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Mladuncad sisavaca po svojoj se reaktivnosti na mnoge pod-
raZaje znatno razlikuje od odrasle, zrele Zivotinje. MiSljenje,
da je mladi organizam funkcionalno nedostatan zbog svoje "orée
nezrelosti” u novije vrijeme se sve to viSe napuSta. Prema no-
vijim shvadanjima utjecaji okoline mogli bi u tom pogledu ima-

ti mnogo vaZniju ulogu.

Nema sumnje, da se aktom poroda uvjeti okoline mladunceta
radikalno mijenjaju. Dok su, za vrijeme embrionalnog i fetalnog
razvoja svi njegovi funkcionalni sistemi najintimnije povezani
sa organizmom majke, dotle su od momenta prekida te veze oni
prepusSteni utjecaju, ponekad ¢ak i vrlo agresivne,okoline. Jas-
no je da pri tom ne moZemo zanemariti utjecaj prvobitne fizio-
loske veze s majkom na reaktivnost bilo kojeg njegovog funkcio-
nalnog sustava. Takvih utjecaja nije 1iSena ni imunolosSka reak-
tivnost mladundeta. StoviSe, dobro je poznata zaStitna uloga
pasivno prenijetih protutijela iz majke. No, ta adoptirana imu-
nost majke, moZe, ¢ini se, znatno utjecati i na konacno uspos-—
tavljar je vliastité imunoloSke reaktivnosti mlade Zivotinje. Mo-
Ze se stoga pretpostavigi . da ¢ée i drugi oblici imunoloskih

reakcija mladunceta ovisiti i o imunoloSkoj kompetenciji majke.

Glavni je predmet ove rasprave proucavanje reaktivnosti mla-
dunceta na presadena alogena tkiva. Buduéi da je reaktivnost ns
presadena tkiva u osnovi imunoloSka, posebnu smo pazZnju posve-
tili proudavanju utjecaja majéine imunosti na transplantacijs-
ku reaktivnost mladuncadi.

Prikazi znanstveno-istraZivadkih podataka koji omoguéavaju

pristup ovoj temi sadrZan je u Opéem dijelu rada. U prvom



njegovom dijelu raspravlja se o reakciji organizma na tude tki-
vo opéenito. Pri tome se posebno opisuje uloga stanica i uloga
humoralnih protutijela u transplantacijskoj reakciji, jer fizi-
oloSke veze izmedu majke i fetusa, odnosno mladuneta omogula-
vaju prijenos i1 jednih i drugih. U drugom dijelu se govori o
osobitim oblicima reaktivnosti organizma sisavaca u perinatal-
noj dobi. Tu se pored krat¥og prikaza saznanja o sazrijevanju
imunoloSke reaktivnosti posebno razmatra poloZaj fetusa kao
prirodnog alogenog kalema i stecCena imunoloSka tolerancija. Ko-
na¢no, navode se i oni podaci koji nam omoguéavaju uvid u poz-
nate utjecaje majcine imunosti na imunoloSku reaktivmost mla-

duncadi.






2.1. REAKCIJA ORGANIZMA NA TUDE TKIVO

2.1.1. TKIVNA SRODNOST ( HISTOKOMPATIBILNOST )

Poznavanje genetickih razlika izmedu primaoca i davaoca od
bitne je vaZnosti za povoljan ishod transplantacije stanica,
tkiva ili organa. Velike geneticke razlike medu pripadnicima
iste vrste sisavaca uzrok su brzog odbacivanja presadenog ka-
lema. Geneticka identiCnost, u takvoj populaciji, nalazi se
samo u jednojajfanih blizanaca. Medutim, slufajnim izborom par-
tnera mogu se i u genetidki nesrodnoj populaciji naéi pojedinci
koji su medusobno vrlo srodni ili vrlo razlicéiti, a geneticka

slic¢nost jedan je od osnovnih uvjeta za uspjeh transplantacije.

Specifidnu gradu organizma predodreduje na tisude gena,
ali su samo neki od njih odgovorni za prihvatanje ili odbaciva-
nje tudeg tkiva. Detaljna genetiCka istraZivanja pokazala su da
mozemo razlikovati posebnu vrstu dominantnih gena, koje je Snell
(1948) nazvao genima histokompatibilnosti ili tkivne srodnosti.
Ovi geni predodreduju sudbinu presadenog alok;fggsﬁﬁggtumors—
kog tkiva. Opéenito se smatra, da su dominantni, iako ova domi-
nantnost ne mora uvijek biti potpuna ( Celada i WVelhsons 1962;
Prehn i Main 1954 ). Geni tkivne srodnosti se nasljeduju pre-
ma Mendelovim zakonima. Antigeni tkivne srodnosti specifiéni su
i krajnji produkti gena tkivne srodnosti. Odbacivanje presade-
nog alokalema predstavlja imunosni odgovor domadina koji je us-
mjeren basS na antigene tkivne srodnosti koji su prisutni m= ka-

lemljenom tkivu, a udsutni u domadéinu ( Berrian i Brent 1958;



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

koji su odsutni u domadinu ( Snell 1948 ).

