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T Ty 7NAGAJ PERINATALNE DOBI

U Zivotu mladog sisavca perinatalna dob predstavlja
period najburnijeg razvoja. U to vrijeme mladi se organlzam
razvija i raste dok ne dostigne takav stupan] anatomske 1
funkcionalne organizacije, koji ée mu omoguéiti prezivljava-
nje w vanjskoj sredini. Iako se moZe reci da u perinatalno ]
dobi nastupa definitivna organizacija nerijetko se dogada,
da je reaktivnost novorodenteta na stimule vanjske sredine
slabo izra¥ena ili neadekvatn®, ako to uporedujemo sa pdra-
slom Zivotinjom. Reaktivmost koja se javlja u oba dijela peri-
natalne dobi, tj. u prenatalnom i novorodenackom periodu,
prema tome je specifidna za taj Zivotni period. Ova je po java

odavno poznata i privladila je interes brojnih istraZivaca.

U prenatalnoj dobi fetus je zaStiden od nepovoljnih
uvjeta vanjske sredine, ali se cijeli organizam intenzivno
priprema, da bi olakZac adaptaciju na promjenu sredine. Citav
niz procesa dosiZe u kasnom prenatalnom periodu takav. nivo,
koji se nakon poroda ne moZe nikada ponoviti. Tako napr. fe-
tus Stakora u zadnjoj fazi trudnode ( 16 - 22 dana ) poveca
svoju tjelesnu teZinu skoro za osam puta,u odnosu na teZinu
koju postiZe 15-og dana. U zadnjoj fazi fetalnog razvoja glo-
davea podinju funkcionirati i endokrine 21lijezde, pa tako 1
osovina hipofiza - nadbubreZna Z1lijezda ( Jacquot,1959.). Osim
snafne i brze izgradnje vlastitih struktura ( anabolizam |
metabolizam je u tom periodu usmjeren i na stvaranje rezervnih
tvari ( napr. jetrnji glikogen ) koje se neposredno nakon oko-

ta upotrebljavaju u energetske svrhe ( Bberherdt i sur.,1965.;
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Rukavina . i BEberhardt, 1966.; Dawkins,1963.). To ukazuje,
da je mladunce sposobno i za brzu metabolicku adaptaciju na
promjene okoline. Iako se zna, da osovina hipofiza - nadbub-
reZna Z1ijezda funkcionira wu vrijeme neposredno pred porod,
mnogi istraZivadi smatraju da necnatus Stakora ne moZe reagi-
rati na vanjske stres-stimule aktiviranjem ove osovine. Prema
nekima razlog bi bio u nemoguénosti izlulivanja ACTH ( Milko-
vié i Milkovié, 1959.), a prema drugima veé postojeéa hiper-
funkcija osovine izazvana porodom i promjenom sredine ( Gre-
goire, 1967.). NaSi prethodni radovi ( Rukavina i Eberhardt,
1966.) navode nas na misSljenje da bi kortikalni hormoni imall
relativno malo znadenje u reakciji na vanjske stimule, Cak 1
onda kada bi osovina kipofiza - nacbubrezna Zlijezda mogla

normalno funkcionirati.

Spomenute metabolicke i endokrine osobitosti, a poscb-
no reaktivnost na vanjske stimule u perinatalnoj dobi, potakle
su nas na istraZivanja koja se odnose i na preinacenu aktivnost
imuncloSkih mehanizama u toj dobi. MoZe se Cak i opéenito sma-
trati, da su takve funkcionalne specificdnosti bas karakteris-
ti¢éne za tu dob, jer se u odraslom organizmu pod normalnim

uvjetima nikada ne sredu.

Ovaj rad se odnosi na istraZivanja tramsplantaci jske
imunologije i to posebno na transplantaciju alogenih stanica
w neonatalnom periodu i prijenos imuniteta na alogena tkiva u
perinatalnoj dobi. U daljnjem tekstu se iznose podacl koJi sc
odnose na reaktivnost na alogena tkiva u neonatalnom periodu 1

na transplantacijsku imunologiju opéenito.



I 2. REAKTIVNOST NA ALOGENA TKIVA U NEONATALNOM
PERIODU

Postoji znatna razlika u imunoeloskoj reaktivnosti
izmedu odraslog organizma i fetusa, odnosno novorodendeta.
Imunoloski stimuli, u obliku stranih antigena, koji u normal-
noj odrasloj Zivotinji dovode do imuniteta, u fetusu ili no-
vorodencetu mogu ponekad izazvati 1sti tip reakcije kao u
odraslog, no mnogo desde nastaje kvalitetno posve drukéi ja
reakcija, ponekad je dak i odsutna, a moZe nastupiti i
imunoloska toleranci ja. Situacija je narodito komplicirana
ako se injiciraju imunckompetentne stanice, jer se prema
njima u primaocu mo¥e razviti tolerancija, ali i one same
mogu imunoloski djelovati protiv primaoca i dovesti dak do

bolesti.

JosS prije nego su utvrdene bitne razlike u 1munolosko j
reaktivnosti, na strane stanice 1 tkiva, izmedu odrasle osobe
1 fetusa, odnosno novorodenceta, bilo je miSljenja koja su na
takve moguénosti i ukazivala ( Owen,1945. :Burnet i Fener,1949. ),
Medutim, ovo podruc je transplantaci jske imunologi je dobi ja
snazni poticaj tek otkridem fenomena aktivno stedene imunolos..

ke toleranci je,
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I 2sbis Lktivno steena imuncloska

toleranci ja

Injiciranjem mladundeta u perinatalno] dobi, stranim
antigenima, moZe se u nekim slucajevima igazvati imunolosku
nereaktivnost crganizma prema tim antigenima . U tum sluca-

ju goverimo o aktivno stedencj imunclosko] toleranci ji.

Medawar ( 1962.) ovako definira toleranciju : "&ko sc
neka Zivotinja izloZi antigenu, prije nego §to je razvila
sposobnost da reagira protiv njega, onda je razvo] te reak-
tivnesti odgoden, a u stalnc]j prisutncsti antigena moze bitil
neograniceno produzen”.

Vedina stranih antigena, koji su spescbni da indu-
ciraju stanje imuncloske tolerancije u mladom organizmu, W
pravilu moZe u odrasloj dobl inducirati imunitet. Naprotiv,
od svil antigena koji u ocdraslom organizmu mogu dovesti do
imuniteta, tek je manji dio u stanju izazvati toleranciju u

mladunceta.

Uobidajeni postupak za igzazivanje tolerancije u Si-
savaca, ptica i amfibija sastcji se u injiciranju alogenih
stanica u perinatalno] dobi ( Billingham,196Lb; Hildemann i
Hass,1962.; Hasek 1 sur.,1958.). Toleranciju je moguée 1zaz-
vati, u ovom periocdu, jer jo§ nije funkcionalno gazrela sSpo-
scbnost mladog organizma da imuncloski reagira, pa dolazi
de zatajivanja mehanizma imunoloSkog odgovera. Burnetti Fen-
ner ( 1949.) su pretpostavili da imunckompetentne stanice

razvijaju sposobnost prepoznavanja vlastitih antigena u toku



embrionalnog Zivota mladunéeta. Po njihovom misSljenju izla-
ganje organizma,, u tom periodu, velikc]j dozi stranog antigena,
dovelo bi do tolerancije, jer mlada Zivotinja nije jos u

toj ranoj fazi svog razveja sposobna da razlikuje tude od
vliastitog. Prvi dokaz tolerancije dac je Owen ( 1945.). On
je primjetio da su heterozigotni blizanci goveda Cesto cri-
trocitne himere, tj. + svaki od bligzanaca ima u SV0Joj]
krvi mjeSavinu vlastitih eritrocita i eritrocita koji pripa-
daju drugom blizancu. Ovaj se nalaz objasnjava izmjenom krvi
placentarnim anastomozama, pri Cemu dolazi do mjeSamja eri-
tropoetskih stanica, koje u novom domacd¢inu nesmetano nastav-
1ljaju sa produkcijom eritrocita. Ovakve su zivotinje ujedno
tolerantne na hematopoetsko tkivo drugog blizanca, a mogu
biti tolerantne i na njegov koZni kalem ili druga presadena
tkiva (Owen, 1945.; Stone i sur.,1965.). Eritrocitne himere
pronadenc su u par sludajeva i u &ovjeka, a Woodruff i Len-
nox ( 1959.) su izmijenili jednom paru koZne kaleme 1 doka-

zali toleranciju u oba partnera.

Eksperimentalno su prvi put izazvali toleranciju Bil-
lingham i sur. ( 1953.), injiciranjem fetusa miSeva soja CBA,
s, stanicama slezene, bubrega i testisa miSeva soja A. Slic-
ne rezultate dobic je HaSek ( 1953.) na pilicéjim embrionima,
spajajuéi embrione parabiotskom vezom. Naknadno ®stiranjc sa
ko¥nim kalemom davacca stanica, u odrasloj dobi, pokazalu je,

da se u oba slufaja doista razvila tcleranci ja.

S1ijedeéih nekoliko svojstava karakteristicno je za



stanje tolerancije : a) odsustvo cirkulirajuéih antitijela protiv
antigena koji su doveli do tolerancije; b) uspostavljanje imuno-
loske reaktivnosti domadina i ukidenje tolerantnog stanja, injek-
cijom imunokompetentnih stanica ( Gowland,1965.; Medawar,1962.);
¢) tolerancija je specifidna za injicirane transplantaci jske
antigene, a tolerantni domadin moZe, medutim, i dalje reagirati
na druge antigene ( Gowland,1965.); d) Tolerancija nije fenomen
"sve ili nista” ( Woodruff,1960.): moZe se javiti u svim stup-
njevima od vrlo slabe dv potpune tolerancije. U potpuno toleran-
tne zZivotinje alotransplantat se ponada kao autotransplantat,
a 1sto se ponaSaju i svi naknadni transplantati od 1stog dava-
oca.

Na temelju a) odsustva cirkulirajuéih antitijela i b)
moguénosti specifiénog ukidanja tolerantnog stanja, Gowland
( 1965.) i Eichwald ( 1963.) smatraju, da je tolerancija izazva-
na centralnim zatajivanjem mehanizme imunog odgovora, a ne blo-

Kiranjem aferentnog ili eferentnog puta.

U kojem ¢e se obimu razviti tolerantno stanje ovisi o

vise faktora :

I 2.A.a. Genetske razlike. Poznavanje genetskih odnosa od po-

sebnog je znaCenja za razumijevanje

osnova tolerancije." Inbred " ili
genetski Cisti sojevi Zivotinja omoguéili su veliki napredak u
proucavanju genetskih osnova za odbacivanje i prihvadanje tu-
deg tkiva ( Billingham i Silvers,1959.).Svi pripadnici jednog

Cistog soja imaju isti genetski sastav i tkivo bilo ko jeg pri-



padnika #oja primaju kao vlastito. Jedina razlika moZe nastupi$i
ako se kalem muZjaks transplantira na Zenku. Odbacivanje u tom
slucaju moZe nastupiti zbog toga, Sto se na spolnom" Y " kromo-
zomu muzjaka nalaze, Zenki nepoznati, antigeni histokompatibil-
nosti. To je tzv. Eichwald-Silmser-ov fenomen ( Eichwald,1963.;
Billingham i S8ilvers,1960.).Geni &iji specifidni krajnji pro-
dukti ( tzv. antigeni histckompatibilmosti ) mogu izazvati imu-
ni odgovor i dovesti do odbacivanja kalema, nazvani su geni his-
tokompatibilnosti ( Eichwald,1963.;Russell i Monaco,1965.; Palm,
1961. i Batchelor,1965.). Ako su neki antigeni histokompatibil™
nosti prisutni u kalemljenom tkivu, a odsutni u primaccu, doéi
¢ce de imunog odgovora primaoca, §to zavrSava odbacivanjem kalema
davaoca ( HaSek i sur.,1961.).Medutim, svi antigeni jedne indivi-
due, koji su odgovorni za histokompatibilnost, nisu specifidni

'‘samo za nju.

Broj gena histokompatibilnosti razlikuje se u pojedinim
specijes, a Cesto 1 unutar specijes. Geni histokompatibilnosti
smjestani su na razliitim lokusima na kromozomima i odgovorni
su za prezivljavanje alokalema ( HaSek i sur.,1961.; Russell i
Monaco,1965.; Palm,1961.; Billingham i Silvers,1959. i Popp,
1957.).

Najvazniji je H - 2 gen histokompatibilnosti, smjeSten
na tzv. lokusu H -~ 2 unutar devete vezne grupc, tj. grupe gena
na istom kromozomu ko ji se zajedno nasljeduju. Najbolje je is-
traZen H-2 lokus u miSa, jer on determinira ne samo najjade

transplantaci jske antigene, veé i stanidne antigene na povrsini
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eritrocita i drugih stanica, pa ih nije bilo teSko identifici~

rati seroloSkim metodama. Slabi antigeni histokompatibilnosti

vezani suna H -1 1 H - 3 lokus u miSa, a nalazimo ih i u

drugih specijes ( Eichwald,1963.; Billingham i 3itvers,1960.
Batchelor,1965. ).

Prema tome, toleranciju éde u miSa biti lakSe izazvati uko-
liko su razlike na H-1 ili H-3 lokusu, a ne na H-2 lokusu.Op-
cenito se moZe reéi, da de toleranciju biti to lakSe inducirati,

Sto.. su razlike u histokompatibilnosti izmedu primacca i dava-

oca slabije.

I 2.A.b. Broj injiciranih stanica, koji je potreban za indukci ju

tolerancije, ovisi o genetskim
razlikama izmedu davaoca i primaoca, i o dobi primaocca. Sto su

genetske razlike izmedu davaoca i primacca manje ( H-1 i H~3 lo-
kus ), to je potreban manji broj stanica da se izazove toleranci ja
( Gowland, 1965.). I reaktivnost na slabe antigene pojavljuje se

u razvoju mlade zZivotinje kasnije od reaktivnosti na jake anti-
gene. To moZze znaciti da je osjetljivost novorodene zivotinje

na jake antigene nesSto iznad, a na slabe antigene nesto ispod
praga reaktivnosti ( Medawar,1962.).

Efikasnost odredenog broja stanica, u izazivanju toleran-
cije, ovisi i o specijes na kojoj se pokusi izvode. Tako napr.
u Stakora i miSa tolerancija se moZe izazvati postnatalno, a u
kunicéa samo u ranoj fazi gestacije, bez obzira na broj injici-
ranih stanica ( Porter,1960.). Va®no je i to, da 1i se daje od-
redenl broj stanica na &itawvu Zivotinju ili se uzima doza prema

tjelesnoj teZini ( WAD - weight adjusted dose ). Postoji veéa
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vjercjatnost da ée se primjenom WAD-a izazvati tolerancija ( Gow-
land, 1965.; Billingham, i sur. 1960. i 1962.; Brent i Gowland,
1961. i 1962.).

I 2.L.c. Dob primaoca. Prvobitno se opéenitc smatralo da je novo-

rodenalka dob kriticki preduvjet za us-
pjesSno induciranje tolerancije. Medutim, podnosljivodt tudeg
tkiva moZe se iznimno postidi Sak i w odrasloj Zivotinji ( Gow-
1land,1965.). Smatra se, da je mlada individua u stanju imunoclos-
ke nezrclosti jer posjeduje mnogo manje, apsolutno i relativno,
imunokompetentnih stanica. ImunoloSka nezrelost, medutim, tako
izrazito povedava Sansu za izazivanje tolerancije, da ne treha
biti ispuStena iz definicije tolerancije ( HaSek i sur.,1961.).
Vjercjatno se ipak ne radi o potpunoj nezrelosti, jer su Howard
i suradnici ( 1962.a i b ) pokazali, da novookocéeni mi8 moZe
biti i senzibiliziran malim brojem stranih stanica. Voisin ( 1962)
pridaje joS manje vaZnosti imunoloSkoj nezrelosti. Kada su u
pitanju Zive stanice, on smatra toleranciju aktivnim stanjem u
kojem je dvosmjerna imunoloska reaktivnost stanica, primaoca 1
davaoca, u osjetljivoej ravnoteZzi. Ipak, opcenito de smatra, da
¢e neki broj stanica, koji ‘jee ina&e u stanju da izazove tole-
ranciju, biti sve to manje efikasan ukoliko ga se injicira u sve

to kasnijim vremenskim intervalima nakon ockota.

WAD, medutim, povedava vremenski period kroz koji inokulum
moZe dovesti do tolerancije - u Stakora i miSa do 6-og dana,-
ako su w pitanju jale antigene razlike ( Gowland, 1965.; Brent .

Guwland, 1961. i 1962. ).
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Kod slabijih antigenih razlika ( napr. ako su razlike samo na
H-3 lokusu ) Cak i injiciranje stanica 20-og dana po okotu moZe
dovesti do viscke tolerancije ( McKhann,1962.). Opéenito se mo-
ze reéi, da je 8ansa za postizanje tolerancije to veda, Sto je

vrijeme izmedu okota i injekecije stanicama krade.

I2A.d. Put injiciranja antigena. Billingham ( 1957.) je injicira-

njem istog broja splenocita CBA
miseva, u miSeve soja A, dobio intravenskim putem 80 % tolerantnih,
intraperitonealnim 24 %, a supkutanim 0 %. U Stakora je situacija
nesto drugatija, utoliko Sto i intraperitonealni put moZe biti
doveljno efikasan, vjercjatno zbog toga, Sto Stakor imunoloski
Sporije sazrijeva nego mid, pa ima dovoljno vremena da se sta-
nice davaoca transportiraju iz peritonealne supljine u krv i

konatno smjeste u limfatidki aparat primaocca.

1 2.1.e. Vrste antigena. Zive stanice, tj. stanice koje posjeduju
SVo]stvo reprodukcije, najbolji su izver
antlgena za indukei ju imunolosSke tolerancije. To su imunokompe-
tentne stanice limfnih cvorova, zatim splencciti i leukociti,
stanice koStane srZi i u niskom procentu timociti ( Billingham,
1 sur.,1962.; Billingham i Silvers, 1962.). No, postotak tole-
rantnih Zivotinjga moZe biti znatno smanjen, bas ako se injici-
raju stanice limfnih &vorova, jer one mogu izazvati u visokom

postotku bolest krZljanja, sa fatalnim ishodom.

Zive stanice imaju prednost, jer su sposobne da se repro-
duciraju u domadinu, pa njihovi potomei odrzavaju tolerantno sto--
nje. To se slaZe i sa Medawarcvom definicijom tolerancije. Tole-

rancija inducirana stanicama mezenhimalnog porijekla proteZe sc



= 11 -

ne samo na kozu, ve¢ i na druga tkiva davacca ( Medawar i Russel,
1958.), dok stanice drugih tkiva Sesto daju toleranciju samo na
odgovarajuée, transplantirano tkivo ( Weodruff i Lennox,1959.).
Iz ovog se meze zakljuciti da su stanice mezenhimalnog porijekla
daleko bogatije na antigenima histokompatibilnosti, nego druge

gtanice.

Tolerncija se moZe inducirati i davanjem antigena koje
ne nose zive stanice. U tu grupu spadaju antigeni koji se ne mogu
reproducirati. Medu njih ubrajamo neZive stanice ( napr. eritro-
citi ), bjelanlevine, bakterijske antigene itd. ( Smith, 1961.).
Tclerancija na ove antigene je prclazno stanje, ali njenc tra-
janje moZe biti produZenc ponovljenom administracijom antigena.
Tolerantno stanje prestaje, u roku cd par dana do 3 tjedna,

nakon isCezavanja antigena iz domacina ( Mitchinson, 1959.).

