla. Pasivni prijencs protuseruma majke iz jedncgz od ovih le-
g&la{grupa BH - 5.4. ); u drugu gravidnu majku, izazvac je istu
Elinidku =liku sa fatalnim ishodom. Visoka razina hemaglutinina
4o serumu cove majke ( titar 16 ) nije usrok o8tedenja mladih, jor
mladunéad majke, koja je imala isto takc viscku razinu prcetuti-

Jela, nije pokazivala znakova cStedenja.
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