Broj gena histokompatibilnosti nije isti u svih specijes.
Ovi geni su smjeSteni na razliéitim kromozomskim lokusima ( Palm
1961; Billingham i Silvers 1959; Popp 1967.). Razumljivo je da
su genetidki disti sojevi Zivotinja omoguéili veliki napredak u
proudavanju genetickih osnova procesa odbacivanja ili prihvacda-
nja presadenog tkiva ( Billingham i Silvers 1959.). Svipripadnici
jednog ¢istog soja imaju isti geneticki sastav i tkivo bilo ko-
jeg pripadnika soja primaju kao vlastito. Jedina razlika, unutar
¢istog soja, oCituje se ako kalem muZjaka presadimo na Zenku. U
takvoj kombinaciji odbacivanje kalema moZe nastupiti zbog toga,
Sto se na spolnom Y kromozomu muZjaka nalaze antigeni tkivne
srodnosti koji su Zenki nepoznati. Iako ovi antigeni pripadaju
medu tzv. slabe transplantacijske antigene, ipak uzrokuju odba-
civanje kalema muZjaka. Kalem Zenke presaden na muZjaka, unutar
¢istog soja, normalno se prihvada, jer muZjak je geneticki to-
lerantan na antigene determinirane spolnim X kromozomom. Qvo o-
pazanje poznato je kao Eichwald-Silmserov fenomen ( Eichwald i

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



U zadnjih tridesetak godina, od radova Gorer-a (1937, 1938),
koji je identificirao prvi antigen histokompatibilnosti, sve je
viSe podataka koji omoguéuju definiranje gena, odnosno antigena
histokompatibilnosti u mnogih Zivotinjskih vrsta. Antigeni histo-
kompatibilnosti, kao konadéni kemijski produkti gena histokompati-
bilnosti, medusobno se razlikuju po intenzitetu reakcije koju in-
duciraju u organizmu domaéina. Antigene koji uzrokmju snaZnu re-
akciju odbacivanja svrstavamo u jake, a one koji dovode do slabi-
je reakcije nazivamo slabim antigenima tkivne srodnosti. Najbolje
su istraZeni i definirani geni histokompatibilnosti u miSa, a po-
sebno oni na H-2 lokusu histokompatibilnosti, koji su po svojim
antigenima i najsnaZniji, pa uzrokuju vrlo snazZni imuni odgovor
primaoca. Intenzitet imunog odgovora u miSa nalazi se u korelaci-
ji sa brzinom odbacivanja alokalemaX koZe i tumora, kao i sa stva-
ranjem humoralnih protutijela ( Snell 1948 ; Snell i sur. 1953).
H-2 lokus u miSa determinira ne samo najjaCe transplantacijske an-
tigene kalema, veé i stanine antigene na povrSini eritrocita i
drugih stanica, pa ih nije bilo teSko identificirati seroloskim
metodama. Pretpostavlja se da u miSa ima najmanje 15 lokusa his-
tokompatibilnosti (Barnes i Krohn 1957 5 Prehn i Maine 1958 ; Bi-
llingham i sur. 1962a), a detaljno je istraZeno 13, od kojih su 2
vezana za spolne X i Y kromozome.(Batchelor 1965).

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

traZivanja na pokusnim Zivotinjama omoguéile su napredak i u ovom

X Prema terminologiji predloZenoj od Gorera i sur (1961) alokale-
mi su kalemi koji se presaduju izmedu jedinki iste specijes.
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podrucju, pa je u ljudskoj populaciji definiran HL-A sistem kao
glavni sistem tkivne srodnosti (Ceppellini 1968 ; Ivanyi i Dau-
sset 1966 ; Terasaki i sur. 1967 ; Terasaki i Singal 1969). HL-A
sistem je ekvivalentan H-2 sistemu u miSa, Rt H-1 sistemu u Sta-
kora i drugim sistemima histokompatibilnosti koji su poznati u os-
talih sisavaca (Dausset 196G). U ovom je sistemu identificirano
15-20 viSe ili manje definiranih antigena (idem). Antigeni tkiv-
ne srodnosti prisutni su na vanjskoj povrsini staniéne membrane,
no nalazimo ih i na mnogo intimnijim strukturama stanice, kao Sto
su napr. razlicite étaniéne organele (Monaco i'éur. 1964 ; Basch
i Stetson 1963 ; Walach i Vlahovié 1967). Pokuééji da se odredi
%%%%ﬁ%%%a specifidnih antigenih determinénti, nisu do danas dala
sigurne rezultate. U najbolje prociSéenim preparatima ovih anti-
gena nalazi se gotovo ﬁvijek ugljikohidrate i aminokiseline (Da-
vies 1967). Pa ipak se misli da jJe zadriavanjé nativne strukture
proteina bitno za‘imunogenetiéka i serolosSka svéjstva antigena

tkivne srodnosti (Kandutsch i Stimpfling 1966).

2.1.2. PRIRODA TRANSPLANTACIJSKE REAKCIJE

2.1.2.1. Uloga stanica u transplantacijskoj reakciji

MoZe se oplenito smatrati da je imunosni odgovor organizma uv-
jetovan aktivnoSéu limfatifkih stanica, kako onih koje slobodno
cirkuliraju, tako i1 nakupina stanica koje €ine limfaticka tkiva i
organe. Prema tome, limfaticke stanice i fkiva ¢ine anatomsku pod-
logu imunosnih reakci ja.

Transplantacijski antigeni mogu se predstaViti imﬁnoloékom a-

paratu domadina bilo u obliku solidnog kalema (napr koZa, organi)



ili kao suspenzija pojedinaénih stanica, o Cemu ovise osobine i-
munoloSkog odgovora, pa i nalin odbacivanja. Ako se koZni kalemi
izmjenjuju izmedu nesrodnih jedinki iste specijes moZe sSe u pra-
vilu oCekivati njihovo odbacivanje izmedu prvog i drugog tjedna
nakon presadivanja. Makroskopske i1 mikroskopske promjene, koje
se oc¢ituju u presadenom kalemu, detaljno su opisane u drugim di-
jelovima teksta ( vidi: 4.2. ). VaZno je naglasiti da se orto-
topno uéivenaiglem koZe nakon par dana prihvati, dobije krvnu i
limfnu opskrbu, te ima izgled normalnog tkiva, a tek nakon toga
pocinje reakcija odbacivanja. Ovo vrijeme latencije u imunom od-
govoru potrebno je zato da organizam moZe primiti informaciju o
tudem antigenu i nakon toga mobilizirati svoj imunolosSki poten-
cijal.