I 2.B. Homologna bolest

Za 1shod reakcije nakon transplantacije obicéno se is-
tice reaktivnost primacca, protiv antigena u presadenom kalemu.
No, reakcija se mozZe cdnositi i na reaktivnost stanica kalenma
protiv antigena domadina. Za ovaj drugi sludaj odludan je sas-
tav samog kalema. Naime, medu presadenim stanicama mogu biti i
imunokompetentne stanice ( stanice koje se u domadinu mogu re--
produciravi 1 protiv njega imunolosSki djelovati ), ili se kalem
moZe sastojati iskljuéive od stanica koje su prema domadéinu
imunoloski neaktivne. Reakcija pri kojoj organizam primacca re-
agira na unos stranog tkiva ili stanica ( kalema ), naziva se

reakcija domacé¢ina protiv kalema ili HVG reakecija ( host-versus-




-graft, angloamerickih autura ). Istovremeno i kalemljeno tkivue,
ako sadrZzi imunokompetentne stanice, moZe reagirati protiv doma-
éina ( GVH ; graft-versus-host reakcija, prema angloamerickim
autorima ), pa se odvija dvosmjerna reakcija. U nekim slucaje-
vima primalac nije uopée u stanju da reagira protiv unesenih
stanica, pa nastaje samc reakcija kalema protiv domaéina ( GVH
reakecija ), koja moZe imati i letalan ishod. PatoloSke manifes-
tacije GVH reakcije nazivaju se "homolognom bmle%éu"x, Ova bolest
nastaje unoscm alogenih imunokompetentnih stanica u domadina,
koji je imunoloSki nereaktivan ili mu je reaktivnost bitno re-
ducirana. Homolognu bolest susredemo wu dva oblika, kao "sekun-

darnu’ bolest i bolest "krzljanja®.

x = Prema novoj nomenklaturi izraz "homologni® zamijenjen je
izrazom "alogeni™, S8to oznadava kalem transplantiran izmedu
partnera koji pripadaju istoj specijes ( Gorer, 1960.; Gou-
rer i sur.,1961l.; i Snell,1964.). U daljnjem tekstu, kad se
radi o homolognoj bolesti, zadrzati ¢emo ipak izraz "homo-
logni", jer se naziv "homologna bolest" udomaéio u transgan-

tacijskoj literaturi, unato¢ novej terminologiji.
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I 2.P.3. Sekundarna bolest. nastaje u letalno ozradenih Zivoti-

Bk iE——— S Foond el s EEmESie S Fe B od  me e ey

nja, koje su bile injicirane aloge-
nom koStanom srZi, dn bi ih se zaSii;ilo od hematopoetske smrti
( Vos i smr.,1959.; Van Belckum i sur.,1959.; Jutila i Weiser,
1962.). Injiciranc gs*anice repopuliraju koStanu sr¥ i limfatid--
ki'aparat ozratenog dovmacina, te tako sprijefavaju ranu smrt
unutar 30 dana. Nakon onoravka, medutim, ipak dolazi do razveja
bolesti ( "sekundarna® bolest ), koja vedinom zavrSava letalnim
ishodon. Crganizam orimacca, zradenjem je izgubic sposobnost
reaglronja na injicirane stanice, a s obzirom da su medu njima
prisutne i inunckompeteontne stanice, ispunjeni su uvjeti za
nastanak GVH reakeilje. Sekundarna se bolest ne javlja u Zivoti-
nja koje su lijecene izolognom koStanom srZi, S$to ukazuje na

njenu iminolosku prirodu.

il o
I 2. B.b._Bolest krzljanja ( "Runt"disease ). I prircdno, bez

zraCenja postoje
uvjell za nastanak GVH reakeije, ako se alogene imunokompeten-
tne stanice injiciraju fetusu ili novookoéenoj Zivotinji. Takav
mladi organizam, imunolosSki nezreo, ne moZe reagirati na unos
stranog tkiva, veé ga prihvada kao vlastitc ( Billingham, 1961.Db;
Hildewmann i Haas, 1002.; Hasek i cur.,1958. ). Z2bog toga se na-
kon unosa alogenih imunokompetentnih stanica odrasle individue,
u imuncloski nezrele novorodenée, moZe takoder razviti homolosg-
na bolest, koju w ovom sludaju zovemoc bolest "krZljanja" ("Runt®

disease - angloameriCkih autora ).
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7o razliku od tolerancije, bolest krZljanja je ucéestalija
kad su genetske razlike izmedu davaoca i primaoca vele, tj.ako
se radi o razlikama na H-2 lokusu. Ako su u pitanju jake genet-
ske razlike izmedu davacca i primaoca razvit ée se klasicna gli-
ka bolesti ( Gowland, 1965.; Billingham i sur.,1960. i 1962.;
Billingham i Silvers. 1962.; Sinkovics i Howe, 1964.). Injici-
ranje veéeg broja stanica dovodi do vebeg postotka oboljelih
sivotinja ( Egdahl i sur.,1958.). Svaka injicirana zivotinja
ne mora pokazati sve znakove bolesti. Medutim, kod genetskil
vrlo srodnih kombinacija miSeva injicirana novorodencad posta-
ju visoko tolerantna, a niti jedan ne pokazuje bilo kakve abnor-
malnosti u smislu kr#ljanja ( Billingham 1958.). Novorodencad
injicirana manjim brojem stanica, moZe se oporaviti i nakon
klinicke slike bolesti. 7ivotinja koja prezivi klinicku sliku
bolesti, ne pokazuje u odraslo] dobi niti znakove tolerancije
niti znakove pojadane reaktivnosti protiv kalema davaoca ( Bil-

lingham i sur., 1962.).

Splenociti i limfociti predstavljaju najpotentnije sta-
nice za izazivanje bolesti krZljanja. Mrtve stanice i Zive
stanice koje su razlidéitim procedurama oStelene, ne izazivaju
bolest ( Siskind i Thomas, 1959.a )

Bolest zapodinje sa koZnim promjenama koje su karakte-
ristidne ( Billingham i sur.,1960. 1 1962.). Prvo se razvijaju
upalne manifesfacije na ko#i uski, repa i distalnih dijelova
abdomena, a u kasnijoj fazi prevladava eksfolijacija 1 stanji-

vanje koZe po &itavom tijelu.



Uporedo dolazi do niza procesa koji dovode do propaianja obol je-
le Zivotinje. Tjelesna temperatura se snizuje, nekada i za Eaca
Usporuje se porast tjelesne teZine, a ponekad dolazi i do pada .
Razvija se dijareja, koja ubrzava propadanje i klinicki pogor-
Sava opéu sliku slabljenja Zivotinje. Cesto se razvija ascites,
a poveCana jetra sadrZi ¥udkasta podrudja koagulacione nekroze

( Siskind i Thomas, 1959.b ).

Slezena je izrazito povedana  ,u odnosu na kontrolne
zivotinje. Povelanje slezene je to vebe, Stc su vede genetske
razlike izmedu davaoca i primaoca ( Simonsen,1960.; Simonsen i
Jensen; 1959.). U slezeni bujaju okrugle pironinofilne stani-
ce tipa A ( hemcecitoblasti ), a limfociti iSCezavaju iz foliku-
la slezene. Stanice tipa A pokazuju snaZnu eritropoetsku aktiv-
nost, koja je u kod3tanoj sr¥i izrazito deprimirana, a wu zadnjoj
se fazi bolesti i njihov broj jako smanjuje ( Billingham i sur.,
1962.).

Na histoloSkim preparatima limfnih Svorova i slezene
primijecuje se nestanak normalne strukture . Timus atrofira
zbog inhibicije produkeije timocita, ve¢ 4 - 5 dana nakon injek-
cije alogenih stanica. Broj eritrocita u perifernoj krvi je
Smanjen, uz pojavu anizocitoze, poikilocitoze i sferocitoze.
Broj se leukocita viSestruko povedava, narodito kada raste in-
tenzitet drugih promjena ( dermatoza i splenomegalija ). U
koStanoj srZi dclazi do jakog pada o ja eritropoetskih stanica,
a povecanja broja mijelopoetskih. Domadin je nesposoban da
razori unesene stanice, a vlastitom ih genetskom gradom stimu-

lira na reakciju.
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Ja. kvantitativno ocjenjivanje ove reakcije podesno je od-
reditli stupanj povelanja slezene primaoca ( Simonsen, 1960.,
Simonsen i Jensen, 1959.). Splenomegalije nema, ili je neznat-
na u slijedecim slucajevima : a) ako davalac pripada istom
“"Cistom"™ soju kao i primalac ( Cock i Simonsen, 1958.), b) ako
davalac pripada Fl hibridu izmedu soja primaocca i drugog Jis-
tog soja. Splenomegalija, medutim, nastupa onda kad se injici=.
raju stvanice odraslog davaoca parentalnog soja, w nezrelog Fl
hibrida. Ovakve su slezenme himere, t;j. u njima se nalaze imu-

nokompetentne stanice i primaocca i davaoca ( Davies i Doak,
1960.; Nakié,1968.).

3 obzirom na iznijeto, vrlo je tedko povuéi oStru granicu
izmedu tolerancije i bolesti krZljanja, tim prije Sto se i je-
| dan 1 drugi fencmen izazivaju sliénim postupcima. Vjerojatno
| je da su genetski odnosi izmedu primacca i davaoca odludni za
nastanak jednog ili drugog oblika, susStinski iste pojave. Pa
| ipak, postoje indikacije koje govore o suptilnim razlikama u

pogledu mehanizma odgovornog za nastanak tolerancije ili boles-

t1 krzljanja.

e —— L

L 2. Mehanizam nastanka tolerancije i

bolesti kriljanja

e

| Za tumacCenje pojave tolerancije Burnett( 196a.) jc pred-
loZio teoriju klonske selekecije. Pod pojmom klonusa podrazumi je-
va se populacija mezenhimalnih stanica, nastala diobom jedinke.

Svaki je klonus predodreden za neku ili neke antigene determi-
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nante. U embrionalno dcba ili neposredno nakon poroda, bit ée
unisteni klonusi, koji mogu producirati antitijela protiv vlas-
titih antigena. Ako se u tom periodu unese u organizam strani
antigen, on c¢e takoder uni¥titi specifidan klonus, na isti na-
¢in kako to teorija predvida za "zabranjene" klonuse, koji su
bili sposobni da reagiraju protiv vlastitih antigena organizna.
Visokl stupanj mutabilnosti, karakteristika je mezenhimalnih
stanica. Lederberg ( 1960.) smatra da je broj mutacija u ras-
ponu lﬂ-_3 do 10-1 po diobl stanice. Ovako visok nivo mutacija
dozvoljava moguénost da se mutacijom obnovi "zabranjeni' klo-
nus, pa se time objasnjava potrchba stalnog prisustva antigena
za odrzavanje tolerantnog stanja. Antigen, u ovom Eluﬁaju;ﬁeka
"u zasjedi” na pojavu eventualne specifidne mutacije, da bi
unistio mutirane stanice. Ova teorija smatra toleranciju svoj-
stvom cijelog organizma, a ne samo Jedne stanice ili populaci je

stanica.

Loutit ( 1959.) misli da se zrele stanice, koje produci-
raju antitijela, regrutiraju ¢itavog Zivota diferenciranjem iz
zametnlh stanica. U odredenoj fazi sazrijevanja ove stanicc mo-

gu prije reagirati tolerancijom nego imunitetom.

Medawar ( 1960.) smatra, da je efckt antigena na cmbricn
1 odrasli organizam razlic¢it. Dok u embrionu inducira imunolo: -
ku toleranciju, u odraslom izaziva dvostruki efekt :
a) imuni odgovor zrelih stanica, koje produciraju antitijela i
b) toleranciju manjeg dijela stanica, koje su u vrijeme izlaga-

nja antigenima jos bile nezrele. Ove tolerantne 8tanice, kada
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postanu zrele, sposobne su da reagiraju na druge antigene. U
odraslom bi se organizmu, prema tome, nalazile serije toleran-
tnih stanica, koje su sposobne da reagiraju na sve antigene,

08im na onaj prema kojem su tolerantne.

Neki autori prilaze fenomenu tolerancije kao dinamidkom
stanju. Voisin ( 1962.) pretpostavlja, da embrionalna tkiva
sli¢no tumorskim, rade pokazuju "enhancement" ( imunoloSku
tacilitaciju ), nego reakeiju odbacivanja. Slidno se ponasaju
1 mezenhimalne ( zametne ) stanice odraslih individua. Stanice
kalema, kao i stanice domac¢ina, mogu reagsirati jedne protiv
drugih i1li reakei jom odbacivanja ili reakcijom facilitaci je.
Reakci ja na unos stranih 1munokompetentnih stanicsa odvija se
u dvije faze. U I fazi reagiraju stanice kalema, jer domadin
nije imunolodki zreo zs reakeiju. U fazi IT reagira mladunde,
kada postane imunolodki zrelo, protiv kalema. Ako u I fazi
(GVH tip reakeije ), prevladava reakei ja odbacivanja, onda do-
lazi do bolesti krzljanja, a ako prevladava reakcija facilitacije
Sprijeciti ée se krzljanje. Ako u fazi IT ( HVG reakceija ),
prevladava reakei ja odbacivanja, nede nastati tolerancija, a
prevladava 1i reakci ja facilitacije nastati de toleranci ja.
Prema Voisin-u, imunoloSka je toleranci ja, dakle, aktivno sta-
nje dvosmjerne reaktivnosti, koje se odr¥ava u vrlo osjetljivoj

ravnotezi.

Nakié i sur. ( Nakic¢,1962.; Nakidé i Silobréié,1962. ;
Nekié i sur.,1962.) takoder shvacaju toleranciju kao dinamidki
proces u kojem je domadin nereaktivan, zbog imunolodkog "oritis-

ka¥ davaoSevih stanica na preostale, imunolodki aktivne stanice
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domaéina. Poremeéaj ovog omjera mo¥e dovesti ili do. ukidanja
tolerancije ili do fatalne GVH reakcije, kao ekstremnih mo-
guénosti., Himerizam i GVH reakelja su neophodni preduvjet za
toleranciju, a fatalna GVH recakeija predstavlja najvisi stu-
panj tolerancije. Nakié ( 1968.), dalje smatra, da je limfni
cvor kritiéno mjesto gdje se izaziva tolerancija. U izaziva-
nju tolerancije razlikuje dvije faze. Prva faza je indukei ja.
U ovoj fazi mora postojati zamjena za domaéinove imunokbmpeten-—
tne stanice, sto potvrduje visok postotak davaoevih stanica,
u limfnih évorovima domacina ( 50 - 100 % ). Druga jec faza
odrzavanje tolerancije. U ovoj fazi je vrlo nizak pcestotak
davaocevih stanica, a tolerancija je i dalje na visini. Prcd-
nost je ove teorijc u tome Sto imunitet i toleranciju smatra
jedinstvenim entitetom, a pruZa povoljna objadnjenja za vedinu
fenomena tolerancije i GVH reakeije u novorodenceta, Fl hibri-
da 1 ozracenih himera.

Simonsen ( 1960.a ) smatra da postoji ne samo toleran-
tni organizam, ve¢ i tolerantna linija stanies. Imunokompe-
tentna stanica moZe, u kontaktu sa velikom kolidinom antigena,
proé¢i kroz fazu "iscrpljujuce™ senzibilizacije, pa izgubiti
Sposobnost da reagira protiv odgovarajuéeg antigena, a istovre--
meno zadrZzati reaktivnost prema drugim antigenima. Qva pretpos-

tavka slaZe se sa brzim iSCezavanjem parentalnih splenocita
injiciranih u F1 hibrida, Sto je interpretirane kao "alergij-

ska'" smrt kalema ( Gorer i Boyse, 1959.b).
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Mladi Fl hibrid misa, star 4 - 10 dana, veé je dovoljno
zreo da eliminira imunokompetentne stanice drugog soja, medm-
tim, jos uvijek dovoljno je mlad da dopusti tipidnu GVH reak-
Clju stanica parentalnog soja, na koje je genetski tolerantsn.
Ako se Fl hibridu injiciraju imunckompetentne stanice stranog
soja, koje su jednom od parentalnih sojeva identidne na H-2
lokusu, onda se takoder, u pomenutoj dobi, mo¥e razviti GVH
reakcija ( Simonsen, 1960.a). To ukazuje da u Fl hibrida pot-
puna genetska tolerancija nije neophodan preduviet za izaziva-
nje fatalne GVH .= reakecije. Ovo se slafe sa misljenjem Billin-
ghama i Brenta ( 1959.), da u ovom smislu nije neophodna niti

kompletna steena toleranci ja.

Gowans ( 1962.) je utvrdio da je mali limfocit imunolodki

aktivna stanica, koja i u odraslog TF. hibrida proizvodi GVH

reakciju. Sli¢ne je rezultate dobio i Porter ( 1962.). Hilde-
man i Haas ( 1962.) su postavili hipotezu, na osnovu zapaZanja
na larvama zabe, da indukcija tolerancije ovisi o odsutnosti
11i relativno niskom broju domadéinovih malih limfocita, u

vrijeme kada se unose alogene stanice.

Uzrok smrti u GVH reakciji nije jo$ objasnjen, ali se
bretpostavlja da bi se moglo raditi o sna¥noj depleciji bro-
Ja malih limfocita primacca, ubrzo nakon injekcije alogenih
Imunckompetentnih stanica. Tako Simonsen ( 1960.a) smatra,
da se bitno oStelenje naneseno domadinu injiciranjem imunokom-
petentnih stanica dogada vrlo rano, jer injicirane stanice u
Zivotinje sa uznapredovalom bolesém ved mogu postati toleran-

tne na domaéina. Davanje imunog seruma ili imunih stanica
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domacinovog suja, u svrhu sprijeavanja krzljanja, efikasno
Je samo 1 -~ 2 dana nakon injiciranja splenocita u neonatuse
miSeva ( Russell , 1962.b), Sto se sla¥e sa misljenjem Simon-
sena.

lreverzibilna oStedenja domadéina, veé neposredno nakon
unoda stanica,onemoguéuju bilo kakav naknadni blagotvorni

efekt spomenutih postupaka.

Za nastanak tolerancije i bolesti krZljanja odito je od
posebne vaZnosti specifidna reaktivnost ili neresktivnost
mladog organizma u perinatalnoj dobi. Bas zahvaljujuéi ckol-
nostima ovog ranog perioda Zivota organizma mogle su se i ot-
kriti neke karakteristike transplantaci jskog imuniteta, koje
bi inaCe na modelu odrasle Zivotinje ostale dobrim dijelom

skrivene.

E 3 CELULARNA I HUMORALNA REAKTIVNOST NA
TRANSPLANTACIJSKE ANTIGENE

Intenzivan interes za proufavanje transplantacije
datira od polovice naSeg stoljeda, kada je Medawar ( Medawar,
1945.; Gibson i Medawar,1943.) utvrdio osnovne zakonitosti u
interpretaciji dogadaja koji slijede nakon presadivanja tudeg
tkiva. Ovi su radovi potvrdili da je za odbacivanje tudeg
tkiva odgovoran imunolodki proces. Medawar je Dtkriﬁifenomen
ubrzanog odbacivanja drugog kalema koZe istog davaoca, tzv.
"reakcija drugog seta" ("second set" - angloameridkih autora Vs

Imuni odgovor organizma vjerojatno Je izazvan ulaskom stranih




antigena iz transplantiranog tkiva i njihovim kontaktom sa
‘imunim” centrima domaéina. U sludaju ortotopnog koZnog alo-
kalema, najbliZi imuni centri su regionalni limfni &vorovi

( Scothorne, 1958.). "Second set" reakel ju, protiv drugog .
kalema koZe, moguée je postidi ne samo prvim kalemom koZe,

ve¢ i injicranjem leukocita, splenocita, stanica jetre, bub-
rega i drugim stanicama istog davaoca( Billingham i sur.,1954.
a ). Imunitet stvoren na prvi ko¥ni kalem mo¥e trajati i preko
8 mjeseci, a nakon injckcije limfatidkih stanica znatno opada

ve¢ poslije mjesec dana ( Billingham i sur.,1959.).

Vazan izuzetak u izazivaniju reakci je ubrzanog odbacivanjsa
drugog alokalema pfeﬂstavljaju eritrociti. Injiciranje eritro-
cita, naime, ne dovodi do senzib%lizacije primaoca na nak-
nadni alokalem koZe istog davaoca ( Mathé i Amiel;1962.),.

To vjerojatno znali, da antigene histokompatibilnosti kalema

rnocse samo nukleirane stanice.

PC svojim karakteristikama transplantaci jski imunitet
Spada u odgudeni tip preosjetljivosti ( delayed type of hyper-
Sensitiviy- angloamerickih autora ) i pokazuje brojne slidnos-
tl sa preosjetljivosti tuberkulinskog tipa ( Lawrence,1957.;
Boyd,1956.). Nakon stavljanja koZnog alokalema, ili transplan-
tacije drugog alogenog tkiva, slijedi period latencije u toku
kojeg se primalac imunizira, Sto dovodi do odbacivanja. presa-
denog tkiva. Ovaj senzibilitet se ne moZe prenijeti serumom,
niti se uw serumu mogu naéi specifidna antitjela. Ubrzano od-

bacivanje alokalema koZe moZe se prenijeti na normalne nesen-



zibilizirane Zivotinje inokulacijom stanica dobijenih iz sleze-
ne i limfnih &évorova, prethodno senzibiliziranih davalaca. Ne-
Zziva tkiva, Citava krv, serum i koncentrirani leukociti nisu u

ovom smislu bili efikasni ( Billingham i sur.,1954.a i 1954.Db).