JoS nije konacno razjaSnjeno kako i u kojem obliku dolaze an-
tigeni iz koZnog alokalema do centara imunoloSkog odgovora. Ipak
se pretpostavlja da je regionalni limfni ¢vor, u koji se dreni-
raju limfne Zile iz leZiSta kalema, glavni centar imunoloskog od-
govora (Billingham i sur. 1954, 1963 ; Mitchison 1954, 1955).
Brojni su eksperimenti pokazali da je povezivanje kalema sa do-
maéinom, preko limfnih Zila, neophodan preduvjet za senzibiliza-
ciju i imunoloSku reakciju domadéina. Organi ili tkiva koji nema-
ju limfnu drenaZu "dozvoljavaju" duZe prezivljavanje alogenog
kalema, pa se nazivaju "povliastenim mjestima™ za transplantaciju
(Eichwald 1963). Tako je omoguleno preZivljavanje alokalema smje-
Stenih na povrSinu mozga, jer u centralnom ZivEanom sustavu ne-
ma limfne drenaZe (Medawar 1948). Slifan poloZaj ima i tkivo pre-
sadeno u vreCice na obrazima hrcka (cheek pouch), jer alogeni ka-
lemi presadeni u njih ne senzibiliziraju domadéina (Billingham i

Silvers 1962a)



Ulazak antigena u regionalne limfaticke strukture vjerojatno
nije jedini naéin senzibilizacije domacina solidnim kalemorm, ia-
ko se pretpostavlja da je najvazniji. Induktivna faza imunog od-
govora moze se odigrati i u samom kalemu u koji prodiru limfoci-
ti iz krvi. Postoji mnogo dokaza da su mali limfociti imunoloSki
kompetentne stanice, tj stanice koje se mogu reproducirati i imu-
noloski djelovati u skladu sa informacijom koju su primile od ne-
poznatog antigena (Gowans 1962 ; Gowans i sur. 1961; Hildemann i
sur. 1962). Stimulirani limfociti odlaze nakon toga u regionalne
limfne &vorove (Medawar 1958a). Limfociti mogu pokazivati ovakvu
reaktivnost jer su sposobni direktne reagirati sa antigenima his-
tokompatibilnosti, prisutnim na kalemljenom tkivu (GOwans 1962;
Gowans i sur. 1962, 1963). U korteksu regionalnih limfnih &voro-
va odvija se,potom, proces proliferacije stimuliranih limfocita.
Poslije 4 ili viSe dana potomci ovih limfocita napuStaju regio-
nalne limfne &vorove, odlaze po cijelom organizmu i naseljavaju
ostale limfne &vorove.(Turk 1967). U toku seobe limfociti mogu
reagirati protiv specificénog antigena, akn sa njim dodu u kontakt,
Sto predstavlja stanidni (celularni) tip manifestacije imunoloS-
kog odgovora. Medutim, ogranicena kolifina periferno fiksiranih
antigena, koja "otputuje" u regionalne limfne &vorove, stimulira
limfocite, koji se zatim pretvaraju u prekursore plazma stanica,
pa dolazi do stvaranja humoralnih protutijela (idem). Burwell
(1962) smatra da su mali limfociti, koji nastaju kao krajnji pro-
dukt diobe velikih limfocita, efektorne stanice stanicéne imunos-
ti (tzv"celularna“protutijela), dok su veliki limfociti vjerojat-
no prekursori stanica koje secerniraju protutijela (tzv “"humoral-

na”protutijela).




Noviji radovi posebno istidu ulogu timusa i josS nekih limfa-
tickih struktura u sazrijevanju imunokompetentnih stanica i raz-
voju stanicne, odnosno humoralne imunosti. Zametne stanice za
sve imunokompetentne stanice nalaze se u koStanoj srZi. ImunoloS-
ku kompetenciju ove stanice postiZm tek prolazom kroz timus, ili
kroz Fabricijevu burzu - u ptica, odnosno odgovarajuée limfatil-
ke strukture u sisavaca, koje joS nisu poznate (M&ller 1971).
Stoga se ovi limfociti zovu T limfociti (thymus dependent), od-
nosno B limfociti (bursa equivalent). Izgleda da T limfociti ima-
ju dvije razlifite funkcije: 1) odgovorni su za dugotrajnu imuno-
loSku memoriju, i 2) odgovorni su za imunost stanifnog tipa. Za
produkeciju humoralnih protutijela odgovorni su iskljuéivo B lim-
fociti. U tome im T limfociti mogu pomoéi, ali njihovo prisustvo
nije neophodno (idem).

Transplantacijska imunost svrstava se u grupu reakcija pre-
osjethjivosti "odgodenog" tipa, a ona pokazuje brojne slicénosti
sa preosjetljivosSéu tuberkulinskog tipa (Lawrence 1957 ; Boyd
1956). Preosjetljivost odgodenog tipa moZe se prenijeti sa sen-
zibilizirane Zivotinje na rormalnu samo injiciranjem suspenzije
stanica iz limfnih &vorova, slezene, limfe duktus toracikusa i
limfatickih stanica krvi.(Chase 1953). Ovim se stanicama moZe pre-
nijeti i imunost na alokalem u drugu Zivotinju, pa u tom sluéaju
govorimo o imunosti stefenoj "adopcijom” (Mitchison i Dube 1955;
Billingham i Brent 1956a). Za adoptivni prijenos imunosti neop-
hodno je da su stanice Zive, ali je uspjeh prijenosa ogranicen i
genetiCkim, odnosno antigenim razliikama izmedu primaoca i stani-
ca koje se injiciraju. Prijenos imunosti biti ée uspjeSan samo
ako se senzibilizirane limfatiCke stanice prenose u geneticki i-

dentinog ili tolerantnog primaoca. Serumom imunizirane Zivotinje
u pravilu se ne moZe prenijeti ova imunost, i pored visokog tit-
ra humoralnih protutijela (Billingham i Brent (1956a).
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Opisana reakcija primaoca na presadeni alokalem solidnog
tkiva naziva se reakcija domalina protiv kalema ( DpK ) ili HvG
reakcija (host-versus-graft). Isti tip reakcije razvija se i on-
da ako se primaocu injicira suspenzija alogenih stanica, kao napr
suspenzija stanica bubrega, jetre, epidermisa ili limfatickih
stanica (splenociti, limfociti, timociti, koStana srZ)(Billing-
ham 1957 ; Congdon 1962 ; Lawrence 1960). Ove se stanice zadrZe
u limfatickom tkivu domadéina svega nekoliko dana, a potom ih fa-
gocitiraju i razgrade makrofagi (Congdon 1962 ; Makinodan 1957;
Sherkarchi i Makinodan 1958). Time je zapofela imunoloSka reakci-
ja protiv tudih injiciranih stanica. Da se i u ovom slucaju radi
o transplantacijskoj imunosti potvrduje nam opazZanje da kalem ko-
ze, presaden sa iste Zivotinje-davaoca stanica, doZivljava ubrza-
no odbacivanje, tj fenomen ponovljenog kalema. 0&ito je da su an-
tigeni, koji su prisutni na prethodno injiciranim stanicama, bili
zastupljeni i na naknadno uSivenom kalemu (Medawar 1958b, 1959a).

Injicira 1i se ponovno suspenzija istovrsnih alogenih stanica,
nakon izvjesnog vremena latencije, veéina stanica podlegne veé u
krvi primaoca (Amos i Day 1957; Loutit i Micklem 1961). Intere-
santno je, medutim, da intravenski put injiciranja suspenzije alo-
genih stanica (Billingham i Sparrow 1955; Brent 1958; Steinmuller
i Weiner 1963) ili stanidnih ekstrakata (Brent i sur. 1962; Meda-
war 1963a) nije tako efikasan u izazivanju imunosti kao drugi pu-
tovi unoSenja tudih antigena (napr intrakutani, supkutani i in-
traperitonealni). étaviée, prethodno i.v. injiciranje stanica mo-
Ze Cak i produZiti preZivljavanje naknadno presadenih alokalema

(Eberhardt i Vliahovié 1969).



Reakcija domaéina protiv kalema nije jedini oblik transplan-
tacijske reakcije. U odredenim uvjetima reakcija mozZe imati i
suprotan smjer, tj od stanica kalema protiv domaéina, Sto naziva-
mo ‘reakcijom kalema protiv domadina (KpD) ili GvH reakcijom (gra-
ft-versus-host). Dakako, da u tom sludaju, reakcija moZe teéi i
dvosmjerno. Za ovaj tip reakcije odlucan je sastav samog kalema.
Ako je kalem graden iz imunokompetentnih stanica (Medawar 1963b),
tj iz limfatidkih stanica koje se u domaéinu mogu reproducirati
i protiv njega imunoloSki djelovati, tada je ispunjen preduvjet
za KpD reakciju.U nekim sludajevima primalac nije uopée u stanju
da reagira protiv unesenih stanica, pa nastaje samo KpD reakecija,
koja moZe imati i letalan ishod. PatoloSke manifestacije KpD re-
akcije nazivamo homologna bolest, jer nastaje unoSenjem alogenih
(homolognih) imunokompetentnih stanica u domadina koji imunoloS-
ki nije reaktivan, ili mu je reaktivnost bitno smanjena. Howmolo-
- gnu bolest susrecemo u 2 oblika, kao “sekundarnu bolest” i “bo-
lest krZljanja™. Sekundarna bolest nastaje u letalno ozracenih
Zzivotinja, koje su bile injicirane alogenom koStanom srZi, da bi
ih se zaStitilo od hematopoetske smrti (Vos i sur. 1959; VanBe-
kkum i sur. 1959; Jutila i Weiser 1962). Nakon oporavka hemato-
poeze ove stanice nesmetano reagiraju protiv, za njih nepoznatih,
antigena histokompatibilnosti domadina, Sto moZe dovesti do le-
talnog ishoda.(Simonsen 1962; Billingham i Brent 1959).

Uvjeti za nastanak KpD reakcije postoje i prirodno, ako se
alogene imunokompetentne stanice injiciraju fetusu ili novooko-
éenoj Zivotinji. Takav mladi organizam, imunoloSki nezreo, ne
moZe reagirati na unos tudeg tkiva, veé ga prihvaéa kao vlastito

(Hildemann i Haas 1962; HaSek i sur. 1958). Zbog toga se pokreée



samo reakcija unesenih alogenih imunokompetentnih stanica pro-
tiv antigena tkivne srodnosti fetusa ili novorodenceta, Sto mo-
Ze izazvati teSka oStedenja organizma i zaostajanje u rastu. Po
tome je bolest i dobila naziv bolest krzljanja (Billingham i sur.
1960; Billingham i Silvers 1962b). Ako mladi domalin ima jake
antigene histokompatibilnosti, koje injicirane stanice nemaju,
onda e se razviti klasiéna slika bolesti, koja ¢e u pravilu za-
vrsSiti.letalno (Gowland 1965; Sinkovics i Howe 1964).