U presadenom alogenom koZnom kalemu, nakon perioda laten
cije, dolazi do obilne infiltracije mononuklearnih stanica,
nakon ¢ega obifno slijedi odbacivanje kalema. Danas se smatra
da su za transplantacijski imunitet odgovorne imunokompetentne
stanice ( "“celularna antitijela® ), a ne humoralna antitijela

( Billingham i sur.,1954.b; Lawrence, 1957. i 1960. ).

Noviji radovi pridaju posebnu vaznost analizi mehanizms
nastanka celularnog, odnosno humoralnog, tipa immniteta u pro-

cesu reakclje na presadena strana tkiva ili stanice.

Ako jec antigen periferno fiksiran, kao napr. u koZnom ka-
lemu, limfociti primacca stimulirani kontaktom sa njim odlaze
u regionalne limfne cvorove. U parakorteksu limfnih &vorova
nastavlja se njihova proliferacija. Poslije 4 ili viSe dana,
potomei ovih limfocita napusStaju regionalne limfne &vorove, od-
laze po cijelom organizmu i nascljavaju druge limfne dvorove.
U toku seobe limfociti mogu reagirati protiv specifidnog anti-
gena, ako sa njim dodu u kontakt, 8to predstavlja celularni tip
manlfestacije imunoloskog odgovora. Medutim, ogranidena kolidi-
na periferno fiksiranih antigena moZe i sama "otputovati" u
regionalne limfne ¢vorove. Ovi de antigemi zatim stimulirati

limfocite, koji se transformiraju u prekurzore plazma stanica,
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pa moZe doéi do stvaranja humoralnih antitijela ( Turk, 1967.).
Medu tako stvorenim humoralnim antitijelima nalazi se obicno
vise vrsta, kat hemaglutinini, hemolizini, citotoksini ( Hil-
demann, 1957.; Gorer i Boyse,1959.a), pa Cak i antitijela koja
mogu facilitirati preZivljavanje kalema ( Kaliss,1957.). Sva
se ova antitijela mogu odgovarajuéim metodama otkriti, ali je

njihova uloga u odbacivanju tudeg kalema vjerojatno tek sekun-

darna.

Prvi dokaz o prisustvu hemaglutinina u serumu miSa nakon
odbacivanja alogenog tumocra, dao je Gorer ( 1942.). Medutim,
1 nakon transplantacije koZe ili drugih alogenih tkiva, Gestc
se moze u serumu primaocca osjetljivim metodama otkriti prisus-
tve hemaglutinina. Hemaglutinini su najbolje istraZeni u miSa,
jer H-2 lokus u misa determinira i stanifne antigene na eritro-
citima, pa se nakon transplantacije alogenog tkiva u miSa hema-
glutinini mogu smatrati detektorima transplantacijskih antige--

na .

U tom pogledu, u drugih specijes, uloga je hemaglutinina
u najmanju ruku nejasna. Tako se napr. u psa ne pokazuje nikalk-
va zavisnost izmedu stupnja histokompatibilnosti i pojave he-
maglutinina, nakon transplantacije alogenog kalema koZe ( Vla-
hovié i Vlahovié,1966.; Vliahovié i sur.,1965.). U Stakora,
prema naSim iskustvima , ne &ini se da intenzitet hema;cd‘.luﬁna—
cijske reakcije ovisi 0 histokompatibilnim razlikama medu

transplantaci jskim partperima ( Vlahovié i Rukavina, 1968.).
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Unato¢ nepoznatoj ulozi humoralnih antitijela u transplan-
tacijskom imunitetu potrebno je o njima voditi racuna, jer se
u sklopu reakcije na transplantirano tkive pojavljuju u serumu.
Ni facilitacijska uloga humoralnih antitijela nije do kraja ob-
ja8njena, a predstavlja vaZan paradoksan nalaz u sklopu razlici-

tih fenomena transplantaci jskog imunitata.

Imunokemi jskim svojstvima antitijela takoder treba obra-
titi odgovarajuéu paZnju, narocfito pri proucavanju transplanta-
cijskih reakcija u perinatalnoj dobi. Cini se, naime, da je
propustljivost placente barem djelomic¢no ovisna o fizikalno-
-kemi jskim svojstvima antitijela, o Cemu ¢e biti govora u dalj-

njem tekstu.

I 4. SAZRIJEVANJE IMUNOLOSKE REAKTIVNOSTI
U PERINATALNOJ DOBI

Na temelju brojnih eksperimentalnih podataka, cestoc se
naglaSava da je imunoloSka reaktivnost fetusa i  novorodenceta
nedostatna. Medutim, normalna se reaktivnost, ovisno o specljes,
uspostavlja u razlic¢ito vrijeme po rodenju. Kako je poznato da
limfaticke stanice i tkiva predstavljaju izvor svih oblika imu-
noloSke reaktivnosti, to je logidéno i pretpostaviti da se ona
razvija u skladu sa sazrijevanjem limfatickog aparata. Iako su,
u mnogih Zivotinjskih vrsta, neke temel jne karakteristike lim-
fatiCkog tkiva definitivno naznacene veé prije rodenja, ipak ne
moZe se govoriti o potpunoj funkcionalnoj razvijenosti imunoloS-

kog aparata, o Cemu postoje brojni dokazi.
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U piliéjem embrionu timus i Fabricijeva burza, prvi su
organi koji se ve¢ mogu identificirati kao limfatidko tkiwvo
( Papermaster i Good,1962.). Medutim, imunoloska zrelost u
ptica postizZe se tek oko 5-o0g tjedna starosti. Nadeno je, Sto-
vise, da postoji korelacija izmedu veliine slezene i sposob-

nosti ptica da produciraju antitijela ( Wolfe i sur.,1957.).

Timus je i u kunida prvi organ koji postaje limfoidan, a
tek zatim u tom smislu sazrijevaju slezena i periferni limfni
cvorovi. Timus ima znatan utjecaj i na ostalo limfatidko tkivo,
jer se timektomijom kuniéa, neposredno po okotu, sprijedava lim-
faticki razvoj slezene i limfnih &vorova ( Archer i sur.,1963.

a i 1963.b). StovisSe, kunidéi kojima je po okotu uklonjen timus
1 apendiks ( centralni limfaticki organi ), desto pokazuju Co-
ombs pcgitivnu anemiju, amiloidozu parenhimskih organa i obilne
nakupine plazma stanica u ostalom limfatilkom tkivu ( Good 1
Papermaster, 1964.), Sto karakterizira autoimuno oStedéenje.
Prema tome, timus i apendiks u kunida imaju vaZnu ulogu i u
prepoznavanju vlastitih struktura. Nakon stimulacije sa stranim
antigenom kuniéi pokazuju pironinofilijuy i razvoj plazma stani-
ca, tek pri koncu drugog +tjedna Zivota ( Bridges i sur.,1959.),
a reaktivnost odrasle zZivotinje dostignu sa 4 tjedna starosti.
za. razliku od kunidéa, u zamorleta je sposobnost produkcije hu-
moralnih antitijela prisutna neposredmo po rodenju, ali je in-
tenzitet produkcije, u odnosu na odraslu Zivotinju slabiji

( Bishop i Gump,1961.).
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Limfaticki aparat miSa, slidno kao i u drugih sisavaca,
postepeno se razvija jo§ u embrionalno doba. Prvo se razvi ja
timus, koji pokazuje limfatidku aktivnost oko l4-0g dana intra-
uterinog zivota, dok se limfni dvorovi i slezena organizira ju
u tom smislu tek nakon okota ( Ball i Auerbach,1960.). Uklanja-
nje timusa u miSa, Stakora i hrdka, neposredno nakon okota,
snazno utjece na razvo] imunoloSke kompetencije u smislu izazi-
vanja nespecifiéne imunoloske tolerancije na alogena tkiva

( Miller,1961.; Jankovié i sur.,1962.).

Imunoloska reaktivnost, na stimulaciju antigenom, slabo je
razvijena i u 1ljudskog novorodendeta. Karakteristidno je, medu-
tim, da je reaktivnost u nedonosSéeta jednaka kso i u donoSens
ceda. Ova Cinjenica mogla bi ukaziveti na vasnost faktora oko-
line. U toku prvih nekoliko tjedana Zivota novorodende postepe-
no nadoknaduje manjak u intenzitetu imunoloskog odgovora i pri-
bliZava se reaktivnosti odrasle osobet( Osborn i sur.,1952.a i
1952.b ). Sazrijevanje imunoloSkog odgovora moZda je prije
uzrokovano odvajanjem od zaStitne uloge prethodne sredine ( ute-
rus ), nego vremenskim sazrl jevanjem. Prema tome, i nedonodde
reagira sliéno kao donoSeno 8edo. Prva antitijela, koja se u
novorodenceta pojavljuju nakon stimulacije antigenon,pripada ju
Igh ili 195 &'-globulinima ( Smith,1960.; Fink i sur.,1962.).

ImunoloSka aktivnost na presadena alogena tkiva, u mnogih
zivotinjskih vrsta, sazrijeva tek nakon nekog vremena po okotu.
Puna sposobnost odbacivanja tudeg tkiva postiZfe se veéinom neko
liko tjedana nakon olota i usko Jeé povezana sa sposobnoddéu pro-

dukcije antitijela ( Good i Papermaster, 1964. ).
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Medutim, u nekih zivotinjskih vrsta, kao napr. ovce, i fetus je
sposoban da odbaci alokalem, pa Cak i majéin kalem, Sto ukazuje
na veé¢ razvijen aktivan imunoloski aparat ( Schinckel i Ferguson,
1953.). Egdahl ( 1957. ) je u fetusam kunida takoder dokazao
snaznu imunoloSku maktivnost na alokalem, 8to se sla¥e sa nalazom
Portera ( 1960. ), da Je u zadnjoj fagzi intrauterinog Zivota u
kunica, teSko izazvati toleranciju na alogene splenocite. T pored
toga , imuni odgovor kunida nije u ranoj postnatalnoj dobi na
nivou odrasle Zivotinje, narodito ne, ako se radi o slabijim

antigenima ( Ivanyi i Ivanyi, 1961.).

Mnogo slabiju imunoloSku reaktivnost na transplantirani
alokalem koZe pokazuju novookodeni Stakori, a u nekim se sluda-
Jevima moZe kalem 3ak i tolerirati ( Medawar i Woodruff, 1958.).
Hildemann i Haas( 1962.) postavili su hipotezu, prema kojoj
pojava imuniteta na alokalem koincidira sa pojavom melih limfo-
cita u cirkulaciji mladundeta. Ljudsko novorodende, bez obzira
da 1li je donoSeno ili nedonoseno, pokazuje dobro razvijenu imu-
nolosku sposobnost za odbacivanje alokalema koZe ( Fowler i sSur. ,
1960. ).

MoZe se istadi da je imunolodki odgovor na dlokiem, u
veéine Zivotinjskih vrsta, nedovoljno izra¥en nakon okota, te
da se radi o pojavi koja je paralelna sa drugim oblicima imu-
noloske nereaktivnosti ili lzmijenjene reaktivnosti u ovo] Zi-

votnoj dobi.
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I 5. IMUNOLOSKI ogNOSI TZMEPU MAJKE I
EDA

Jo§ uvijek nije dovoljno poznato Sire bioloSko znalenje
trudnoée u sisavaca, koje omoguéava majci da u svome organizmv
nosi djelomiéno genetski strano Cedo. Jedno se vrijeme smatralo
da je sam akt poroda istovjetan s odbacivanjem alokalema, no ta
je ideja napuStena kada se ustanovilo da trudnoca ima isti tok
u genetski Gstim sojevima Zivotinja. Za ovakav odnos lzmedu maj-
ke i 8eda izbjegava se rijel nereaktivnost, veé se u odmosu na
majd¢in imunoloski aparat govori o "imunolosSkoj inerciji®,. Taj
izraz oznatava oslabljeno djelovanje sistema Sto odrzava imu-
noloSku homeostazu jednog individua, nakon primjene imunoclos-
ke stimulacije ( Anderson,1965.). U ovom smislu fetus moZemo

smatrati alokalemom, koji se dobro tolerira.

7a ova]j fenomen "placentarna barijera'" nije, medutim,
adekvatno objasSnjenje; naime, i sama placenta dijelom je fetal-
nog porijekla . Placenta omoguéava fizicku odvojenost i1zmedu
majke i deda ( Lanmam i sur.,1962.). Fizicka odvojenost uz od-
vojene cirkulacije moZe imati ulogu, bilo u sprijeCavanju sen-
zibilizacije majke, bilo u zadtiti fetusa od postojedeg maj&inqg

imuniteta.

0d svih fetalnih stanica u krvotok majke mogu uéi samo
eritrociti, leukociti i stanice trofoblasta ( Billington ,1965.
Lanman i sur.,1962.). Ako izmedu majke i fetusa postoji inkom-
patibilnost krvnih grupa, ne samo s obzirom na Rh faktor, vel

i na ABO sistem ( Vlahovié i sur.,1968.; Lejeune,1962.), pla-
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centa ne mora predstavljati barijeru, jer antitijela stvorena

u majci mogu preé¢i u dedo i izazvati hemolitidku bolest.

Levcoueciti Ceda takoder mogu djelovati kao antigen i doves-
ti do izoimunizacije majke ( Lalezari i sur.,1960.). Zasad nije
poznat jedino primjer imunizacije sa stanicama trofoblasta

( Douglas i sur.,1959.; Galton,1960.). Galton je pokuSao teo-

retski objasniti ovu 8injenicu. Prema njemu, stanice sincieci j-
skog trofoblasta su haploidne i moZda sadrzavaju kromatin samo
majéinog porijekla. Prema tome, ovakve bi stanice bile kompati-

bilne i sa majkom i sa fetuson.

U nekim slucCajevima &ini se da placentarna barijera ipak
sprijecava ili bar bitno smanjuje prijenos nekih imunih fakto-
ra koji nastaju u reakcijama organizma na alokalem ( Lanman i
sur.,1962.). Pod tim se obidno podrazumi jevaju faktori $to
uzrokuju celularni imunitet, premda se mora modda misliti i ne

humoralna antitijela ( Stetson i Jensen,;1960.).

Ako i pored placentarne barijere stanice fetusa mogu pre-
laziti u majku, logidno je pretpostaviti da i stanice majﬁinog*
porijekla mogu prijedi u fetalni organizam-FPrema nekim podaci-
ma od stanica majéinog porijekla placentarnu barijeru prolaze
eritrociti ( Hansen i Fhillips,1949.) i leukociti ( McCarthy i
McDougall,1953.). Medutim, u pokusima na novookodenim stakorima
1 misSevima, utvrdena je i moguénost prijelaza imunokompetent-
nih stanica kroz plaventarnu bariieru ( Good i Papermaster,

1964.). Do slilnog nalaza doSao je i Billingham sa suradnicima
( 1965.).



Postojanje stranih imunokompetentnih stanica u mladunde-
tu, teoretski moZe dovesti do GVH reakcije,sto je od pusebnog
znacenja u humanoj medieini. Ako se, naime, u hemoliticko
bolesti GVH reakcija ne dogada prirodno, uvjeti za nen razvo ]
cesto se stwaraju umjetno, terapijskom intervenci jom, prilikom
eksangvinotransfuzije novorodendeta krvlju odraslih davalacs
( HaSek i sur.,1961.). Novorodende se tada nalazi u kriticno ]
fazl imunoloSkog razvoja, pa se zbog unosa imunokompetentnih
stanica odraslog individua, mora pretpogtaviti da mo%e nastat:
neka od ovih reakcija :

a) tolerancija, 3to je Lejeune i dokazao ( 1962.); b) imunitet
ili c¢) proliferacija imunokompetentnih stanica davaoca, u

reakci ji na antigene ¢eda ( GVH reakvija ).

lako 1 fetalni i novorodenalki organizam, u mnogih Zivoti-w.
skih vrsta, moZze sintetizirati serumske proteine, ipak je u
Serumu teSko dokazati imunoglobuline u znatnijim kolidinama.
StoviSe, Sinjenica je da se pasivna imunolofka zadtits novorc
denCeta moZe, u periodu od imunolodke nereaktivnosti do pune
reaktivnosti, osigurati prijenosom g-glnbulina. koji sadrza-
vaju antvitijela. Ovaj sc prijenos odvija kroz razne epiteli-
Jalne barijere. Medu ovim epitelijalnim barijerama najzna

Cajnije su placenta i crijevna sluznica.

Prijenos imunoglobulina iz majke u &edo odvija se bilo
u kasnom fetalnom ili ranom neonatalnom priodu, a u nekih Zi-
votinjskih vrsta kroz Citavo vrijeme intrauterinog i ranog

pestnatalnog Zivota. Tako novorodendad goveda . i svinja uopdée
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ne sadrzavaju imunoglobuline, jer oni u toku fetalnog Zivota
ne prolaze placentarnn barijeru. Medutim, u koloatrumu ih na-
lazimo u velikim kolidinama, a buduéi da je sluznica probav-
nog trakta novorodenCeta vrlo permeabilna, ona omoguéava njihov
prijenos u krvotok ( Hansen i Phillips, 1949.; McCarthy i
McDougall,1953.).

U misa i Stakora imunoglobulini se prije porodaja prenosc
putem ZumanjCane vreée, amnionske tekuéine i crijevne sluznice
fetusa. Apsorpcija imunoglobulina kroz probavni trakt nastav-
lja se i nakon okota, jer ih sluznica crijeva propusta sve do
15-0g ili 2l1-o0g dana Zivota. Na apsorpciju, medutim, znatno
utjecu kortikosteroidi, pod &ijim se djelovanjem prijenos moze

1 ranije prekinuti ( Good i Papermaster,1964.; Brambell,1961.).

U ¢covjeka nivo ﬂ“—glﬂbulina, u vrijeme rodenja, ¢ak je i
nesto ve¢i nego u majke, jer je za njih placenta permeabilna.
Medutim, imunoglobulini se putem majdinog mlijeka ne mogu pre-
nositi, jer ih sluznica crijeva ne propusta ( Good i Paperma-

ster, 1964.; i Vahlquist,1958.).

Osim toga, preko placente se ne mogu prencsiti sve vrste
antimijela Placentarna barijera propusta, naime, neka antitije-
la, Sto ovisi o velifini molekule antitijela, pa se placentar-
na barijera moZe u neku ruku smatrati "molekularnim sitom".

U vecini Zivotinjskih vrsta, kao i u covjeka, preko placentarne
barijere prolaze uglavnom antitijela 75 tipa, dok antitijela
195 tipa ne prolaze, ili pak prolaze samo u minimalnim kolici-

nama ( Good i Papermaster, 1964.).
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Prema iznesenom, ¢ini se da postoji dosta specifidénosti
u imunologkoj reaktivnosti mladog organizma u perinatalno
dobi. Ova sc¢ specificnost ne moZe objasniti samo sazrijevanjem
imunoloskog aparata, veé se mora uzeti u obzir i poseban polo-
zaj mladunc¢ecta w ovoj Zivotnoj dobi. Mladunde se, naime, raz-
vija u zrelom organizmu sposobnom za punu imunoloSku reaktiv-
nost, a kontakt fetusa s njim vrlo je blizak. Preko placente
vrél se obostrano ziva izmjena tvari, ponekad i stanica, Stc
sve moZe znatno utjecati na imunoloSku reaktivnost i majke

i Ceda.,

SVEUCILISNA jou 13
BRI NN



11 OBRAZLOZENIE TEME




Poznato je, kako je to u Opéem dijelu i navedeno, da ge
u perinatalnoj dobi mogu o&itovati posebni oblici transplanta--
cijske reaktivnosti, koji se kasnije v Zivotu viSe nikada ne
susrecu. Medu njima posebno mjesto zauzimaju aktivno stedena

imunolosSka tolerancija i bolest kr¥ljanja.