Iako limfociti imaju bitnu ulogu u imunom odgovoru na aloge-
no tkivo, Sto potvrduju brojni eksperimenti, ipak se &¢ini da ni-
su i jedini faktovkoji je angaZiran u tim procesima. Danas se
sve viSe paZnje poklanja ulozi makrofaga, a suradnja izmedu lim-
focita i makrofaga bila bi vaZna u induktivnoj fazi imunog odgo-

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

2.1.2.2. Uloga humoralnih protutijela u transplantacijskoj

reakeciji

Veé je u prethodnom izlaganjm istaknuto da su za odbacivanje

presadenog alogenog tkiva odgovorne imunokompetentne stanice
(stanidna protutijela). Cinjenica da se imunost n§°%13§8no tki-
vo moglo prenijeti samo imunokompetentnim stanicama iz imunizi-
ranog davaoca u primaoca, odvukla je paZnju od proutavanja ulo-
ge humoralnih protutijela u reakciji odbacivanja alogenog tkiva.
Tako se dugo vremena mislilo da ova protutijela nemaju nikakvu
znacajniju ulogu, ili je njihov ufinak samo sporedan. Medutim,
reakcija organizma na transplantirano tkivo vrlo je kompleksna,
a u sklopu te reakcije u serumu primaoca javljaju se i humoral-

na protutijela, pa je neophodno i o njima voditi racuna.
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Odkacivanje alogencg tkiva uvjetovano je razlikama u tkiv-
noj srodnosti izmedu primaoca i davaoca. Posebno smo naglasili
%tjecaj jakih antigenih razlika, napr. onih, Sto potjecu sa H-2
lokusa u miSa. U toku transplantacijske reakcije u miSa nastaju
razlicé¢ite vrste humoralnih protutijela, koja su uglavnom usmje-
rena na antigene tkivne srodnosti, prisutne u kalemljenum tkivu.
Ta protutijela imaju svojstva hemaglutinina ( Gorer i Mikulska
1954 ), leukoagutinina ( Amos 1953 ), hemolizina ( Gorer i 0’
Gorman 1956 ) ili eitotoksina ( Terasaki i sur. 1961 ). Dugo vre
mena se mislilo da H-2 lokus u miSa predodreduje dvije vrste an-
tigena: antigene koji imaju svojstva hemaglutinina i one koji
predstavljaju antigene tkivne srodnosti ( Medawar 1959b ). Medui
tim, prevladalo je miSljenje da isti antigeni ( posebno ako se
radi o H-2 antigenima ), koji induciraju imunost na alokalem,
izazivaju i stvaranje humoralnih protutijela ( Stetson 1963.).
Ti antigeni u miSa nalare e i na eritrocitima. Za razliku od
ovih rezultata iz pokusa na miSevima, mnogo je nejasnija situ-
acija u drugih Zivotinjskih vrsta. Tako se napr. u pasa ne po-
kazuje nikakva ovisnost izmedu stupnja histokompatibilnosti i
pojave hemaglutinina, nakon transplantacije alogenog kalema koZe
( Vliahovié i sur. 1965; Vlahovié i Vlahovié¢ 1969 ). U pokusima
na geneticki Cistim sojevima Stakora ne moZe se uvijek sa sigur-
noSéu utvrditi da postoji povezanost izmedu intenziteta reakci-
je odbacivanja i razine cirkulirajuéih protutijela ( Stark i Kren
1967a,b,c ). U Covjeka je situacija joS$ mnogo sloZenija, jer on
posjeduje prirodne hemaglutinine u sistemu krvnih grupa. Stoga je
kompatibilnost davaoca i primaoca u AEQ sistemu osnovni preduty-
jet 7a uspjesnu funkciju presadenog alo<alema ( Russell i Monaco
1965 ).



Vrlo je teSko preciznije opisati ulogu humoralnih protuti-
jela u transplantacijskoj reakciji, jer to ovisi omnizu cini-
laca. Protutijela iz imunog seruma mogu doprinijeti skracenju,
qali i produZenju Zivota presadenog alokalema, Sto evisi o iz-
voru,vrstt, i kolidini pretutijela, specijes i soju Zivotinje,
kao i vrsti upotrebljenog alageneg tkiva ( Winn 1970 ). Nalaz
citotoksickih protutijela u serumu pobudio je interes za is-
traZivanje njihove uloge u odbacivanju alokalema. Brojni su
pokusi vrSeni u tzv. "milipore” komoricama, ¢ije su memebrane
propusne za protutijela i druge molekule, all nepropusne za
stanice. PaZljivo izvedeni pokusi pokazali su da citotoksicka
protutijela i komplement prodiru w komorice, iako sa poteSko-
¢ama. Kada konadno protutipla i komplement, koji .m prosSli u
komoricu, dostignu odredeni nivo, mnoge vrste alogenih stani-
ca bit ée uniStene ( Amos i Wakefield 1958, 1959; Gabourel
1961; Gorer i Boys 1959a; Wakefield i Amos 1958.). Sva tkiva
ne pokazuju jednaku osjetljivost na citotoksicko djelovanje,
iako se Cini da se prije moZe govoriti ¢ kvantitativnim, ne-
goli kvalitativnim razlikama ( Algire 1959; Gorer i Boys 195%}.
Iz ovik pokusa moglé bi se zakljuciti da nije neophodno da
domadéinove stanice dodu u kontakt sa kalemom, veé su Cestn 2

humoralni faktori dovoljni za njegovu destrukciju.

Ispitivanja efikasnosti protutijela imunog seruma, obzirom
na njegova citotoksicka svojstva, izvodena su najéeSée na tu-
morskim stanicama. Na djelovanje humoralnih protutijela poseb-
no su osjetljive stanice tumora koje potjecu bd limfatickih

tkiva ili iz koStane srZzi, dok tumori koji potjecu od drugih
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tkiva mogu biti i potpuno rezistentni ( Winn 1962; M&ller
1963a ). MiSljenje da su samo pojedinalne stanice nekog tumor-
skog tkiva osjetljive na djelovanje protutijela, jer se cito-
‘toksyd_i komplement mogu u dovoljnoj kolic¢ini vezati na njiho-
voj povrSini i razoriti ih, danas je uglavnom napuSteno. Naime
suspenzija stanica pripremljena od solidnog tumorskog tkiva,
koje je rezistentno na protutijela, neosjetljiva je na njiho-
vo djelovanje i nakon S$to su stanice disocirane( Winn 1970 ).
Cini se, da osjetljivost tumora na humoralna protutijela visSe
ovisi o koncentraciji antigena na povrSini stanica, a mnogo

manje o tkivnom porijeklu tumora (idem ).

Pojedinalne stanice iz normalnog limfatickog tkiva i koS-
tane srZi, razlicitih Zivotinjskih vrsta pa i Covjeka, mogu se
takoder oStetiti in vitro, humoralnim protutijelima :7 prisu-
tnost komplementa. Do razaranja takvih stanica doéi ¢ée i on-
da, kad se njihova suspenzija prenese u prethodno pasivno i-
muniziranog domadina ( Winn 1962; M8ller i M8ller 1962; Ste-
ts¢r 1963.). Sudjelovanje celularne imunosti, u nekim od o-
vih pokusa, iskljuceno je prethodnim ozracivanjem primaoca
ili drugim naéinima. Ako se primaoca aktivno imunizira, inji-
ciranjem suspenzije tudih stanica, tada se veé u toku drugog
tjedna nakon injiciranja u njegovo] krvi mogu dokazati razli-
¢ite vrste cirkulirajuéih protutijela ( Gorer i O’Gorman 1956:
Stetson iDemopoulos 1958 .). Injicira 1i se ponovno, nakon ne-
kog vremena, suspenzija istovrsnih stanica, tada ¢e veéina
njih podleéi veé u krvi djelovanju cirkulirajuéih protutijela

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



Kaleml jenje koZvim kalemima najjednostavniji je i najes-
¢€ upotrebljavani postupak -3 indukciju transplantacijske
- imunosti. Stoga se i uloga huwioralnih protutijela, u trans-
plantacijskoj imunosti, na normalna tkiva najéesSée proulavala
na alokalemima koZe. Iako je veéina pokusa pokazala fla pasiv-
no prenesena humoralna protutijela ne mogu znacajnije utje-
cati na odbacivanje koZnog kalema, ipak su neki autori, u
posebnim eksperimentalnim uvjetima, uspjeli dokazati njihovu
djelotvernost. Imuni serumi, stvoreni injiciranjem miSeva i
kuniéa splenocitima inkorporiranim u Freundov adjuvans, mog—
1li su znatno oStetiti koZne kaleme, u pasivno imuniziranim
primaocu, (Stetson i Demopoulos 1953)?Chutna(1959; Chutna i
Pokorna 1961.) smatra da su humoralna protutijela vjerovatno
ukljuCena u reakciji “bijelog kalema®™, $to je jedan oblik wve-
oma burnog odbacivanja. Kalem se u tom slu@u ne odbacuje na
uobilajeni nalin, veé¢ je od poletka ecdematozan i blijede boje,
vjerovatno zbog odsurtva vaskularizacije ( Rapaport i Conver-
se 1958.). NajuspjeSniji dokaz ulinka pasivnog prijenosa hu-
moralne imunosti na alokalem,dao je Steinmuller ( 1962 ). On
je senzibilizirao Stakore sojeva Lewis i BN, unakrsnom izmje-
nom kozZnih kalema. Tako dobiven serum efikasno je izazivao
odbacivanje kalema, ako je bio uzet od davaoca u vrijeme naj-
vedeg intenziteta reakcije odbacivanja ( 6-15 dana nakon ka-
lemljenja ). Interesantno je, da nivo citotoksinih i hema-
glutinacijskih protutijela nije bilo ni u kakvoj korelaciji
sa intenzitetom oSteéenja kalema. Naime, serumi, koji su u-

zetli u kasnijem periodu nakon <dbacivanja kalema imali su
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viSi titar hemaglutinina i citotoksina, ali aisu imali nikak-
vog vidljivog utjecaja na kalem ( idem ). I u ostalim m2"~broj-
nim pokusima prijenosa humoralne imunosti, efikasnost seruma
ée oditovala samo onda, ako je krv davaocu uzeta u ranom peri-
odu primarnog odgovora na alokalem ( Stetson 1963 ). Stetson i
Jensen ( 196¢ ) smatraju da razlog ovim vremenskim razlikama
treba traZiti u vrsti produciranih protutijela Sto se pojav-

ljuju u razliditim fazama nakon imunizacije Zivotinje.

U prilog miSljenju da humoralna protutijela sudjeluju u od-
bacivanju alokalema govore i1 rezultati dobiveni u 1ljudi koji
boluju od agamaglobulinemije. Pacijenti koji boluju od nasljed-
e forme ove bolesti ne mogu odgovoriti produkcijam plazma
striaica i specifiénih protutijela na stimulaciju antigenom.
Sposobnost za velinu reekcija odgodenog tipa doduSe je saclu-
vana ( Good i sur.1962 ), ali im se alokalem koZe dugo ne od-
vacuje ( Good i sur. 1957. ). Tedko je ne dovesti u vezu ovo
zatajivanje normalnog odbacivanja alogenog tkiva sa njihovom
nesposobnoSéu da produciraju humoralna protutijela ( Stetson
1963 ).

liedutim, kao S$to je veé istaknuto, malen je broj eksperi-
mentalnih podataka koji ukazuju na susStinsku ulogu humoralne
imunosti u odbacivanju alokalema. I prirodno opaZanje u novoro-—
denog janjeta, u tom pogledu, bitno umanjuje znacéaj cirkulira-
juéih protutijela u reakciji odbacivanja. Janje se rada bez cie
kulirajuéih gama-globulina, no i pored toga odbacuje alokalem

koZe u normalnim vremenskim granicaxs ( Silverstein i sur.1963).
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Ne treba se stoga Cuditi kategorickim tvrdnjama nekih autora
( Russell i Monaco 1965 ), da cirkulirajuéa protutijela niposS-

to nisu osnovni preduvjet za odbacivanje alogenog tkiva.