Buduéi da se u ovoj Zivotnoj dobi mladunde odvaja od maf
ke, moZze se smatrati da je period adaptacije mladundetz na ur-
jete vanjske sredine upravo kritidan za manifestaciju specific
nih oblika reaktivnosti, pa tako i imunoloSke, te posebno ro-
aktivnosti na transplantacijske stimule. Znamo da mladunde, u
najranijoj fazi samostalnog Zivota, koristi imunoloSku zadti-
tu naslijedenu od majke. Moglo se pretpostaviti stoga, da ni
prethodno steCenli transplantacijski imunitet ma jke nece osta--
1 bez utjecaja na imunoloSku reaktivnost Seda, prema trans-
plantaci jskim antigenima. U tom pogledu valjalo se posebno os-
vrnuti na moguénost prijenoda transplantacijskog imuniteta s
majke na cedo kako u pogledu celularnog, tako i humoralro,; Jrma-
niteta, jer se i jedan i drugi oblik imuniteta javljaju kao

elementi reakcije na transplantacijske stimule.

U pokusima smo upotrijebili genetski nesrodne Stakore,
da bi izbjegli ujednaene odnose histokompatibilnosti i da b
cksperimentalne uvjete, u tom smislu, Sto viSe pribliZili UV 6=

tima koji vladaju u ljudskoj populaciji.
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Za, transplantaci jski stimulus mladunadi odabrali smo sple-
nocite oca, a majke smo, u razlidito vrijeme prije okota, od-
nosno parenja, stimulirali tkivima iste Zivotinje, tj. oca
buduc¢eg mladunéeta. Injiciranjem novookodene  mladundadi sple-
nocitima oca htjeli smo izazvati specifidnu imunolosku toleran-
ciju 1 bolest krzljanja. Prethodnom imunizacijom majki na tki-
va oca htjeli smo specifiéno imunizirati majke i pratiti utje-

ca] takve imunizacije na imunolosku reaktivnost mladundeta.

Mladuncad smo konac¢no testirali roditeljskim kalemima i
odredivali smo im hemaglutinaci jsku aktivnost prema eritroci-

tima roditelja.

4bog svega navedenog eksperimente smo izveli u dva dijela.
Prvo je izvrSena analiza bolesti krZljanja u uvjetima genetski
nesrodil¥® populacije Stakora. U drugom dijelu pokusa istraZiva-
ne su mogucnosti prijenosa transplantacijskog imuniteta sa maj-
ke na cedo, pri Cemu je narolita paZnja poklonjena vremenu prim-
jene transplantacijskog stimula ( prije ili u toku graviditeta )s

na zenku.
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1%3 X MATERIJAL I METODE
IIT l.A. Pokusne Zivotinje

U pokusima smo upotrijebili genetski nesrodne albino
Stakore soja Y, iz vlastitog laboratorijskog uzgoja Zavoda za
fiziologiju. Stakorska koloni ja razvija se kao zatvorena po-
pulacija, Sto je u ovakvom radu od posebne vaZnosti. Swkori
dobijaju standardnu prehranu ( keksi, proizvod" Vesterum"
Zavoda -Kalinovica ), a posebno s@ dohranjuju zelenjem, mrk-
vom, kvascem i svjeZom govedom jetrom. Zivotinje se stavljaju
na rasplod po principu slucéajnog izbora, bez obzira na srod-
nost. zZbog toga, kao i zbog zatvorenocg tipa kolonije, mogu se
dobiti kombinacije Stakora koji mogu biti genetski ( obzirom
na gene koji odreduju histokompatibilnost ) vrlo slidni, ali
i vrlo razliditi. Stakori su podijeljeni po spolu u odvojene
kaveze. U jednmm kavezu nalazi se prosjetno 6 Zivotinja. U
pokusima sa novorodenim Stakorima uz majku se nalazilo 5 do
1l mladih, Sto je ovisilo o vrsti pokusa i dobi mladih u vri-

jeme pokusa.

FII LB Anestezi ja

Od anestetika upotrebljavali smo kloral-hidrat ( Chlo-
rali hydras " Medika"), kao 3,6 % otopinu, u dozi od 1 ml/100
g. tjelesne teZine Stakora i eter ( Aether ad narcosin "Lek").
Kloralhidrat se injicira intraperitonealno. Vrlo je pogodan,

Jer u ovoj dozi ne pokazuje toksifne efekte. Kloralhidrat smoc
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upotrebvl javali kao anestetik prilikom kalemljenja odraslih
Zzivotinja. Da bi izbjegli eventualne incidente, kod stavlja-
nja kalema na mlade Zivotinje, . upotrebl javali smo etersku
narkozu, jer se ona lakSe kontrolira. Eter smo upotrebl javali

1 kod vadenja krvi za seroloske pretrage.

I1T 1. O, Presadivanje koZnog

kalema

Presadivanje koZnog kalema, upotrebl javali smo za
oejenjivanje stupnja histokompatibilnosti transplantaci jskih
partiara. Stavljali smo ortotopni kalem koze, tj. kalem koji
Se uSije na antomski analogno mjesto na drugoj Zivotinji. Upo-
trebljavali smo metodu kalema pune debljine / "full thickness

graft" - angloamerifkih autora / ( Billingham,1961.a).

KoZa sisavaca gradena je od viSe slojeva : a) epider-
mis sa svojim privjescima ( dlake i %1ijezde )y, b) dermis ili
korijum sa brojnim kolagenim vlaknima. Granica izmedu ova dva
sloja je neravna, sa brojnim izboCenjima i udubl jenjima, ko ja
Su medusobno kongruentna. Izmedu koZe i prileZeéih dijelova
nalazi se c¢) fascisa super-ficialis. Ona nije homogena, jer
g8e 1lzmedu njenih vldkana nalazi jedan ili viSe slojeva masnog
tkiva - paﬁniculua adiposus, a ispod njega i u intimnom kon-
taktu sa njim nalazi se sloj popredno prugastih misiéa- pan-
nieulus carnosus. Neposredno iznad panniculus carnosus-a na-
lazi se sloj krvnih Zila, kojem treba posvetiti posebnu paz-

nju prilikom uklanjanja kalema sa davaoca i pripremanja leZi&-
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ta za kalem na primaocu. Prije uzimanja kalema anesteziranog
Stakora-davaoca se prethodno pripremi tako da se dlake grubo
odstrane Skarama, koZa nasapuna i izbrije Ziletom. Operativ-
no polje premaZe se 70 % alkoholom i uz upotrebu sterilnog
instrumentarija na koZi davaoca se omedi kvadrat velidine

2 x 2 em ( kod mladih Z¥ivotinja 1,5 x 1,5 cm ) i dublje zasi-
jede na lijevom donjem rubu., Malom kirurSkom pincetom prihvati
se tako pripremljeni donji rub i "tupo" se ispreparira sloj
koji leZi neposredno iznad panniculus carnosus-a, pri ¢emu
posebno treba paziti da krvne Zile ostanu neozlijedene. Kozni
odsjeak de odvoji od podloge i stavi u sterilnu zdjelicu sa
fiziologkom otopinom. Istim se postupkom pripremi i primalac,
pa se kalem davaoca prenese u priredeno leziSte na primaocu,
koje je iste velicine kao i kalem. Kalem se okrene za 180D,
da bi se, u sludaju duljeg preZivljavanja, laksSe pratila sud-
bina presadenog kalema, jer dlaka na kalemu raste suprotno od
smjera rasta dlake primaoca. Nakon Sto se kalemkozmetskl adap-
tira, pridvrsti se uz rubove leZista sa osam Savova ( 4 Sva
na uglovima, a 4 na sredini svake strane ). Obicno se kalem
postavlja na lateralnu stijenku grudnog kosSa, jer rebra 1
ledne kosti predstavljaju &vrstu podlogu. Mamarne i torakalne
arterije i njihovi ogranci dobro opskrbljuju kalem krvlju, a
osigurana je i aksilarna venska i limfna drenazZa. Na kalem

se stavi sterilna gaza premazana sa 10 % ung. sulphatiasoli, a
grudni kod se uvije u leukoplast, &ime se postiZe dovoljan
pritisak kalema na leZiSte i sprijedava naknadne traumatiza-

cija. Leukoplast ne smije ometati pokrete grudnog kosa u toku




respiracije.

Kada nema komplikacija ( loSa tehnika, infekcija itd.),
K.alem se prihvati per primam intenfionem. Krvne Zile brze
urastavaju iz leZiSta u kalem , tako da je 4-og dana presa-
dena koZa obilno vaskularizirana ( Converse i Rapaport,1956.).
Leukoplast i zavoji skidaju se T-og dana, a stanje kalema
pratli se svakodnevno makroskopski. Ocjenjuje se boja, elas-

tic¢nost, mekodéa i eventualni rast dlake.

Odbacivanje alogenog kalema koZe moZe biti akutno ili kro-
nicno, Sto ovisi o vidle faktora ( Barnes i Krohn,1957.):1/
genetskih ili antigenih razlika davaoca i primaoca, 2/ veli-
cine koZnog kalema i 3/ eventualne prethodne senzibilizaci je

primaocca sa antigenima davaoca.

Reakcl ja akutnog odbacivanja kalema pracena je snaZnom
upalnom infiltracijom ( Eichwald i sur.,1966.). KocZa postaje
edematozna, a zatim joj se promijeni boja od svijetloruZilas-
te prema Zuckastoj, smedoj i katkada crnoj. Kalem gubi elas-
ticnost, a zatim mekodéu, dok se na kraju ne pretvori u tvrdu
krustu. Stvaranje tvrde kruste, u ovakvom tipu reakcije, uzi-
mali smo kao kriterij za odbacivanje kalema. U pokusima sa
prethiednen senzibilizacijom primoaca, na tkivo davaoca, dola-

zilo je Cesto do burne reakcije sa liziranjem kalema.

Reakei ju kroni¢nog odbacivanja kalema mnogo je teZe eg-
zaktno kontrolirati i odrediti tafan dan konadnog odbacivanja
( Billingham i Parkes,1955.). Kalem se postepenc podme smanji-

vati, epidermis se stanjuje, oslabi mu veza sa dermisom, dola-
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zl do involucije privjesaka kcZe ! dlake ne rastu, iako so
kalem dugo drZi ), a pri kraju pojave se brazgotine noafaj..
nije smanjenje kalema i vojavu brazgotina, uzimali smo u

svim reakci jama oveg tipa kao kriterij za odbacivanje.

N G iy 8 Pripremanje suspenzije

splenocita

Zive nukleirane stanice slezene upotrebljavali smo
za lzazivanje tolerancije, odnosno, bolesti krzljanja. Ane-
stezlranom davaocu, kroz uzduZno otvoren abdomen, uzimali
smo nesSto vise od pola slezene. Cijelu slezenu nismo ugim=l-
da bl sprijecili pojavu bartoneloze. Ostatak clezene suturi-
ra se 8a 2 sva i takoe sprijedi krvarenje. Izvadeni dio slene-~
ne skarama se izreZe na vedi broj komadida i stavi na metal-
nu mrezicu, koja je uronjena u Ringerovu rastopinu, puferiranu
Sa rosfTatnim puferom ( Billingham,1961.b). pH rastopine iznc-
81 oko T7,6. Sa porcelanskim tulkom tkivo slezene sc protisku-
je kroz mreZicu, te pojedinadne Stanice, kao i nakupine sia--
nica, prolaze u rastopinu, a na mrefici ostaje uglavnom ve-
zivno tkivo. Suspenzija stanica se zatinm prostrcava kroz i-
njekcione igle od broja 1 do broja 20, pri Semu se potpuno
razbljaju nakupine stanica. Tako se dobije suspenzija poje-
dinacnih stanica. Suspenzi iu se, centrifugiré 3 minute na
1500 okretaja ( cenbvifuga Eelezniki, tip LCU-72 ), superna-
tant se odbaci, a sedimentu se ponovno doda puferirana Rin-

gerova rastopina, pa se ovaj postupak ponovi jos dva puta.
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Sediment se konadno razrijedi u 1 - 2 ml puferirane Ringero-
ve rastopine, dobro promijeSa, da se dobije jednolidna sus-
penzija i odredi broj stanica u jednom mlﬂ Broj staniva odre-
divali smo standardnim hemocitometri jskim postupkom, tj.

brojali smo obojene nukleirane elemente.

Broj injiciranih stanica kretao se od 4,0 do 150
milijuna, u volumenu od 0,2 ml otopine. Kontrolne smo Zivo-

tinje injicirali sa 0,2 ml puferirane Ringercve rastopine.

ITI 1.E. Nacin injiciranja stanica

Novorodene Stakore injicirali smo intraperitonealno,
po metodi Simonsen - Jensen-a ( 1959.), unutar 48 sati PO
Okotu. Suspenziju stanica navukli smo u tuberkulinsku Spri-
cu kroz injekcionu iglu br.20. Igla se provude kroz muskula-
turu pektoralne regije i uvodi prema abdoemenu, neposredno
1spod koZe. KoZa novorodendeta je prozirna, pa Se ovaj nos-
tupak lako kontrolira ockom. Kada vrSak igle prode donji rub
Jetre, probije se sloj abdominalnih miSida i sadrzaj injici-
ra u peritonealnu Supljinu. Igla se paZljivo izvuée, a ulan-
no mjesto lagano komprimira. Migiéi zatvore prolaz koji je
nac¢inila igla, pa se praktidki ne izgubi nista od injiviranog

volumena.
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111 L1L.F. Odredivanije vijabilnosti

stanica

Buduéi da opisani postupak pripremanja stanica dovodi
do mehanidkih oStedenja, pa i ugibajae, 1zvjesnog broja staniCa,
cdredivali smo uvijek i postotak prezivjelih stanica, meto-
dom ekskluzije boje ( Schreck, 1958.). Upotrebljavali smo
0,2 % eozina ( Eozinum flavum * Kemika " ) u fizioloskoj
rastopini. Finalnu suspenziju splenocita za injiciranje,
navude se u eritrocitni melanZer do oznake 1, a 0,2 % oto-
pinu eozina do oznake 101, te se mijeSa tatno 3 minute.
liakon toga se jedna kap stavi na mreficu hemecitometra 1
odredi broj stanica, koje su primile crvenu bo ju. Te stanl-

ce smatramo "mrtvim", a njihov broj se kretac u rasponu od

35 - 45 %.

III 1. Gs Test hemaglutinacije( Metoda sa dekstranom )

Bududi da se transplantacijom koZe 1li drugog tkiva
mo¥e u Serumu primacca izazvatl hemaglutinine protiv eri-
trocita davacca ( Gorer i Boyse,1959.b; 1 Vlahovié 1 sur.,
1965.), primjenili smo test hemaglutinacije. Detekcija he-
maglutinina, medutim, Sesto ovisi ¢ osjetljivesti upotreb-
1jene metcde. Zato je predloZen &itav niz testova ( PVP,
sinergistidki test itd.), u kojima se primjenjuju tvari koje

wolakdavaju" hemaglutinaciju. Jedna od tih tvari je 1
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dekstran. kojega smo i mi primijenili » “estu olakeane nemaglu-
tinacije. Upctreblinvali emo serolofku mikrometodu ( Lubinste~
in i sur.,1964,). sc 2 % deckstrana ( "Intradex" salt free,
Glaxo Lab. .Greenford,lingland mol.te¥. _3%.0C0 ) u fiziolodko]
rastopini i ¢ % hovirnim gerum albuminom ! T3A , Fatty acid poo
B grade, "Calbiochem") w fizioloSkc] rasiopini. Za 6 % ractopt
nu BSA odlulili eno ge zbog togw, Sto je loncentracija prot@in~

u serumu oke 7 %, pe wadn se vrave vazrijelenja ispitivanog oo -

=l

ruma u BSA, onda se praktidki konecentraci iz hjelanCevina nedc
mijenjati, Sto je takoder poveljno wa manifesviranje vidlii-
reakci je kompleksa arntigen-antitijelo.

-
-

U kontrolnom nokusu aglutineeije eritreoitc stekora, bhez
imunog seruma, ¢ ﬁ dekstran 1 6 % BSA. meksimalne su koncentra-
cije ovih rastoving,; koje joS ne dajv "lazae" pozitivne rczul-

tate( sljepljiivanje eritrocita i stvaranjie rulo formacija ).

Test se izvodi u seriji staklenih epruvena ( 50 x 4 pm ).,
Prve dvije epruvete su kontrolne ( bez isnitivanog ceruma ),
treda ima rerazvi jedeni ispitivani serum. & ostale progrezivaa
razrijedenia iepitivanoyg seruma u 3BIA { ac razrijedenja 1 : ?WEJ
U sve epruvete, osim u tredu, stavi se 1 volumen 6 %  BSA.

o jedan voluwsn iepisivanog seruma stavi use u tredéu i Cetvriu

d

il P

epruvetu. 1z Cetvrie epruvete, nualon Ato se nromijesa sadiriaj,
uzme €8 1 volumen i prehaci v slijededu crmevsetu. Ovaj se pootue-
pek dalje ponavljn GO decete epruvete 1 tako g2 prireds progie-
sivna razrijcdenja ignitivanog serauna v 5SCA. Zatim se u svaku

epruvetu doda vo 1 wvclummi dio a) 2 % rustopine dekstrana, b)
i 7

fizioloSke rectopine i ¢) 2 9 puspenziie erivrocita u fiziclefkoy
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rastopini. Tako svaka epruveta ima 4 volumne jedinice .. Epru-
vete se paZzljivo promucakaju 1 stave u termostat na 375 Oy
kroz 1 sat. Nakon inkubacije, sadrZaj se iz epruvete stavlja
na predmetno stakalce i reakcija ocitava pod mikroskopom

( povedanje 50 x ). Rezultate smo ocjenjivali prema kriteriju

koji je opisan kod Rubinsteina i sur. ( 1964.).
LEL LB Odvajanje seruma

Stakoru w povrsnoj eterskoj narkozi, Skarama se odsije-
e vriak repa i pusti krv da slobodno kapa u sterilnu epruvetu
od 10 ml. Epruveta se ostavi - jedan do dva sata na sobnoj tem-
peraturi. Koagulum se odvoji od stijenki epruvete sterilnim
staklenim Stapidem, a zatim centrifugira 5 minuta na 1500 ok-
retaja. Tako odvojeni serum prebacl se u sercloSke epruvetice.
Serum se do konadne upotrebe pohrani u hladioniku, na tempera-

turi od oko - 25° @,

IIT 1.H. Statistidke metode

U obradi rezultata upotrebljavali smo slijedede statis-
tidke metode : "Student-ov" t-test, -probit regresiju 1 izracu-

navanje koeficienta korelacije.

78 odredivanje srednjeg vremena preZivljavanja koZnog
kalema ( median survival times - angloamericCkih autora ) upo-

trebljavali smo metodu probit regresije, koju su predlozili
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Billingham i sur. ( 1954.b). Cilj je metode pretvaranje sig-
moidne krivulje odbacivanja kalema u pravac i smanjivanje ut-
jecaja ekstremnih vrijednosti, na srednju vrijednost. Mi smo
primjenili postupak opisan u "Biological Standardization”

( Bum i sur.,1952.).

JednadZzbu pravca rafunali smo prema formuli

y=§'+b(x"§)a

Median vremena preZivljavanja ( m ) dobije se na slijedeéi na-
cin. 3
2 - ¥

b

Standardnu devijaciju predstavlja reciprocna vrijednost cd b

m= X +

pri ¢emu je b koeficipnt regresije, a dobije se iz jednadZbe

s XY

OXX

Uporedivanje dviju grupa vrsili smo “8tudent-ovim"
t-testom ( Fisher,1958.;Petz,1964.), a umjesto aritmetickih
sredina unosili smo vrijednosti mediana izradunatog probit

regresijom.

Koeficijent korelacije racunali smo prema metodi ne-

grupiranih rezultata ( Petz,1964.),
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p = Nexy - (2x)(2y)

L w AR R R paees e e s TP L R - s drd Wi

I mEIxP- (02 mEyP-(5 ¥

a linearni pravac korelacije prema jednadZbi ( Vranié - Serdar,
1960.) ,

y'= ax + b.

pri ¢emu je :

3 g

lxy - Riy
ad = — e

= 2 -

> x° - X/ x

b=§—ﬂ£-

KO&d nekih rezultata, koje nismo usporedivali statistic-
kim metodama, umjestc aritmetilke sredine prikazan je polozaj

centralne vrijednosti ( medijan ) uz raspon rezultata.




- A7 -
III 2. ANALIZA HOMOLOGNE BOLESTI

LIL @ & Materijal i metode

U ovim pokusima upotrijebili smo mladuncad iz 13 legala.
Broj mladih u jednom leglu kretac se izmedu 5 i 11. Unutar 48
sati po okotu mladim su injicirani intraperitonealno splenociti-
ma odraslog muZjaka ( Ptarosti 4 - 5 mjeseci ). Jedan Stakor
uvijek je bio davalac splenocita za svu mladuncad u leglu. Kon-
j trolnim Zivotinjama injicirali smo isti volumen ( 0,2 ml ) pufe-
rirane Ringerove rastopine. Nakon injiciranja pradena je tjeles-
na te¥ina mladih i njihov kliniéki izgled. U prva dva tjedna mla-
di su vageni svaki drugi den, a nakon toga svaka 3 - 4 dana. Zi-
votinje koje su pokazivale znakove bqlesti krzljanja vagane su
svakodnevno, da bi se utvrdila njihova teZina neposredno prije

ugibanja.