Imuzi-kemi jska svojstva humoralnih protutijela dobro su pro-
ufena, a potrebno im je posvetiti odgovarajucu paZnju, posebno
kada se istraZuju transplantacijske reakcije u perinatalno]
dobi. Humoralna protutijela pripadaju u grupu gama-globulina
razlicitih molekularnih teZina. Aktivnost protutijela sadria-
vaju 3 osnovna tipa imunoglobulina. Najvedi dio ( 85-90 % )
humoralnih protutijela pripada IgG tipu, a to su imunoglobu-
1lini malene molekularne tezZine. Gama globulinima velike mole-
kularne teZine pripadaju IgM i IgA imunoglobulini ( Vlahovié
V. 1968). Imunoglobulini G imaju molekularnu teZinu oko 150.000
g lcnstantu sedimentacije 6-7S ( Svedbergovih jedinica ) /Mar-
ler i sur. 1964./. Molekulaena teZina IgM globulina je oko
900.000, a konstanta sedimentacije iznosi 18-20 S ( Lamm i Small

10666 Mll;er i.Metzger 1965.,). Protutijela tipa ¥gG ne gube
iolosku
svoju aktivnost ako se izloZe djelovanju 2-merkaptoetanola, pa

ih nazivamo i merkaptoetanol rezistentnim, za razliku od IgM
protutijela kojai su osjetljiva ma merkaptoetanol i stoga gube
specififnu aktivnost ( Fudenberg i Kunkel 1957; Chan i Deutch
1960; Pike i Schulze 1965.).

Na osnovu iznijetih podataka moZe se zakliuciti da je uloga
humoralnih protutijela u odbacivanju alokalema joS uvijek nedo-
voljno upoznata. Neke komponente humoralne reakcije usmjerene

su protiv antigena tkivne srodnosti, dok su druge usmjerene na
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irelevantne antigene. Pasivno prenesena humoralna protutijela
mnogu senzibiliiirati domad¢ina na kalem graden od pojedinal-
nih stanica, dok je situacija mnogo kompleksnija ako se radi o
kalemu solidnog tkiva, gdje su neuspjesi uglavnom pravilo.
Medutim, uloga humoralnih protutijela joS je mnogo sloZeni ja,
jer pasivno prenesena protutijela Cesto mogu i produziti vri-
jeme preZivljavanja alokalema solidnog tkiva. To je jedan imu-
nolosSki paradoks koji se nastoji iékoristiti u transplantaciji
tkiva, da bi se unaprijedilo preZivljavanje alokalema, pa je

potrebno neSto reéi i o ovom aspektu djelovanja protutijela.
2.1.3. IMUNOLOSKA FACILITACIJA ( ENHANCEMENT )

Unapredenje Zivota presadenog tkiva moZe se postiéi razli-
¢itim postupcima, kojima je zajednicki cilj supresija imunoloS-
kog odgovora domadédina prema tudim antigenima tkivne srodnosti,
koje nosi kalem. Danas raspolaZemo bogatim izborom metoda imu-
nosupresije, kao Sto su zrafenje, ALS ( antilimfocitni serum ),
kemijska imunosupresija i drugo ( Vlahovié S. 1968 ), ali je
njihova primjena ogranifena. Csnovna je svrha ovakve terapije
slabljenje imunolosSke reaktivnosti primaoca, Sto stvara povolj-
nije uvjete za dulje prezZivljavanje alokalema. Medutim, ovakva
terapija znatno slabi opée stanje organizma, Sto moZe izazva-
ti brojne i neZeljene, a Cesto i fatalne posljedice. Stoga sva-
ka metoda koja bi omoguéila produZenje Zivota kalema, a da is-
tovremeno nebi Stetila organizmu, znacajno bi doprinijela usp-
jehu transplantacije. U tom su pog’=du mnoge nade polagane u
imunoloSku facilitaciju ili tzv. "enhancement” ( angloameridkih

autora).
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Facilitacija je u osnovi imunoloSki fenomen. Dokaz za njenu
imunoloSku prirodu dali su Kaliss i sur. (Kaliss 1956? %QEZéS i
sur. 1957, 1953). Oni su uspjeli produZiti Zivot presadenog a-
loéenog tumora nakon Sto su u primaoca injicirali serum Zivoti-
nje, koja je prethodno odbacila istu vrstu tumora. Iz tog podat-
ka, kao i iz daljnjih pokusa, zakljulili su da je za imunoloSku
facilitaciju neophodna prisutnost specifiénih humoralnih protu-
tijela u organizmu primaoca. Ovaj fenomen nema samo paradoksal-
ni aspekt, veé¢ ima i nekih drugih osobina po kojima se razliku-
je od poznatih imunoloSkih mehanizama (Kaliss 1962). Tako napr.,
imunoloSka facilitacija lakSe se postiZe pri jakim razlikama u
tkivnoj srodnosti izmedu davaoca i primaoca, Sto je gotovo obr-
nuto od poznatih uvjeta za indukciju steCene imunoloSke toleran-
cije. Najveéi broj radova, iz ovog podrulja, odnosi se na tumor-
ska tkiva. No, ovaj izbor modela nije sluéajan. Poznato je, nai-
me, da je imunolosSku facilitaciju najlakSe inducirati prema tu-
morima, dok je facilitaciju normalnih tkiva, na istom principu,
vrlo tesSko uspostaviti.