Registrirana je svaka promjens u opéem izgledu oboljellh

Zivotinja i praden je razvoj bolesti.

I1L 2« Bs Rezultati

Opéi pregled rezultata injiciranja novorodenih Stakora
splenocitima prikazuje Tablica I. Mladuncad je prikazana po leg-
lima, jer je svako leglo irjicirano stanicama samo jednog davaoca.
U svakom leglu, osim u leglu br. 2, nekoliko je mladih injicira-
no puferiranom .3ingerovom rastopinom ( kolona 4.). Doze injici-
ranih splenocita kretale su se u rasponu od 4 - 150 milijuna

stanica. Broj injiciranih stanica znatno je varirao kako izmedu
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TABLICA 1

USINAEL INTRAPERITCNEALNE INJEKCIJE ALOGENTH SPLENOCITA
U NOVOOKOCENE STAKORE

gy - —— - -

1 i) N T E—— 7 DL - . -
Leglo Bro ] Starcst kod Injicirani :Lim@mmmwmwmm11:|MWIlumwwmmmmmmmwwnlt 111111111
brojnovorcdenih injiciranja sa puferom Bro] Raspon Rana  Broj Doze koje su
" Broj " ipjiciranih doze smrt krzljavih izazvale krz-
irgjiciranih ljanje
L o / @ani / . /u_milijuyy /v wmilijunima/
1 11 1 3 5 T 1 8 =
2 9 /1 0 3 10 - 53 O 5 16,2x21 ,26,53
3 11 /1 2 9 10 - 51 3 2 2x21
4 7 1 mx 5 20 - 39 O 2 2%x39
5 9 i/ 2 2 7 4 - 27 2 O — -
6 10 Vil | 3 1 12 - 20 O 4 14,18,2x20
T 5 £ 2 1 4 27 - 59 O 4 27 ,2%x54,59
8 10 1 3 1 3/ =53 =2 o -
9 10 1 3 | 34 - 68 O 0 -
10 9 M 1 3 6 61 2 1 6l
& | 10 1 3 i 1T = 35 1 2 2x35
12 ' 1 2 2 5 15 =110 O 3 55,2x110
13 10 1 W 2 3 7 75 =150 O 5 75,4x%x150
UKUFNO : 113 R 88 4 - 150 12 29 8 - 150

X = rana smrt

I

XX

cporavak od krzljanja
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legala, tako i unutar pojedinog legla. 0d 88 Stakora injiciranih
splenocitima 12 je uginult unutar prva 4 dana po okotu ( 13 % ),
dok su od 30 kontrolnih ( injiciranih Ringerovom rastopinom )
uginula 2 ( 7 % ). TeSko je vjerovati, da bi se ova rana smrt
mogla pripiisati nekom specifiénom mehanizmu. Stoga, ako takve
Zivotinje ( kolona 7. ) iskljuéimo iz ukupnog broja Stakora inji-
ciranih splenocitima ( kolona 5,), onda je od bolesti krzljanja
obolilo 29 Stakora ili oko 38 % ( kolona 8.). Ringerovom rastopi”
nom injicirano je ukupno 30 novookoéenih Stakora ( kolona 4.).

Ni u jednom slulaju nije primijeéena bolest krzljanja, ako se
iskljude 2 sludaja rane smrti ( legla 1 i 5 ). Doze stanica koje
su izavale krZljanje prikazane su u koloni 9. Najmanja doza koja
je izazvala bolest kr¥ljanja, iznosi 8 milijuna splenccita. U
mnogim leglima maksimalne doze nisu dovele do krZljanja ( napr.
legla 1 1 3 ), dok su i viSestruko manje doze dovele do razvoja
bolesti. U leglima 8 i 9 od 14 mladih injiciranih sa relativno
visokim dozame stanica ( 34 - 68 milijuna ) niti jedan ne pokazn
je znakove bolesti. Dva Stakora iz legla 2 i 6 ( injicirana sa
53, odnosno 20 milijuna splenocita ), nakon poéetnog razvoja
bolesti ne zavrdavaju letalno, veé se oporavljaju 1 kasnije poka-

zuju normalan klinicki izgled.

Tablica II pokazuje utjecaj doze splenocita na uCestalost
bolesti i vrijeme ugibanja. Postotak krZljavih pri razliditom
broju injiciranih stanica znatno se razlikuje i poveéava se uz
porast doze do oko 25 milijuna stanica. Pri daljnjem povecavanju
broja injiciranih splenacita, medutim, ne zapaZa se nikakva pra-

vilnost u kretanju postotka oboljelih.



TABLICA I1

UTJECAJ DOZE SPLENOCITA NA UCESTALOST BOLESTI KRZLJANJA I VRIJEME
UGIBANJIA

=

BROJ BROJ BROJ 7o POJAVLJIVANJE DAN TRAJAN B
INJICIRANIH INJICIRANJE KRZLJAVIH KRZLJAVIH PRVIH SIMPTOMA UGIBANJA BOLESTI

st

STANICL  NOVCROGDERCADIL

/u milijun./ / dani / / dani /
4 - 10 Bl a2y 1 12,5 3 14 6
11 = 15 5 ¢ 3 1 1 20 11 18 7
_ 16 -20 11 ({7) 4" 36 13,15,23,15%  17,20,31  4,5,8
21 - 25 g [ 5 ) 4 50 8,12,15,20 13,16,27,30 %5;4,12,10
26 - 30 3 (3) 2 25 13,23 22433 9,10
A 31 -40 13 (7)) 4 30 2x13,14,18 18,2021,27 5,2x7,9
51 - 60 16 { 6 ) 5 31 2x13,16,17,27 2x19,22,24 3x6,7
61..- 75 I3l 3) 2 15 16,17 24,27 8,10
_ 110 - 150 6 ( 2 )} 6 100 A%12,2%x17 17,3%18,20,25 5,33%6,3,8
. Raspon : 8 - 27 13 = 33 § =~ 1P i
Medi jan : 14 20 6

x = cporavak cd krzljanja

XX brcj legala




” 51 -

Izuzetak &ine vrlo viscke doze injiciranih splenocita ( 110 -
- 150 milijuna ) kod kojih su svi injicirani Stakori oboljell 1
uginuli. Uz broj injicirane novorodendadi, pri odredenim dozama
stanica, prikazan je i broj legala iz kojih poticu mladi. Na
Tablici I bilo je vidljivo, da u nekim leglima ni relativno vi-
soke doze ponekad ne dovede do razvoja bolesti. Naprotiv, ako se
uzmu u obzir ( kao na Tablici II ) mladi iz svih legala, onda
vidimo, da se nakon injiciranja bilo kojeg broja stanica bolest

ipak pojavljuje u nekom postotku.

U posljednje tri kolone Tabliée II prikazano je pojavljiva
nje prvih simptoma bolesti, dani ugibanja, i periodi od pojave
prvih simptoma do letalnog ishoda, tj. klini¢ko trajanje boles-
pvis 9

Iz Tablice II vidi se da trajanje bolesti nije u direktnom
odnosu sa dozom injiciranih stanica. Slika je prilicéno Sarolika,
a neSto je ujednalenija tek kod vrlo visokog broja stanica

( 110 - 150 milijuna )

Slika br.l prikazuje kretanje tjelesnih tezina .stakora inji-
ciranih puferom i injiciranih stanicama. Iz grupe injiciranib
stanicama posebno su izdvojeni Stakori koji su pakazall znakove
bolesti kr¥Zljenja, pa je prikazana njihova tjelesna teZina sam.
na dan ugibanja. Kontrolni Stakori ( injicirani puferiranom
Ringerovom otopinom ) pokazuju brZi prirast tjelesne tezine cak
i u odnosu na Stakore injicirane stanicama, koji nisu pokazalil
znakove bolesti. Stakori koji su oboljeli od bolesti kriljanja,
desto su, neposredno pred ugibanje, viSestruko zaostajali po te-

Zini iza obiju grupa injiciranih Stakora.
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Slika 1. Utjecaj injekcije alogenih splenocita
na tjelesnu teZinu novorodenih sStako-

I'a .

Osim zaostajanja prirasta tjelesne teZine izraZeno
ie i zaostajanje u rastu oboljelih Zivotinja. To se najbolje vi-
di ako se oboljela Zivotinja uporedi sa injiciranom iste staros-
ti, ali bez znakova krZljanja ( Slika 2. ). Sto je Zivotinja
ranije obolila od bolesti krZljanja, to je vele zaostajanje u

rastu.




s1ika 2. Zaostajanje u rastu i kozne promjene u Stakora
oboljelog od bolestl krzljanja. Desno je injici=
rani Stakor iz istog legla, bez znakova boles-
ti.

Na slici br. 3 prikazana su Sa 1ijeve strane
mjerila tri $takora 1z 18t0g legla u razliditim fazama bolesti.
Najmanji je poceo najprije krzljati, pa je njegovo zaostajanje
u rastu izrazitije u odnosu na druga dva oboljela. Sa desne stra-
ne mjerila prikazan je stakor iz istog legla, koji Je injiciran

stanicama, ali ne pokazuje znakove oboljeirja.



Slika 3. Prikazana su tri Stakora iz istog legla, u
razliéitim fazama bolesti. Desno je injici-
rani Stakor, iz istog legla, bez znakova

bolesti.

U kontroli  razvoja bolesti krZljanja vaznu
ulogu igra pradenje klinifke slike. Prve se praomjene javljaju
na ko#zi i podinju iza uski. KoZa postaje sve tanja, ﬁaana 1
vremenom slidna pergamentu. Cesto dolazi i do ispadanja dlaka.
Uporedov nastaje eritem na uSkama i prednjim stranama nogu. Na-
kon par dana prevalira eksfolijacija, koja se sa tih mjesta Si-
ri po 8itavom tijelu, posebno abdomenu. Pojavljuju se i kruste

( hiperkeratoza ), koje imobiliziraju ckstremitete ( slik®& 4. ).



S1ika 4. Promjene na koZi abdomena, ekstremiteta
i repa u 3takora oboljelog cd bolestl
krzljenja. Desno je injicirani stakor

iz istog legla, bez znakova bolesti.

Prvi se simptomi bolesti ( Tablica II ) javljaju
izmedu 8 i 27-og dana starosti sa medijanom od 14 dana. 7ivo-
tinje koje pokazuju simptome bolestl ugibaju pri gtarosti od
13 - 33 dana, sa medijanom od 20 dana. Medijan trajanja boles-

ti iznosi 6 dana, a raspon 3 - 12 dana.




Slika br. 5 prikazuje odnos izmedu pojave prvih simpto-
me 1 trajanja bolesti. Postoji statisticki zanacdajna korelaci ja
izmedu ovih velidina ( r = + 0,48 ; p / 0,02 ). Sto bolest u
injiciranoj Zivotinji pocéne kasnije, ako se ocjenjuje pojavoem

prvih vidljivih simptoma, to ée njenc trajanje biti duZe.

~

r=+0,48
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Slika 5. 0dnos izmedu trajanja bolesti i pojave
L "

prvih simptoma krzljanja.
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TTY 2. 0. Diskusija

Homologna bolest detaljno se proudavala na genetski
distim sojevima miSeva 1 Stokora. Obzirom da su genetski odno-
si u tokvim kombinacijama definirani 1 ujednadeni, vecina pro-
matranih parametara bolesti nalazi se uw proporcionalnoj ovis-
nosti od broja injiciranih stanica. Medutim, u populaciji genet-
ski - nesrodnih Stakora, kao Sto je naSa, ova je ovisnost sla-
bije izraZena. To ponovno naglafava najvainiju ulogu koju u

transplantaciji stanica i tkiva igraju genetski odnosi.

Rana smrt nastupa unutar prva Setiri dana po okoku .
s obpirom na vrlo kratki interval, tesko je vierovati da letalni
ishod u tom sludaju nastaje kao posljediva djelovanja unesenih
stanica, tim viSe, Sto se 1 u grupi Stakora injiciranih sa pu-
feriranom Ringerovom rastopinom ( 2 siudaja ) takoder pqﬁﬁvila
rana smrt. Smrt nastupa vjerocjatno zbog unaanja relativno ve-
likog volumena tekudéine i stanica ( Billingham i sur.,1962,;
Siskind i Thomas,1959.a). Treba uzeti u obzir 1 dodatnu moguc-

nost utjecaja traumatizacije cksperimentalnom procedurom.

Pod nadim eksperimentalnim uvjetima cboljelo je od
wprave” bolesti krzljanja 29 Stakora ( 38 % ). Treba naglasiti
da je davalac unutar jednog legla bio isti, pa je mogucle pred-
postavitl razliditu reaktibilnost stanica davaoca prema Po je~-
dinim primaccima u istom leglu,s obzirom na njihovu genetsku
nehomogenost. Stanice davaoca, stimulirane su na reprodukciju
i imunoloSko djelovanje genetskom razlikom izmedu njih i prima-

oca, pa ¢e i njihovo djelovanje biti to jade, 8to su ove razlike




veée ( Cuck 1 Simonsen, 1958.). Ovim se moZe objasniti i po-
javu krzljanja pri injiciranju vrlo razlicitog broja stanica.
U nekim slutajevima i minimalna doza, ako se radi o jakim his-
tokompatibilnim razlikema, dovesti ce do bolesti, jer ¢ée se
unesene imunokompetentne stanice brie reproducirati i tako u
samom domadinu povedavati svoj broj. Vazne je misliti na ovu
injenicu, jer mnogi autori smatraju broj injidranih stanica
kritidnim Taktorom u izazivanju i tclerancilje i bolesti kri-
ljanja. Ove nam uwjecdno ukazuje i na relativnu vaZnost broja
injiciranih stanieca, jer se on moze u samom domadinu znatno
poveéati, ako se radi ¢ izuzetnoc inkompatibilnim kombinaci jama,
odnosno cstati skero nepromijenjen u relutivno kompatibilni jim
kxombinacijama. Iz naSih pokusa ne moze Se tadéno odrediti kak-
vi su imunogenetski odnosi izmedu davaoca i pojedinih prima-
laca, medutim, o njima se moze zokljudivati iz dobivenih re-
zultata. Razliks u dinamici i ulestalosti bolesti unutar jed-
nog legla, kac i izmedu razlicitih legala upuéuje na razlike u

histokompatibilnosti.

Ake su genetski odnosi isti ( kac kod upotrébegenetski
$istih sojeva ), udestalost bolesti funkcija je doze injicira-
nih stanica ( Egdahl i sur.,1858.). Nadi rezultati ne pokazuju
takvu pravilnost ( Tablica II ), Sto se opet moZ@ tumacditi
genetskom nchomogeno3éu nasSe populacije. Billingham ( 1958.)
nije mogac izazvati u genetski vrlo srodnim kombinaci jama mi=
Yova bolest kriljanja, ali je zato dohio visck postotak tole-

rantnih . Tesko je odekivati u vecem cmjeru ovakvu sliku u
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nafoj populaciji, ali se ona moze pretpostaviti u izuzetno
povoljnim kombinaci jama. Takve kombinacije predstavljaju nam
legla & i 9 ( Tablica I ) u kojima je 14 mladih injiciranc sa
visokim brojem stanica ( 34 - 68 milijuna ), a niti jedan nijec
pockazivac znakove holestl krzljanja. Iz oveg primjera ne mo-
emo zakljuditi niSta o genetskim razlikama izmedu primalacd,’
2li moZemo pretpostaviti da su razlike u histokompatibilnosti

izmedu davaocca i svakog primacca relativno slabe.

Iz daljnje analize legala mozemo gakljuciti da se po-
jedini Stakori iz istog legla dosta razlikuju, § obzircu na
gene koji odreduju histokompatibilnest, pa su jedni vige, a
drugi manje kompatibilni sa davaocem. Tako napr. u leglu br.
10 ( Tablica I ), od 6 injiciranih novorodenih Stakora sa jed-
nakom vrlo visokom dozom od 61 milijun stanica, samo je jedan
pokazivao znakove bolesti krzljanja i uginuce 27.dana nakon
okota i injekcije splenocita. Razlike nedu primaccima jos su
uwoéljivije ako analiziramo leglo br. 1. Mladunée iz oveg leg-
la, koje je injiciranc sa O milijuna splenccita, razvilo je
veé 8-og dana klinidku sliku belesti i uginulo 13~-0g dana.
Unutar ovog legla bilo je, medutim, Stakora koji su injieirani
sa skoro tri puta vedom dozom splemocita 18%0g davacca, a ni
jedan nije pokazivao znakove bolesti. MoZe se ofekivati da u
nekom leglu histokompatibilni odnosi izmedu davaoca 1 prima-
laca budu tako nepovoljni, da ée dovesti do ugibanja veéine
injiciranih Stekora. U leglu br. 7 ( Tablica I ) od 4 injici-
rana Stakora sva su 4 uginula. Bolest su izazvale doze cd 27

do 59 milijuna splenccita.
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Iako je u drugim leglime bilo mdadih koji su injicirani istim

ili i veéim cdozama stanica, mnogi od njih nisu obelili. U na-
Sem primjeru primacci su se vjercjatno znatno razlikovali od
davacca po histokompatibilnim svojstvima Sto je dovelo do fa-

talnog ishoda.

U nehomogencj populaciji Stakora, kao §to je naSa,
teSko je olekivati povelanu incidenciju bolesti paralelno s
povecanjem brojainjiiciranih splenocita. Ipak naSi rezultati
vkazuju, da se kod vrlo visckih doza injicranih stanica mcZe
i u genetski nekontroliranim uvjetima o8ekivativisika inciden-
cija bolesti krzljanja. Tako na pr. 100 % udestalost bolesti
krzl janja, medu Stakorima injiciranim sa 110 - 150 milijuna
stanica , ukazuje na znacaj doze i u nadim uvjetima. Ovaj e-
fekt postaje joS izraZeniji kad se uzme u obzir da su sve Zi-
votinje iz cve grupe injicirane tek drugi dan po okotu, pa se
mozZe oCekivati slabljenje aktivnosti unesenih stanica zbog
sazrijevanja reaktivnosti injiciranog mladundeta. Nakié ( 1968.)
smatra, da Je visok broj injieiranih stanica neophodan, da
bi one pod visim "tlakom” uspjele nadi “uporiSte® u limfatid-
kom aparatu domadina i dovesti do tolerancije, odnosno boles-
ti krZljanja. Kapacitet mlade Zivotinje za prijem stanica,
meksimalno moZe bidi ogranifen na 500,000 do milijun, pa bi
njitiranje velikog broja ( 100 i viSe milijuna ) stanica samo
pormoglo da se §to vedi broj stanica smjesti na povoljna mjesta
u domacina. Na temelju nas$ih rezultata moglo bi se ofekivati,
da de 100 ili viSe milijuna alogenih splenocita dak i u nechomo-

genoj populawiji, kao Sto je nasSa, izazvati bolest . u veéine




zivotinja.

Bolest kr¥ljanja manifestira se mnogim simptomima koje je
moguée klinidki pratiti. Injicirane imunokampetentne stani-
ce davacca, slijedeédi svoj instinkt "udemljenja” ("homing®) 5.
naseljavaju limfatiki aparat domacina na kojem se i javljaju

prve promjene. lMedutim, njihove de dielovanje odrazava na
cijelom crganizmu i narusSava normalnu homecstazu. 0sim imuno-
loZkog aparata, dolazi de poremecaja i drugli sistema, poseb-
no endokrinog i metabolifkog,Cemu se u zadnje vrijeme prida-
je sve tc veéa paZnja ( Heim 1 sur.,1966.) .Kac rezultat ovakc
kompleksnog porecmecaja, dolazl do promjena na koZi i unutar-
njim organima, a posebno upada u 081 zaostajanje u rastu i u

tjelesnoj teZini.

U kombinaciji genetski ¢istih sojeva, povelanjem doze
injiciranih stanica - do odredene granice smanjuje sSe pro-
porciocnalne velidina do koje zivotinja naraste.Kako bolest
postaje intenzivnija tako se usporuje i prirast tjelesne te-
%ine, a ponekad dolazi 1 do cpadanja. To se dogada tako pra-
vilno, da se na osnovu kretanja tjelesne teZine moZe prilic-
no tatno utvrditi poSetak i pratiti tok bolesti kriljanja
( Russell, 1962.a). Rezultati na sliei 1. pokazuju, da je
zaostajanje tjelesne teZine oboljelih Zivoiinja, u odnosu na
kontrolne, to vede, Sto je nastup smrti kasniji. Ove je prom-
jene mnogo lakSe pratiti analizom pojedinog legla. Takvu ana-
lizu pokazuje slika br.6, gdje je prikazanoc kretanje tjcles-

nih te¥ina 9 neonatusa iz legla br. 2 ( Tablica I ).
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Slika 6. Utjecaj i.p. injekcije alogenih sple-
nocita jedncg davacca na kretanje tje-

lesnih teZina g Stakora iz istog legla.

0d injiciranih Stakora 4 su uginula od bolesti
kr#ljanja, a 5 ih je preZivjclo. Stakori koji su uginuli ima-
1i su razliditoc trajanje bolesti. Stakor injiciran sa 26,5
milijuna splenocita uginuo je 30-og dana sa intenzivmim
klinidkim znacima krZljanja, nakon vrlo kratke bolestl
( svega 3 dana ). S obzirom na kratak tok bolesti, zaosta-

janje njegove teZine bilo je najmanje u odnosu na ostalih 5
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injiciranih bez znakova bclesti. Obrnuto, novorodence inji-
ciranc sa 15 milijuna stanica imalo je najduZe trajanje bo-
lesti, pa je i njegova teZina u vrijeme ugibanja ( cko 24 g )
bila mnogo manja, ako je uporedimc sa teZinom Zivotinja bez
znakova bolesti ( 50 - 65 g ). 0d dvoejice krzljavih, koji su
injicirani sa 21 X 106 splenocita, jedan zaostaje u teZini
veé 10-og dana, a ugiba 16-og dana, dok drugi tek 16-og dana
podinje zaostajati u tefini i konadno ugiba 30-og dana. Sta-
kor injiciran najveéim brojem stanica ( 53 milijuna ) poleo
je cko 25-og dana gubiti na teZini, sa kliniCkim znacima bo-
lesti. Medutim, veé 32~og dana nastupio je oporavak, a oko 40-

og dana nisu viSe bili vidljivi klinicki simptomi bolesti.

Ovi nam podatci daju pravo, da i u nasSim eksperimen-
talnim uvjetima govorimo o zaostajanju tjelesne teZine kao
vaZnom kriteriju za otkrivanje bolesti i njeno pradenje.
Uzrok ove pojave nije u smanjenom rastu unutraSnjih organa,
veéd u depleciji masncg tkiva i zaostajanju rasta skeletnih

tkiva ( Billingham i sur. 1962 ).

KoZne promjenc, koje se javljaju kcd gotovo svih
oboljelih Zivotinja, posljedica su specifinog imunoloSkog
procesa koji se, vjerojatno, ofituje u infiltraciji mononuk-
learnih stanica davacca. Dokaz za to dali su Billingham 1
suradnici ( 1962 ). Oni su pokazali u Zivotinja oboljelih od
bolesti krZljanja infiltraciju spomenutih stanica u transplan-
tirani singeni kalem.Infiltracija je, medutim, izostala u
istodobno transplantiranom alogenom kalemu koji potjede od dava-

oca splenocita.
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Bolest krZljanja polinje vjerojatno mnogo prije poja-
ve prvih kliniékih znakova, jer se u, na prvi pogled, normal-
noj #ivotinji mogu nadéi jake promjene na limfatickom aparatu.
Ovaj period latencije, od injiciranja do pojave vidljivih
gnakova bolesti, vremenski znatno varira. Medutim, i klinicki
tok bolesti meZe biti kradi ili duZi. Nasi rezultati pokazu-
ju da bolest to dufe traje, Sto se kasnije manifestiraju prvi
simptomi. Dulje trajanje bolesti u Zivotinja u kojih se kas-
nije pojave znaci krZljanja moglo bi se eventualno pripisati

njihovej veéoj ¢tpornosti i funkcionalnoj zrelosti.

Aktivnost stranih imunokompetentnih stanica moZemo
smatrati teSkim stresom za mladu individuu. Ovakav stres do-
vodi do =2ktivacije svih odbrambenih mehanizama organizma, me-
du koiinm vidnu uvlogu ima osovina hipofiza-nadbubrezna zlijez-
da. Ova je oscvina u ranom postnatalnom periodu maksimalnce
angazi rana v adaptaciji novorodencéeta na uvjete vanjske sredi-
ne, 5to predstavlja snaZni stres - stimulus ( Milkovié i Mil-
kovié, 1959 ). MoZe se predpostaviti da je dedatna stimula-
cijn primacca, imunokompetentnim stanicama davaoca, u inkom-

atihilnin kombirnci jama, toliko snaZna da brzo "iscrpi" ka-
pacitet csovine, 8tov bi omogulilo brZe propadanje nezrele in-
dividue. U kompatibilnijim kombinaci jama, medutim, osovina

bi kroz du%e vrijeme mogla kompenzirati nepovoljne ucinke na
oréaniznmﬁ Reaktivnost raste sa staroséu i dosiZe normalnu
reaktivnost cdrasle individue negdje oko 28-o0g dana nakon

oketa, tj. u vrijeme prestanka dojenja i osamostal jenja mla-



dunceta. Muglo bi se predpcstaviti da je dulje trajanje bcles-
t1 kod starijih Zivetinja posljedica “normaliziranja® funk-
cije ne samo oveg, veé i drugih hcmeostatskih mehanizama, pri
cemu narcéitu paZnju treba obratiti sazrijevanju imunoloskog

sistema.




1T 3. PRIJENOS TRANSPLANTACIJSKOG IMUNITETA
SA MAJKE NA CEDO

I1T 3. A. Materijal i metode

IITI 3.A.a. Izbor Zivotinja

U pckusima smo upotrijebili 26 parcva Stakora, budu-
¢ih roditelja. Roditeljske smo parove cdabirali sludajnim
lzborom muzjaka i Zenki, starosti 2 do 3 mjeseca. Nakon iz-
vriene senzibilizacije izmjenom kalema izmedu bududéih rodi-
telja, prema eksperimentalnom protokolu, Zivotinje su stavljas-
ne u odvojene kaveze na raspled. MuZjak je odvajan od Zenke

kada je sigurno utvrden graviditet.

LEL 3efeDs Plan pokusa

Plan pokusa sa 4 pckusne grupe, oznalene slovima A,
By, C i D, prikazan je na slici 7. Postupak sa buduéim rodi-
teljima bio je identiCan za grupe A i B, odnosnc C i D.

U grupama A i B izmijenjena su po 2 kalema izmedu
buduéih roditeljskih partnera, prije stavljanja na rasplod.
Pri kraju trudnoée, 3 - 4 dana prije ckota, izmijenjen je medu
roéiteljima i treéi kalem.Roditeljski parovi u grupama C i D
senzibilizirani su kalemom koZe na slifan nain, s tom raz-
likom, Sto su sva tri unakrsna kalema transplantirana prije

stavl jana na rasplod. Opisana trokratna senzibilizaci ja
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roditel jskih parova, koznim kalemom, obavljena je unutar
mjesec dana, S tim Sto je slijedeéi kalem ( drugitli tredi)
transplantiran uvijek nakpn Sto je predhodni kalem bio od-
bacen. Pri tome, evidentiranco je i vrijeme odbacivanja.

Unutar 48 sati po okotu injicirali smo intraperitone-
alno mladuncad iz grupa B i D sa 26 x lus splenccita oca
(senzibilizirani na koZni kalem majkeg). Mladunad iz svih
grupa, 25-30 dana po ckotu, kalemili smo koZom oba roditelja.
Pratili smc zatim wrijeme odbacivanja roditeljskih kalema.
Krvne uzorke, za cdredjivanje titra hemaglutinina, uzimalil
smo nakon S%to je kalem odbaden, odnosno 30-cg dana nakon ka-~
lepljenje u “teleravitnt WY LZiv tinjo.

I1] BslsDs Kontrolne grupe
Osim opisanih pokusnih grupa upotrijebili smo i dvi-

je kontrolne grupe ( Kontrcla I i Kontrola II ).

Kontrola I, daje nam uvid u normalno vrijeme cdbacivanja ro-

diteljskih kalema od strane mladih. U ovom slucaju nisu bili
prethodno senzibilizirani ni roditelji ( koZnim kalemom ) ni
njihova mladundad ( odevim splenccitima ).Istovremeno, 25-

30 dana nakon okota, bili su medusobno kalemljeni i roditelji,
da bi se dobio uvid u odnose histockompatibilnosti medu njimea.
Nakon odbacivanja kalema uzimali smo od mladih serum za test
hemaglutinacije. I u ovoj grupi mladunc¢ad smo kalemili u sta-
rosti od 25 - 30 dana.

Kontrola II, odnosi se na pokusne grupe B i D, injicirane 1-




munim stanicama oca. Prije stavljanja u rasplod senzibilizi-
ran je samc muZjak trokratnim kalemljenjem sa koZom Zenke.
Na Zenki, dakle, nije vrScna nikakve intervencija. Novooko-
denu mladunéad injicirali smo unutar 48 sati po ckotu sa

26 x 106 ofevih splenocita senzibiliziranih na koZne anti-
gene majke. Pratili smo zatim razvoj bolesti krﬁljanja_’a
preZivjelu mladuncad kalemili smo pri starcosti ¢d mjesec da-

na kozom oba roditelja.

IIT 3.A.d. Kategorizacija stupnja tolerancije roditeljskih

kalemsa

Prema medianu vremena preZivlijavanja ( MVP ) koZnog
kalema roditelja, u odnosu na Kontrolu I, sve smo Zivotinje
podijelili u 3 grupe : a/ netclerantne, b/ djelomino tole-

rantne i ¢/ tolerantne.

a/ Netclerantne.. U ovu smo grum svrstali Zivotinje &ije
je vrijeme prezivljavanja kozZnog kalema roditelja bilo ispod
vrijednosti MVP + 3 SD ( median vremena preZivljavanja +

trostruka standardna devijacija ) kontrolnih Zivotinja.

b/ Djelomino tolerantne. Ovoj grupi pripadaju sve Zivotinje
kod kojih je preZivljavanje koZnog kalema roditelja duzZe od
MVP + 3 SD, a manje od trostruke vrijednosti MVF za kontrol-

ne zivotinje.



¢/ Tolerantne. Medu tolerantne ubrajali smc sve zZivotinje
kod kojih je roditeljski kalem preZivio duZe od trostruke

vrijednosti MVP roditeljskog kalema kontrelnih stakora.

III 3. B. Rezultati

Dinamika odbacivanja roditeljskih kalema u mladunca-
di,od roditelja koji nisu prethodno tretirani, prikazana je
krivuljama na slici 8 i ponovljeno na slici 9 ( Kontrolna
crupa I ). Jedna krivulja prikazuje vrijeme odbacivanja 1
postotak odbalenih ocevih kalema, a druga majéinih kalema.

U kentrolnoj grupi ( Kontrolna grupa I ) nalazilo se ukup-
no 42 mlade Stakora iz 8 legala. Svaki je stakor istovremeno
kalemljen sa kalemima oba roditelja. Krivulje odbacivanja
ofevog kalema i majdinog kalema, u ovc] grupi, pokazuju dos-
+ta slidnosti. Neke Zivotinje podinju sa odbacivanjem vecl 7-
og dena nakm transplantacije. Ovom ranom odbacivanju vige
podlijeZu o8evi kalemi nego majéini. U prvoj fazi ( do 13-0g
dana nakon kalemljenja ) krivulja odbacivanja oCevog kalema
je strmija nego krivulja odbacivanja majéinog kalema, a od
13-0g do 18-o0g dana, naprotiv, brie se odbacuju kalemi maj-
ke. 18-og dana odbaleno je 98% kalema majke i svega 90% ole-
vih kalema. Zanimljive je, medutim, da se odbacivanje svih
kalema w ovoj grupi zavrSava istog, tj. 26-0g dana nakon
transplantacije. Median vremena preZivljavanja(MVP) za kalem

majke iznosi 9,7 z 1,4 dana, a za kalen oca 8,8 s 1,6 dana.
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Slika 8. Odbacivanje roditeljskih kalema koZe u mladundadi

senzibiliziranih majki.

Iako se veéi broj oCevih kalema duZe prihvada, njihov median
vremena prezivljavanja kradi je nego za majcin kalem, zbog to-
ga Sto se velina oCevih kalema cdbacuje u prvej fazi brZie,nego

kalemi majke.

Krivulje koje se cdnose na odbacivanje kalema u mladun-
cadi senzibiliziranih roditelja prikazane su na slieci 8 ( pokus-

ne grupe A i C )., Odbacivanje kalema koZe koji potjedu takoder



od senzibiliziranih roditelja, u mladunéadi koja je injicira-
na splenocitima oca, prikazanc je krivuljama na slici 9 ( po-

kusne grupe B i D ).
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Slika 9. Efekt odevih splenccita na odbacivanje roditeljskog

kalema ko%e u mladundadi senzibiliziranih majki.

Mladi iz grupe A ( slika 8 ) odbacuju kalem roditelja
s1idno kao i kontrolne Zivotinje. Odbacivanje ofevog kalema

zavriava doduSe neSto ranije ( 18-og dana ), a 23-eg dana
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odbaen je i posljednji kalem majke.

Pokusna grupa C ( slika 8 ) pokazuje znatne razlike
u odnosu na prethodne grupe. Unutar same grupe upadljiva je
razlika izmedu kriwvulje odbacivanja olevog i majCinog kalema.
U ovoj grupi veé 8-og dana odbaleno je 32% majéinth kalema, a
daljnji tok krivulje vrlo je strm. Odbacivanje zavrSava 18-og
dana. Krivulja odbacivanja oCevog kalema pokazuje postepenil
uspon, a 8-og dana odbadeno je tek 7% kalema. Ok. 26-o0g dana
odbadeno je samc 74% odevih kalema transplantiranih na mlade.
Ostale grupe Zivotinja prikazane na slici 8, odbacile su vecd
u to vrijeme sve kaleme, bilo jednog bilo drugog roditelja.

Efekt intraperitoncalne injekcije ocevih splenocita
na odbacivanje roditeljskih kalema prikazan je na slicl 9.
Majke su senzibilizirane na oCev kalem, a mladi su injicirani
ofevim splenocitima, koji su pak imunizirani kalemom majke. U
odncsu na prethodne grupe ( A i C ) razlika se sastoji samo u
tome Sto su mladi injicirani intraperitonealno sa 26 x 106
splenocita. Krivulje odbacivanja kalema kontrolnih zivotinja
prikazane su ponovno na slici 9 radi laksSe usporedbe.

U pokusnoj grupi B vidi se razlika u dinamici odba~-
civanja izmedu odevog i majéinog kalema. Mladi pocinju odbaci-
vati odev kalem tek 9-og dana nakon transplantacije (svega 5%),
a krivulja pokazuje vrlo blagi uspon. Treé¢ina ukupnog broja ka-.
lema odbadena je tek 20-og dana, a 26-og dana polovina. Kalem

majke mladi podinju odbacivati veé T-og dana ( 5% ), a zatim
krivulja poprima vrlo strmi tok do 10-og dana, kada je odbace-

no veé 62% kalema. Do 23-eg dana odbacivanje je izrazito uspo-
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reno, i odbacuje se ukupno 86% kalema.

U grupi D mladundad odbacuje olev kalem ranije nego kon-
trolna grupa i bilo koja pokusna grupa. Ve¢ 1l3-og dana odbace~-
ni su svi odevi kalemi, nakon vrle strmeg toka krivulje odba-
civanja. Kalemi majke sporije se cdbacuju, a odbacivanje pocCi-
nje B-og dana ( 33 % ), za razliku od olevog kalema kojeg mladi
odbacuju veé T-og dana. 18-og dann cdbaleno je 89 % majinih
kalema ( jedan od 9 mladih nije odbacic kalem u pomenutom pe-

riodu ).

Incidencija tolerancije na roditeljski kalem u sve 4
pokusne grupe prikazana je posebno z2 kalem ma jke{ Tablica
IIT ) i kalem oca ( Tablica IV ). Na Tablici III opisana je
reaktivnost svih mladih 3takora na kozZni kalem majke uspore-
divanjem postotka netolerantnih, djelomicno tolerantnih i to-

lerantnih Zivotinja.

Medijan vremena preZivljavanja ( MVP ) za kalem majke,
u kontrolnih Zivotinja, iznosi 9,7+1,4 dana. U grupu netole-
rantnih spadaju svi Stakori koji odbacuju kalem ma jke do l4-cg
dana nakon transplantacije. Djelomiénc tolerantni Stakori od-
bacuju kalem majke u periodu od 15-og do 29-og dana, a toleran—

tni nose kalem preko 29 dana.

Prema ovom kriteriju, kako se vidi iz Tablice III:IKnn~
troli I nema uopée tolerantnih Stakora, dok je postotak neto-
lerantnih vrlo visck ( 76 % ). U grupama A i C mladuncad rea-
gira na ko#ni kalem majke gotove isto kao i kontrolne Zivoti-

nje. U tim grupama, takoder nema tolerantnih. Izvjesna ocdstu-




TABLICA I1I

REAKTIVNOST MLADIH STAKORA NA KOZNI KALEM MAJKE

i s

. BROJ, - DJ ELOMICNO "
GRUPA  MDABIH NETOLERANTNI i TOLERANTNI
Kontrcla I 42 32 (76 % ) 10 ( 24 % ) 0
A 15 12 ( 80 % ) 3 ( 20 % ) 0
B 9 14 ( 67 % ) 4 (19 % ) 3 (14 %)
]
C 28 23 ( 83 % ) 5 ( 18 % ) 0
D
~= D . 6 ( 67 % ) 2 (22 % ) 1 (3% )

Kentrola I1 3 8 (100 % ) O O




TABLICA IV
REAKTIVNOST MLADIH STAKORA NA KOZNI KLLEM OCi

T = - = e p—— s

“ BROJ e DJELOMICNO :
GRUPA o »pr NETOLERANTNI e —— TOLERANTNT
Kontrola I 42 34 ( 81 % ) 3 ( 19 % ) 0
= 15 12 ( 80 % ) 3 (20 % ) 0
i
B 13 3 L X7 % 6 ( 33 % ) 9 ( 50 % )
oy .
C 27 8 ( 30 % ) 12 ( 44 % ) 7 ( 26 % )
i
D 9 g ( 100 % ) 0 0

Kontrcla II 6 8 ( 100 % ) 0 0

- I — o ] O T T i R T .t e P = e E‘
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panja nalazimo tek u grupama B i D, gdje se tolerantni po jav=
ljuju u 14, odnosno 1l % kaleml jenih. Postotak djelomiénc to-
lerantnih u ove dvije grupe gutovo je isti ili nedtc nizi ne-
go u ostalim grupama. Netolerantni Stakori zastupljenl su ni-
¥im postotkom nego w cstallim grupama i to otprilike tolikc ni-

sim koliko je visi postotak tolerantnih.

Xtokori iz Kontrolne grupe II injicirani splenccitima
odeva, koji su prethodéno trokratno kaleml jeni kalemom majke,
pokazuju najveée odstupanje oc ostalih grupa. Svi Stakori 1z
ove grupe cdbacuju kalem majkéhi4-mg dana, pa nema niti dje-

lemidéno tolerantnih.

Medijan vremecna preZivljavanja ( MVP ) za cvCev kalem, U
grupi kontroulnih stakora ( Kontrcla I ) iznosi 8,8+1,6 dana.
Preme tome, u netoclerantne spadaju Stakori koji odbacuju ko-
lem do l4-o0g dana, a u djelomicno tolerantne oni koji odbacuju
knlem izmedu 15-og i 27-og dana. SV1 Stakori koji nose kalem

duic od 27 dana spadaju W toleranine zivotinje.

U grupi kontrolnih stakora (Kontrcla I ) nema toleran-
tnih, a postotak tolerantnih iznosi 81 % ( Tabliva IV ). U
pogledu incidencije tolerancije grupa A s¢ ne razlikuje bitnc
od Kontrole I. U grupama D i Kontrolil IT, svi §takori spada-
ju u grupu netolerantnih. Naprctiv, grupe B 1 C pokazuju u
tom pogledu znatne razlike prema ostalim grupama. Ne aamc da
se u ovim grupama pcjavljuju tolerantne Zivotinje, nego je 1
postotak takvih, narocito u B grupi, relativno visok. Treba

istadi i to, da je i postotak netolerantih u ove dvije grupe
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relativno nizak i t¢ 17 % u B grupi i 30 % u C grupi.

Iz uporedbe reaktivnosti mladih Stakora, u pogledu stup-
nja tolerancije na kczni kalem oca i majke, 'vidi se da se
najvisi stupanj tolerancije pestiZe u pokudnim grupam=2 B i C,
na kalem cca. Da bi cdredili znacajnost cvog zapazZanja poseb-
no smo prikazali medijane vremena prezZivljavanja ( MVP ) ro-
diteljskih kalema u svim pokusnim i kontrclnim grupama, ne
uzevsi u cbzir tolerantne Stakore. Tablica V pokazuje da se
uprave grupe B i C znacajno razlikuju od svih ostalih pokus-

nih grupa.

Da bi sto potpunije cdredili reaktivnost mladih u opi-
sanim pckusnim grupama, oSim incidencije tolerancije i odre-
divanja medi jana vremena prezivljavanja koznog kalema,; prati-
11 smc 1 titar serumskih aglutinina protiv eritrccita cca i
ma jke. Nakon §to su kalemi odbaceni, odnosno kod tolerantnih
Zivotinja. 30-o0g dana nakon tarnsplantacije koZe, odredivani
su serumski hemaglutinini, a njihova aktivnost izrazZavana je

kac lmgg titra.

Rezultati hemaglutinacijske reaktivmcsti krvncg seruma
mladuncadi prikazani su na Tablici VI. Iz Teblice se vidi da
Je u svim pokusnim grupama, pa i kontrolnoj, titar hemagluti-
rina nesto viSi protiv eritrocita majke, nego protiv eritro-
cita oca, Nadalje, vrlo je niska vrijedncst titra u grupi D
na eritrocite oba rcditelja, a u grupi C posebnc na eritrocite

GCQ.




THABLICA V

MEDIAN VREMENA PREZIVLJAVANJ.. RCDITELJSKIH KALEM. TRANSPLANTIRANIH
{4 MLADE ( TOLERANTNI STAKORI NISU PRIKAZANT )

il — e el S S —— —

GRUPA KALEM TALEM P
HMAJKE OCA

= T = LETUTA R e == s AT ES L S TR SLECEEE F RTR SE ST DTS S LOmT EoTa S - = T

Kontrcla I  9,7+1,4 3,08+1,6

A 9,241;5 10,5+1;3
F(B: D)20,01; ( B: 4 )< 0,05
| B 9,1+1,5 14,9+41,5 0B : Q B~0,0; G ( B : KIT )<0,01
(B8 i EI )£ 0,0L :
o
© §(c¢:D)<0,00; d(C:4a)<o,0
. ; 0,013 : A s 05
. ol Mlpled L 0 €< 0,01; 0'( € : KI )<0,01
| q: 0 @ BII )<0,01
D 9,02+41,5 8,1+1,2

Kontrcla II 8,1+0,6 3,9+0,0
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TABLICA VI

SREDNJA VRIJEDNOST TITRA HEMAGLUTININA ( ngE ) U SERUMU
MLADIH NAKON ODBACIVANJA RODITELJSKOG KALEMA

DR A . ML . E——— R 1 S n,
BRITROCITI KOKTROLA I A B C D
e ———— i e _—_____________________.._——-———-——"—-_-_—"——
OCA 243 3,6 2yl 0,35 0,44
MAJKE 3 4,1 3,4 55T 0,66
et e ——————————— cca _.______———-————'——_'—-——-—_——__——-—

U svim grupama, u kojima su jnjicirani ocCevi splenocitli,
pojavila se 1 bolest krzljanja, pa Su neki od Stakora ¢d nje
i ugibali. Takc je u grupi B uginulo 8 od 29 injiciranih Sta-
xora ( 28 % ), & u grupi D dva od 13 injiciranih stakora
(15 % ). Najvecu inmaidenciju ( 55 % ) letalnih ishoda od
bclesti krzljanja primijetili smo u kentrolnoj grupi 11, u

kojoj je uginulo 10 Stakora od ukupnc 18 injiciranih.

U dva sludaja pokusSall smo predvidjeti koji od mladih,
nakon injekcije senzibiliziranih o8evih splenocita, ima naj-—
vide izgleda da obcli od bolesti kriljanja. Zato smo 1z dva
legla 1z grupe B Zrtvoevali po jednog krﬁljavogitestirali nje-
gov serum sa eritrocitima cca. Oba su pokazala 0dsustvo hema-

glutinaci jskih antitijela protiv eritrocita oca.
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TABLICA VII
ODNOS IZMEDU HEMAGLUTINACIJSKIH ANTITIJELA I
BOLESTI KRZLJANJA

Titar hemaglutinina ( log, ) u serumu
krzlijavih protiv eritrocita oca

vl s P

leglo 1 lLeglo 2

0 o

— — — O

Titar hemaglutinina ( log, ) u Serumu
. ! . T G e
| cca protiv eritrocita mladuncadi

P S e S el o . = g = e T o =R

| | Mladunée bro] leglo 2
| " - R S——— . "
1 0 6
| ( krZljavi ) | ( krZljavi )
| 4
| i
| 7

O OO~ OWJT e

Napomena : Titar hemaglutinina ( 1Gg2 ) u sSerumu oca
protiv eritrocita majke ;

leglo 1 = ¢
leglo 2 = 7

e———
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Serum cca, koji je imuniziran koZnim kalemom na majku, pokazi-
vao je goctove istu aktivnost protiv eritrocita majke, kac 1
pretiv eritrocita mladih ( Tablica VII ). Medutim, u oba leg-
la bile je mladih ( napr. broj 6 iz legla 1 i brej 2 1 3 iz
legla 2 ), protiv &ijih je eritrocita serum oca pokazivavu i
vedu aktivnost,ali odevi splencciti u njima nisu dovelil dc

boclesti krzljanja.

11T 3.6. Diskusija

Take je crganizan najke imunclcdki zrecv, on ipak poka-
zuje neke posebne karakteristike u trudn.éi i u pericdu nakcn
poroda. Poznate je, naime, da imunclcosSka reaktivnest najke na
transplantaci jeke stimule, u cvej dobi, nczZe biti znatnc i1zni-
jenjena. Tak:¢ napr. majka mcZe biti djelemicéne tclerantna na
alokalen muzjaka sa kojim  je vise puta dala potomstve. Stuvide,
majka ncfe duZe nesiti i kalem muZjaka sa kcojinm je vise puta
bila samu parena, bez naknadne trudncée ( HaSek i sur.,1962.).
Unjeste ulekivancg imuniteta dibija se, u ovem slucaju, privid-
no paradeksalan efekt smanjenja reaktivnosti na antigene nui-
jaka. Medawar i Sparcw ( 1956.) istidu da ,  covaj efekt cvisi
¢ specijes. Nu, i unutar jedne specijes, spoménuti efekt se ne

mora redovite cCitevati, Sto cvisi ¢ kombinaeciji spjeva.

U nastejanju da protumace mehanizam vve pojave Breyer
i Barett ( 1960.) navede da bi prclaz - fetalnih stanica mo-

gn. desenzibilizirati majku i prema muZjaku i prema mladuncéetu.
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T¢ potvrduju i eksperimentalni podaci prema ko jima i majka 1
njenc mladunée, u Stakora i pasa, pokazuju uzajamnu toleranci-
ju nepcsredno poslije ckota.( Anderscn, 1965.). Prema tone,
ovakva tclerancija u majke na kalem mladunceta, inducirana je
w cdraslcm crganizmm prircdnim putem, Stc je razlikuje cd ak-
tivne stedene imunclcsSke tolerancije. Ove stanje podsjeéa na
primjere tuvlerancije w heterczigctnih blizanaca €cvjeka 1 gu-

veda( Owen,1945.;Woodruff i Lennox,185S.).

Na temelju iznesencg moZe se smatrati da izmedu majke 1
teda dolaze viSe do izraZaja mehanizmi koji clakSavaju kompo-

tibilnost, negc c¢ni koji induciraju imunitet.

S1iéni su cdnosi i izmedu ljudskog novorodenceta 1 majke,
jer majka tolerira kalem deda (Peer i sur.,1958.). Peer ( 1958.)
je presadivac i koZne kaleme roditelja na njihovu djecu, pa je
takoder primijetic duZe preZivljavanje samo majéinog kalema.
Ovaj nalaz Peer tumali prethodnim izlaganjem Ceda antigenimna
majke, §tu rezultira u indukciji nekog stupnja tclerancije.
S1itne je rezultate dobic i Rogers sa suradnicima [ 1960.),

u pokusima sa novockocéenim Stakorima.

IIT 3.C.a. PreZivljavanje roditeljskih kalema. Uvjete Blidne

opisanim imali
smo i u naSim pokusima i to u grupi Kontrela I, u kojoj su kale-
mi roditelja presadeni na mladuncad. Prema nasc] kategcrizaciljl
stupnja tclerancije nimme nasSli ni jedno tolerantne mladunce,

bilo prema kalemu oca ili majke ( Tablice III i IV ). Ipak,
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treba spomenuti da je postctak djelomidnc tolerantnih W1C nes-
to vedi prema kalemu majke ( 24 % ), nego prema kalemu cca
(19 % ). I median vremena prefivljavanja takcder ukazuje na
male razlike, jer je MVP za kalem majke 9,7+1,4 dana, a za
kalem oca 8,8+1,6 dama. Medutim, ove razlike nisu statisticki
znadajne pa protivnc podacima iz literature, ¢ini se da u na-
5im eksperimentalnim uvjetima nema razlike u odbacivanju ro-

diteljskih kalema.

Medutim, dok mladunCet® u vrijeme testiranja sa kozZnin
kalemima roditelja vjercjatno ne¥e, u tom pogledu, imatl cd-
1udan utjecaj. Naime, Zivotinja stara mjesec dana imuncloski
je veé prilic¢no zrela, a vedina spomenulih autora dobila je
du¥e preZivljavanje kalema majke, U eksperimentalnih Zivotinja,
samo ako su kalemljere vrsili kratko vrijeme po rodenju mla-
dunéadi. U kasnijoj fazi ova] efekt ae gubi, jer mladunce do-

sti¥e punu imunocloSku reaktivnost.

Tako u kontrolnih Zivotinja nema razlike u vremenu od--
bacivanja odeveg i majcinog kalema, takyve se razlike ipak na-
1aze u nekim od pokusnih grupa u kojima je majka prethodnc ka-
leml jena koZom muzjaka, & mladunde nije prethodno nicim treti-
ranc. Tako u grupi C o8ev kalem prezivljava znadajnc duzZe ne-
gc majéin kalem, a takoder due i od odevog kalema kontrolnih

yivotinja ( slika 8 i Tablica V ¥

ProduZenje Zivota céeveg kalema, u grupi C, olituje se
i w incidenciji tolerancije na ocev kalem ( Tablica IV ). Naime,

brcj netolerantnih yivetinja iznosi svega 30 % ( prema 81 hou



i
i F:J] 6 —

Kentrcli I ), djelomidno tolerantni 44 %, a tolerantnih 26 70
Ove produZenje Zivoeta ofevug kalema moZemo pripisatl same Tr.-
kratnom kalemljenju majke sa koZom cea, jer je to i jedina

razlika u tretmonu Zivotinja poltusne grupe C, prema Kontroll 1.

-

Interesantne je, medutim, do anladunéad u grupl A ne pPo-
kazuju vvekav efekt, iako su majke ¢vih stakcra takoder trikra-
tno kalemljene kcZom oca. Rezultati prikazani na Tabllcama I11
i IV pokazuju da je isti postupak netclerantnih i Cjelemicne
tolerantnih ( 8¢ %, ofnosno 20 % ) na kaleme cea 1 majke. Ujed-
ne su cvi podaci skcere potpune identicni sz rezultatina za
Yontrolne Zivotinje. NeSto vedi HVP za kalem cca, nije statis-

tictki znasajan ( Tablica V ).

1z Tablice V vidi se i to da c¢Cev kolem presaden na mlo-
dundad u grupi C preZivljava i znacajnc duZe, negt cocCev kalem
u mladundadi grupe A, iako su majke mladuncadi cobiju grupa oi-

le trckratno kalemljene kalemom ocAa.

Cini se da je za cpisanu pejavu cdgoverno vrijeme uSi-
vanja tredeg kalema majci, jer je to i jedina razlika izmecdu
pokusnih grupa A i C. Naime, —u obje grupe majke su trokratnc
kaleml jene koZom nmuZ jaka, 2li su u grupi C sva tri kalema stav-
ljana prije rasploda, dok je u grupi A treéi kalem uSiven pri
kraju trudncée ( slika br. 7 ). Premn tome, moZe se govuriti
¢ vremenu stavljanja treceg kalema kaco “kriticénom® faktoru
ko ji bitne utjefe na sudbinu cCeveg kalema presadencog mladuxm-

cGetu.
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51idan eksperimentalan model, Kao nad u pokusnoj grupi
A, upotrijebio je i Stasiny ( 1965.). Medutim, on je treéi
kalem na majku stavljac u razlidéito vrijeme u toku trudnoce.
Ako je treéi kalem stavljac u periodu od 4 - 10 dana prije
ckota, onda je mladuncad ubrzano ocdbacivala isti kalem. Stav-
ljanje treceg kalmma u trudnodi prije ili poskije cvog vre-
mena nije imalo nikakvog utjecaja na reaktivnost mladuncadi
Nafi rezultati u grupi A, u kojoj je majka treéi put kalemlje-
na 3 - 4 dana prije okcta, takoder ukazuje da nema znatnijih
odstupanja u brzini cdbacivanja oCevog kalema, u usporedbl sa

kontrolnim zZivotinjama.

Ubrzano odbacivanje alokalema ko¥e odevog soja, u mla-
dundadi Stakora &ije su majke bile prethodno senzibilizirane
ko¥om istég davaocca, Stastny ( 1963.,1965.) smatra aktlvnom
reakeijom mladunceta, a ne prijenosom imuniteta sa ma jke. Naime,
i mladundad majki tolerantnih na tK1vo davacca daje isti, u-

brzanl odgovor. Do aktivnog odgovera mladundeta doSlo bi zato,

nog na majku, mogu proéi placentarnu barijeru i uéi u organi-
sam Seda. Da mladunde moZe biti aktivno imunizirano potvrduju
i drugi autori ( Howard i Michie, 1962.;Billingham 1 Sur.,
1965.)

Prijenos transplantacijskog imuniteta sa majke na cedc
dokazali su Halasz i Orloff ( 1963.) i u kuniéa. Sto je bila
jaa senzibilizaclja majke, to je jaca 1 reaktivnost Ceda na
ko#ni alokalem. Ubrzand cdbacivanje kalema, U mladuncadli sen-

zibiliziranih majki, pokuSavaju tumaditi prijencsom sesilnih,



obicénc za limfocite vezmnih, antitijela. Prema njihovom mis--
ljenju ova bi se antitijela mogla odvejiti od limfocita majke,
pro¢i kroz placentarnu barijeru i vezeti no limfocite deda, =
ujedne bi bila i cdgoverna za odbacivanje specifidnog kalemeo

presadencg na mladunde.,

Hedutim, mnogoe je teZe objasniti produZenc preZivljavenie
cCevog kaleme u naSoj pokusnoj geupi C, u kojoj su majke tre-
kratnce kaleml jene prije stavlijanja na rasplod. U prilog ovoezm
opazanja gevere i rezultati Gorer~a ( 1962.). On jeo takcder
primljetic da se prethednim kalemljenjem majke, alogenim ka--
lemem koZe, osigurava duZe prefivljavanje istcg kalenma u mha-~
duncadi. Veisin ( 1962.) smatra da 8¢ ovaj nalaz Gorera moZe
objasniti jedinc imunclcB8kom facilitacijom, koja bi zbcg pri-
jelaza facilitacijskih antitijela iz majke konlicicnirnla
cede za dulje ncSenje specifidnog ko¥nog kalema. Tome je u
prilog 1 Cinjenica da facilitacijska antitijela zadrfavaju
svoju aktivncest tjednima ( Veisin, 1962.). ini se da nevi ji

nalazi

imunckemni jski idu u prilog Veisin-ovej hipetezi. Ustancvljenc
je, naime, da tzv. “enhencement™ ( facilitacijska ) antitijela
pCe sve o] kemijskej gradi pripafdaju antitijelima tipa 7S

( Tckuda i lMcEntee,1967.), tj. antitijelima koja lekSe prolage
krcz placentarnu barijeru. I cpaZanje da se imunclodka facili-
tacijo lakSe 1 unifcrmnije postiZe pasivnem nege aktivnmom imue
nizaeijom ( Kaliss,1962.), u skladu je sa predlcfencm koncep-

cijom o specificénom kondicicniranju mladundeta.
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Radi cjelovitije analize mogulncsti nestanka imunoloSke
acilitacije u mladundetu, vrijednc je ietaci 1 misljenje
Faliss-a ( 1366.) da je imuni odgover domaéina na elogenc
tkive bifnzidon. U prvej fazi (1 - 2 tjedna ol stavljanja
kalema ) previadava “celularni™ cagover, a u drugej humcral-

ni, koji dcstife moksimum u pericdu od drugeg do cetvrteg

tjedna, a tada je celularni cdgever ve¢ bitnc oslabljen.

Usporedime 1i na temelju ovoga, nase rezultate doblvene
razliditin intervencijsma na majkama A 1 C grupe, mogli bl
sn sisurncddéu reéi da je stavljanjec trefeg kalema pri Xraju
trudncée presudan fakitcr koji moZe preinaciti utjecaj imuni-
tote maike na imunclofku reaktivncst Seda. StoviSe, rezltati
i zakljudci pomenutih autera sugeriraju 1 cbjasnjenje za me-
hanizom nastanka cpisanih pejava. MoZda treci kalem, stavljen
pri kraju trudnoée ( A grupa ),"veZe” humcralna antitljela
stvorena prethodnim kalemljenjem u cirkulaciji majke 1 take

smanjuje moguénost njihovog prijencda na cedo.

Lake je predediti si, da su na sliéan nalin megle biti
vkloenjena i Tfacilitacijska antitijela, pa da zbcg toga, meZda,
izustaje specifidnce kondicioniranje mladundeta. Ovaj se efekt
dakake ne bi mogao oditovati u slucaju kad je majka imunizi-
rans sa sva tri kalema prije trudncée ( C grupa ), a prema
Kaliss-uvej ( 1966.) interpretaciji bilc bi devoljno vremensa
da se u majke, u tem sludaju, potpuno i nesmetanc razvija hi-

noralni imunitet.




incgo su kempiicirani ji cénogi u pokusnim grupuls B 1
jer su mladuncad senzibilizirenih majki ( na istl nadin koo i
w grupanma A 1 C Y, jeg8 1 injiciraﬁﬁu%%Tenucitima e . Freme
docbivenim rezultatima u grupi B oéev kalem preZivljava znos
$ojnc dufe nege kalem majke ( Tablics V ), dok takvu razliku
ne nalazime u grupl D. O obzirom na nacin senzibilizaci je majle
tpckratnim kaleml jenjem, razlike u rezultatima izmedu pokus—
nih zrupa B 1 D su uprave suprctne cpisanin razlikmma izmedu
grupa A 1 C. Moramo zakljuciti, preia tome, da ova] chras ©G-

nosa w grupama B i D treba pripisati efektu naknadne injicras

nih céevih splenocita mladuncadl .

Razlike u vremenu prezivl javanja céevog kalema, 1 I
dundadi grupa B 1 I, statistidki su znacajne ( Tablice 3
i

Te su razlike jos izrazitije akce se razmne tre rezultatl n2

Tablici IV, koja naom prikazuje uSestalost tolerancije. G
svih pokusnih grupa, B grupa pukazuje najizrazeni ju tendenci-
ju produzenja ¥iveta clevog kalema ( 50 % tclerantnih, &
svega 17 7 netolerantnih ), dok naprotlv Sve Fivotinje iz aru-
ne D spadaju u netclerentne. Vel 13-¢g dana nakon kalemljenjn
svi su odevi kalemi u grupl U ocdbadeni, Stoc se vidi na slici
broj . Ako uporedlno sve krivulje koje prikazuju dinamiku
odbacivenja roditeljskih xalema ( slike br. T i O Y, vidi se
dn krivulje za grupe B i D predstavljaju ckatreme, Jjer su SVe
ostale krivulje cdbacivanja roditeljskih kalema smjestene
igmedu njih. Takd nam tok krivulje za grupu D ilustrira znat-
ne  visi stupanj imuniteta na cdev kalem, nego 1li tok svih

ostalih krivulja, a posebno krivulje za grupu B.




hladi su u cbadvije grupe tretirani identiéne, 2li potjedu
ocd majki ki je su razlicéito senzibilizirane ( u grupi B tredi
je knlem stovljen pri kraju trudnoée,dok su u grupi D svn
tri knalemn usivana prije stovljanjn Zivetinje no rasplod ).
4n. prethodne nngladeni obrat u vremenu prefivlijnvanin
uﬁavug knlemn, izmedu ovih grupa, te grupn A i C, objadnjenje
morame troZiti u injiceranju olevih splenceita, jer je tc i
jedina rozlika. Uspoeredime 1i, medutim, rezult~te preZivljn-
venjoe ofevog kalema u mladunéadi grupn B i D, mogli bi sa
sigurncicu smatrati dn je i u ovim grupam~ vrijeme stovljonis
treceg k~lema n~ mnjku presudnn fzkter. Tako, treéi kalem
usiven pri kraju trudncée moZe, u ovem sludnju, preinaditi

reaktivnest céevih splenceits injiciranih mladundetu.

U ¢biasnjenju ovog kembinirrnog efektn tredeg kalenn,
udivencg na majku pri kraju trudncée i odevih splenocita
injiciranih mladunietu, €ini se najprihv-~tljivije upotrije-
biti snoznonje o imuncleSkej facilitaciji. Ved je prije is-
taknute dn se nekon kalemljenjo alcgenim tkivoem u cirkula-
ciji mogu naéi humeranlna antitijela razliditih vrsta, koc
napr. hemaglutinini, hemolizini, citotoksini ( Hildemonn,
1957.; Gorer i Boyse, 1959.a), pa &ak i antitijela kc¢jo Ffa-
cilitiraju preEivljnvnnje kalema ( Kaliss, 1957.). Mi¥ljenje
je Kaliss-a ( 1966.), dn ova antitijela destignu moksimalnu
koncentraciju u pericdu od 2 - 4 tjedna nakon kalemljenja.
Ove] se periocd otmrilike - poklapa sa vremenskim intervalom
cd stavljanja prve dva kalema u grupi 3B, odnosnc sva Tri
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kalema u grupi A, na majku, i okota mladunéadi covako senzi--
biliziranih majki. Nadalje, mnogi autori smatraju, da nakon
uncds ~logenih stanica, vedéino unijetih stanicn podlegne, ved
u krvi, djelevanju cirkulirajuéih antitijela ( Amos i Day,

1957.3 Loutit i Micklem,1962.).

Akce na temelju iznesencg ~naliziramo nase rezultate u
pokusnim grupame. B 1 D, onda bi mogli ponovnoe zakljuciti da
e tredi kalem uSiven pri kraju trudncée ( grupa B ) veszati
no sebe dobor dic humoralnih antitijela, pa ée ih manje i
ostati za prijenos u Cedo u zadnjoj fazi trudncée. Voisin
( 1962.) smatra, medutim, da pasivne prenesena facilitacij-
ska antitijela mogu djelovati Cak ake su prisutna i u malim
koliCinama, a svoju aktivnest u novem domacdinu zadrzaveju
tjednima. Kake je mladuncad u grupi B injicirang imunim ocCe-~
vim splenccitima, neposrednc po rodenju, moZe sSe pretpostaviti
da je nive citotoksidkih i drugih antitijela u mladundéadi
bic nizak, dok su se, meduiim, facilitacijska antitijela,
makar prenesena i u malifm kolicinsma, mogla vezati na oceve
splenocite 1 dovesti dc njihove facilitacije. Naprotiv, citc-
toksicka antitijela ne bi mogla, zbog malih prenesenih ko--
liéina, bitnije oStetiti splenocite. Vezivanje facilitacijskih
antitijela moglo bi osigurati preZivljavanje splenccita pa ,
u ovisncsti o histokempatibilnim c¢dnosima izmedu njih i ce-
da, dovesti ili do tolerancije ili do bolesti krzljanja. I
doista, u grupi B naSli smo najveéu incidenciju toleranci je
( 50 % ), ali i relativno visck postotak ( 28 % ) mladunéadi

cbecljele od bolesti krzljanja.
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suprotan nalaz u grupi D moZe se takoder objasniti na
osnovi predlofencg mehanizma,. Naime, trokratnim kalemljenjem
majke prije trudnoée omcgudéenc je humcralnim antitijelima,
razlic¢itih vrsta, da nesmetanc prclaze placentarnu barijeru,
pa njihov 1ive u mladuncetu moZe biti relativno visok. Visck
nive humcralnih antitijela, koja su stvorena prethodnim ka-
lemljenjem majke sa oCevom koZom, moZe zbog prisutnosti ne-
smasmjene kolic¢ine citctoksicnih antitijela izazvati ugibanje
oCevih splenocita. Sli¢nc su miSljenje izrazili, na osnovu
nesto drugac¢ijih pokusa, Siskind i Thomas ( 1959.).
Medutinm, za objasnjenje rezultaiz?éévore o skradenom vIremenu
prezivljavanja oCevog kalema u grupi D, navodimo miSljenje
Howard i1 Michie-a ( 1962.). Oni smatraju da bi mali broj,
eventualno prezivjelih splenocita, mogao prije djelovati u
smislu 1zazivanja imuniteta na ofev kalem, nego u smislu i-

zazivanja tolerancije ili bolesti krZljanja.

1z rezultata kcji prikazuju median vremena prezZivljava-
nja rcditeljskih kalema presadenih na mladuncad ( Tablica V ),
vidi se da se statisticki znacajno produZenje Zivota roditel j-
skog kalema postiZe u dvije pokusne grupe ( Bi C ), i to
samo na co€ev kalem. Naprotiv MVP za kalem majke ne pokazuje
takva odstupanja kakva su primijedena u nekim grupama za
oCev kalem. Ipak, vrijedno je spomenuti, da jedino u grupi
Kontrola II nije nadena ni jedna Zivotinja, koja bi bila
makar i djelomiCno tolerantna prema majdinom kalemu ( Tabli-
ca ITI ). Tolerantne Zivotinje, iako u niskom postotku, po-

Javlijuju se samo u B i D grupi. Tesko je ocjeniti pravo
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znacenje ovog nalazo, jer broj netolerantnih i djelomidénc
tolerantnih ne odstupa bitno od vrijedncsti nadenih u Kon-
troli I.

Ldt 3.C,buInciﬂencija bolesti krZljanja.U svim Zivetin jskim

grupama, koje su bi-
le injicirane c¢8evin splenocitima, neke su Zivotinje uginule
od bolesti krZzljanja. Broj uginulih bio je najveéi u grupi
Kentrola IT ( 55 % ), u kojoj su injicirani imuni oevi sple~
nceciti u mladundad normalnih, tj. prethodno netretiranih me, j-
ki. U pokusnim grupama B i Dy, w kojima su majke bile prethod-
no trokratno kaleml jene ofevin kalemom, brcj uginulih je dos-
ta nizi ( 28 %,¢9dncsnc 15 % ). Cvaj se nalaz takoder mora
pripisati specifiénom tretmanu majki u ovim grupama. Kao Sto
SmC u prethodnim ragmatranjima istaknuli, humoralna antitije-
la stvorena u majeci, na céevo tkivo, mogla bi nakon prelaska
krcm placentu, vezati se za odeve Splenocite i tako umanjiti
njihovu aktivnost prema mladundetm. Takvu mogucnost potvrdu—
Ju 1 nalazi Siskind-a i Thomas-a ( 1959.a ), koji su uspjeli
zastiti mladunad od fatalne bolesti krzljanja, ako su im
injicirali imuni serum, ili ako su majku prije trudnodée inmu-~

nizirali na antigene davacca splenocita.

Razlike u postotku uginulih Stakora od bolesti krzl ja-
nja, izmedu pokusnih grupa B i D, vjermjatno bi se i u cvom
slucaju trebale pripisati razlikame u vremenu stavljanja
treceg olevog kalema na majku. Mehanizam kc jim se pokuSavaju

0bjasniti navedene razlike detaljnc je diskutiran u prethcd-



hodnem djelu teksta.

Obzircm da smo naSe pokuse izvoedili na populaciji genetski
nesrcdnih Stakora, interesiralo nas je da 1i mcZmmo predvidje-
ti koje mladunce, unutar jednog legla, ima najvisSe izgleda
da oboli od belesti krZzljanja, ako mu injiciramo oCeve sple-
nocite. U pregledu literature smc istakli, da se bclest krz-
ljanja javlja to pravilnije, Sto su razlike u histokompati-
bilnosti izmedu primacca i davoca vecde. PockuSali smo se or-
jentirati ¢ razlikama u hisﬁknmpatibilnﬂsti, koristedéi se
hemaglutininima ( Vlahovié i Vlahovié, 1966. ), koji u nadim
uvjetima nastaju u serumu muskog roditeljskog partnera nakon
odbacivanja koznog kalema Zenskog roditeljskog partnera.
oritrocite mladuncéadi testirali smo prema tome sa serumomnm
oca, jer se u njemu nalagze hemaglutinfw%tvmreni na kalem majke.
Naime, pretpostavljali smc da ¢e eventualnc jace aglutinaci j-
ske reakcije, seruma cca protiv eritrocita neke od mladunca-
di u leglu, ukazivati i na jace razlike u histokompatibilncesti.
U oba legla iz kojeg potjedu krZljavi ( Tablica VII ) . ,
bilo je mladunc¢adi protiv ¢ijih je eritrocita serum oca do-
ista pckazivac i jace hemaglutinacijske reakevije. Medutim,
oCevi spelnceciti nisu u njima doveli do razvoja holesti kri-
ljanja. Nasi rezultati ukazuju da postoje znatne razlike iz-
medu distribucije hemaglutinocgena i transplantacijskih anti.-
gena, pa se na ovaj nacin ne moZe predvidati Ptazlike u his-
tokompatibilnosti. U serumu mij,duncadi oboljele od bolesti
krzljanja nismo mogli otkriti hemaglutinine protiv eritroci-

ta cvca, Sto su primijetili i drugi ( Eichwald, 1963.).
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IIT 3. C.c. Hemaglutinacijska reaktivncst krvnog serums -

mladuncadi . Da, bl upotpunili

sliku imunoloske re-
ektivnosti mladunéadi u perinatalnoj dobi, prikazali sme i o .
rezultate koji se odnose na hemaglutinacijska svejstva krv-
nog seruma mladuncadi. Poznato je da se nakon transplantacije
koZnog alokalema u serumu primacca stvaraju hemaglutinini
protiv eritrocita davacca ( Vliahovié i sur.,1965.). Trekrat-
nim kalemljenjem majki, koZom muZjaka u nadim pokusima, tre-
balo je ocCekivati i u majCinom serumu viscki titar hemagln-
tinina. To se coekivanje i potvrdilo. Hemaglutinini su se
takoder pojavili i u serumu nladunéadi, nakon odbacivanjn

roditeliskih kalema.

U razmatranju hemaglutinaci jske reaktivnesti mladun-—
cadi prvo demo se csvrnuti na rezultate u pokusnim grupama
A1 C. U ovim grupama mladi pokazuju razlifitu hemaglutinaci j-
sku aktivnost prema eritrocitima roditelja, nakon odbaciva~
nja njihovih kalema. Relativnc nizak titar hemaglutinina
nasli smo u grupi C, podebnoe na eritrcecite oca. U grupi A
titar prema oba roditelja bioc je slican i mnogo vi8i negc u
grupi C. Ove razlike su vjerojatno opet posljddica razlidi-
tog postupka sa rcditeljima. Naime, dok je u grupi C majka
trokratno kalemljena kcZom muZjaka prije stavljanja na ras-
plod, treéi je kalem u grupi A uSiven na majku tek 3 - 4
dana prije ckota mladunadi. S obzirom na pckazane razlike,
izmedu ovih grupa, vjercjatno je vrijeme stavlijanja tredeg

oCevog kalema na majku presudno i za hemaglutinacijsku reak-



tivnost mladunceta.

Cini nam se da objadnjenje za ovakav nalaz treba traZiti
u promjenama koje nastaju u majci nakon kalemljenja sa e~
vim kalemom. Vel spomenuti visck titar hemaglutinina u majci,
stroren kalemljenjem koZe, mogao bi u grupi C suprimirati
hemaglutinacijski odgovor mladunceta na isti stimml. Slicni
su odnosi poznati iz eksperimentalnih i klinickih radova c
prijencsu humoralnih antitijela sa majke na &edo. Premesena
humoralana antitijela opéenito imaju veliku vaZnost za cedo,
jer mu osiguravaju pasivnu zastitu, dok ne saxrije njegova
imunoloska reaktivnost. Medutim, antitijela prenesena s=a
majke mogu i utjecati namzvoj aktivne imunoloske recktivnos-
ti mladuncéeta. Tako je poznato, da ova antitijela mogu znat-
no ¢slabiti imuncloski odgover Ceda, ili se on uople ne jav-—
ljayna antigen kojim je majka bila imunizirana ( Butler i
sur., 1954.; Reilly i sur.,1961.). Cak i ponovljeno injici-
mnje antigena nakon godinu dana, kada su majc¢ina antitjela
iz organizma mladunceta vel odstranjena, daje vrlo slab cd-
govor. Lepow i sur.(1961l.) smatraju da se ovaj efekt pravil-

no javlja samc onda, ako je titar majcinih antitijela visok.

Na osnovu iznesenog mogle bi se pretpostaviti da Ce
treéi ofev kalem, stavljen na majku pri kraju trudnoée ( gru-
P2 A ), "pokupiti™ neSto od hemaglutinaci jske aktivmosti maj-
ke, pa ¢e tako u fazi najZivljeg prijenocda antitijela u mla-
dunce prijeéi manje hemaglutinina. Manja kolidina hemagluti-

nina mogla bl izazvati i manju supresiju reaktivnosti mladun-
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ceta. Naprétiv, prijencs vede kolidine hemaglutinina sa majke
u cede, u pokusnoj grupi C, doveo bi dc supresije hemagluti-
naci jske reaktivnosti mladundeta, nakon odbacivanja oCevog
kalema. S obzirom da je u mladundeta snifen titar i protiv
eritrecita majke, €ini se da preneseni hemaglutinini opéeni-

to smanjuju hemaglutinaci jsku reaktivnost mladundeta.

Vaznost vremena uSivanja tredeg ulevog kalema na ma, jku
oc¢ituje se i u grupama B i D, u kojim je mladuncad injicira-
na ocevim splenocitima. Naime, i u ovim se grupama pckazuje
da je razlika u vremena stavljanja tredeg oCevog kalema na
majku dovela do analognih razlika u visini titra hemaglutini-

na, kako je tc¢ opaZenc i u grupama A i C.

Tacen mehanizam ko jim  majdina antitijela suprimiraju
lmuncloski odgovor mladundeta nije joS poznat, alili se pret-
postvlja da bi se moglo raditi o interakeiji majcinih antiti-
Jela 1 specificnog antigena na koji su stvorena. Uhr i Bau-
manng 1961.) misle da se radi o blokiranju efektornih mjesta
na antigenu sa molekulama antitijela, dok Wilson i Miles
( 1955.) smatraju, da se antigen br¥e eliminira iz cirkulaci-

Je 1 organizma mladunéeta.



TV 7 AKLIUCNTI PREGLED




S obzirom na rezultate dobivene vliastitim istraZiva-
njima, mogli bi istadi neke zakl jucke. Prikazat éemo ih onim
redcsli jedom kojim su Oopisani i pokusi u eksperimentalnom di-

Jelu ovog rada.

ANALIZA HOMOLOGNE BOLESTI

U pogledu uCestalosti bolesti krzljanja i nje.:ih kli-
nickih manifestaci ja postoje neke analogije, ali i neke bitne
razlike, izmedu Ziveotinja koje pripadaju Sistim sojevima i Zi--

votinja koje potjedu iz genetskl nesrcdne pcpulacije.

1. U genetski nesrodnoj populaci ji Stakora cvpazili
smo iste klinidke znake bolesti krzljanja, kakvi su opisani i
medu zZivotinjama razliditih, genetski Cistih sojeva. Zaosta-
janje tjelesne teZine cboljelih Zivotinja, predstavlja i u na-
Sim uvjetima vaZan znak za otkrivanje bolesti i njenc pracde-

nje.

2. 3 obzirom da nam nisu poznate genetske razlike me-
du nasim Stakorima, ne mo¥e se ni predvidati kakav de biti ko-
na¢ni ishod injekceije nekog breja splenocita. U nekim kombina-
cijama Zivotinja ni visok broj injiciranih stanica nigje doveo
do belesti krZljanja, dok se u drugim kombinaci jama bcolest raz-
vija i na mali broj unesenih stanica. Na osSnovu oveg moZe se
zaklju€ivati o cdnosima u histokompatibilnosti izmedu primao-

ca 1 davaoca. U populaciji genetaki nesrodnih Stakora,za raz-
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liku od kombinacija &istih sojeva, nema pravilnog povecanja

udestalosti bolesti s povedanjem broja injiciranih stanica.

3. Maksimalnu udestalost bolesti ( okc 100%  obo-
1ljelih), u uvjetima nasih pokusa, mozZe se ocekivati tek nakon
injiciranja vrlo visokcg broja splenceita ( viSe od 100 mili-

juna ).

4. Usprkos genetski razliitim cdnosima postoji, pre-
ma nadim pokusima, statistidki znaajna korelacija ilzmedu
pojave prvih klinidkih znzkova belesti i njenog trajanja
(r=0,48, p/ 0,02 ). 3tc se klinilke manifestacije bo-

lesti pojave kasnije, t¢ je trajanje bolesti duZe.

PRIJENOS TRANSPLANTACIJSKOG IMUNITETA
SA MAJKE NA CEDO

A. PreZivljavanje roditeljskih kalema

1. U mladundadi stare cko mjesec dana, koja potje-
e od nesenzibiliziranih majki, nema razlike u vremenu odba-

civanja ofevog i majcéinog kalema.

2. Ako se majka prije parenja trokratno kalemi ko=
Zom bududeg oca mladundadi, onda mladundad znafajno duZe no-
si ofev kalem. USivanje tredeg ofevog kalema na majku, pri
kraju trudnoée , ukida spomenuti efekt produZencg nosenja o-

evog kalema presadenog na mladunéad. Prema tome, vrijeme
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stavljanja tredeg olevog kalema predstavlja “kriticni® mome-
nat, koji bitno utjefe na sudbinu oCevog kalema presadenog
mladundetu. Ova pojava tumadi se specifidnim facilitaci jskim

efektom antiti jela.

3. Ukolikc se injiciraju u mladuncad oCevi splenc-
citi, poniStava se facilitacijski efekt stavljanja treceg lka-
lema majci prije trudnodée. Ako se tredéi kalem koZe usije maj-
ci pod kraj trudncée, tada nakon injiciranja mladuncadi oCe-
vim splenccitima dolazi dc znaajnog produZenja noSenja oce-

veg kalema.

B. Incidencija beclesti krzljanja

1. Prethodnim trokratnim kaleml jenjem majke sman ju-
je se ulestalost bolesti krZljanja, koja nastaje zbog injicl-
ranja odevih splenocita mladuncadi. Postotak krzljave mladun-
8adi, nakon injiciranja imunih splenocita oca, najmanji je
ako se tredi kalem uSije majci prije trudnoce. Ovaj je zaklju-
dak u skladu sa zakljuSkom pod A.3., Sto upuéuje na sustin-
sku istovjetnost procesa indukcije specifiéne imunoloske to-

lerancije i bolesti krzljanja.

2. Razlike u pogledu histokcmpatibilnosti, izmedu
oca i njegove mladuné¢adi, ne mogu se predvidati na osnovu
titra hemaglutinina stvorencg u serumu cca na kozZzni kalem

ma jke.
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C Hemaglutinacijska reaktivnost krvnog seruma

mladuncéadi

l. Vrijeme uSivanja treéeg cCevog kalema na
majku opéenito je presudno za hemaglutinacijsku reaktivnost
mladunceta. Ako se majka prije parenja trokratno kalemi olevom
koZoin, onda je titar hemaglutinina u serumu mladunéadi niZi,
nego ako se treéi kalem stavi na majku pri kraju trudnode.
Analogne razlike nalazimo 1 u grupama u kojim je mladunéad

injicirana ocCevim splenocitima.
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