ImunolosSka facilitacija moZe se izazvati i aktivnom i pasiv-
nom imunizacijom primaoca, iako se pasivnim putem facilitacija
osigurava lakSe, sigurnije i redovitije (Russell i Monaco 1965).
Ta efikasnost pasivnog puta razumljiva je veé iz toga Sto se zna
da i geneticki identi¢ne Zivotinje razlicito reagiraju na aktiv-
nu imunizaciju, obzirom na vrijeme manifestacije i kvalitet re-
akcije (Kaliss i Bruyant 1958). Ipak se uspjeSnost aktivne faci-
litacije moZe poveéati, ako se produZi vremenski interval izme-
du prve inokulacije tumora (senzibilizacija) i test kalemljenja
(Kaliss 1966). Kada je jednom tumor facilitiran i podne progre-

sivno rasti, to stanje facilitacije odnosi se samo na njega, jer
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dodatno transplantirani tumor ne samo da neée biti facilitiran,
veé ée biti ubrzano odbaden ('second set”)(Kaliss 1962). Obzirom
na pomenute osobitosti, u olitovanju facilitacijske reakcije,
tesko je todno definirati njen mehanizam. Ipak. razugljivo je

da joj osnova mora lezati u opéem mehanizmu reaktivnosti hilo na
tumorska, bilo na normalna tkiva.

Iz tog opleg mehanizma imunoloSke reaktivnosti poznato nam

“je da ¢ée imunizacija Zivotinje izazvati uobidajenu reakciju koja
e teéi u dvije faze. U prvoj fazi ofituje se snaZna reakcija
preosjetljivosti odgodenog tipa, koja se manifestira veé 3-4 da-
na nakon senzibilizacije, a dostiZe maksimum obicéno tokom prve
sedmice. Nakon toga intenzitet ove reakcije nagloc pada. Druga fa-
za, koju karakterizira humoralni odgovor, dostiZe maksimalni in-
tenzitet izmedu 2-4 tjedna nakon senzibilizacije, tj. u vrijeme
kada je celularna faza veé znatno oslabila (Kaliss 1966; Axelrad
1968). Ako. tkivo koje Zelimo facilitirati (napr. istovrsni tumor)
transplantiramo u prvoj fazi nakon senzibilizacije, doéi ¢e do
ubrzanog odbacivanja (second set). Medutim, ako ga transplanti-
ramo nakon nekcg vremena, kada je celularna faza velé oslabila,

a humoralna zapoCela i ojalala, onda ¢ée se obifno olitovati fa-
cilitacija (Kaliss i Bruyant 1958).

Za objasnjenje mehanizma ovog fenomena predloZeno je visSe
teorija. Ipak, nijednom od njih nije se moglo objasniti sve eks-
perimentalne nalaze, Sto je dokaz sloZenosti mehanizama kojima
se facilitacija ostvaruje. NajceSée se spominju teorije perifer-
ne i centralne inhibicije. Periferna inhibicija moZe biti aferen-
tna il1li eferentne, veé prema tome, dali blokira aferentni ili e-
ferentni dio imunolosSkog "refleksnog™ luka, a djeluje na razini

kalema. (Billingham i sur. 1956; Snell 1956b). Billingham i sur.
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(1956a) dali su najprihvatljivije objasnjenje i definiciju spo-
menutih puteva inhibicije. Pod aferentnom inhibicijom misle na
d;rektnu inaktivaciju antigena prisutnim protutijelima ili spri-
jeCavanje antigenu da dode do centara imunog odgovora. Karakte-
ristika centralne inhibicije je djelovanje na imunokompetentne
stanice, a o¢ituje se bilo u promjeni imunoloSkog aparata, ili
u promjeni svojstava imunog odgovora. Ako protutijela ne mogu
izvrsiti svoj ufinak, jer je facilitirano tkivo prekriveno ili
"ozidano” (walling off, angloam. autora) protutijelima, tada go-
vorimo o eferentnnj inhibiciji. MoZe se opéenito rec¢i, da pos-
toji mnogo dokaza u prilog, kao i protiv, periferne inhibicije,
Sto obidno ovisi o specifiénosti pokusnog modela (Kaliss 1958,
1969). U prilog eferentne inhibicije, koja ima viSe podrske,
govori nalaz Mdller-a (1963b) da tumor izloZen in vitro djelo-
vanju specificénog protuseruma, pa zatim presaden na senzibili-
ziranog domaéina, doZivljava facilitaciju, dok istovremeno pre-
sadeni netretirani tumor podlijeZe normalnoj reakciji odbaciva-
nja. MozZe se pretpostaviti da su specifidéna protutijela prekri-
la staniéni povrSinu i "ozidala" antigene, pa bi tako stanice
tumora bile zaStidéene od domadinove reakcije odbacivanja, Sto
predstavlja eferentnu inhibiciju. Nadalje, poznato je da limfo-
citi, uzeti iz Zivetinje koja nosi tumor, mogu inhibirati rast
tumorskih stanica iste Zivotinje,kada ih se in vitro zajednicki
uzgaja.(Hellstrém i sur. 1968; Hellstr®m i Hellstr®dm 1969). Me-
dutim, ovaj ucinak limfocita moZe se blokirati, ako u medij do-
damo serum Zivotinje koja nosi tumor. Time je imuno oStedenje
tumorskih stanica sprijefeno ili znatno oslabljenc, Sto takoder
govori u prilog eferentnoj inhibiciji (Hellstr®m i sur. 1969a).

PodrSku centralnoj inhibiciji, tj. djelovanju na razini imuno-
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kompetentnih stanica domaéina, posebno daju radovi Takasugi i
Hildemann-a (1969 a i b). Oni su utvrdili, izmedu ostalog, da
specifiéni protuserum injiciran u Zivotinje 6 dana nakon pre-
sadivanja alogenog tumora, dovodi do pada broja limfocita, ali
i facilitacije tumora. Periferni limfociti uzeti iz senzibili-
ziranog misa inhibiraju rast tumora, ako se pomijeSaju sa tu-
morskim stanicama prije injiciranja u primaoca. Medutim, peri-
ferni limfociti iz senzibiliziranih miSeva, koji su tretirani
protuserumom, ne pokazuju takav ulinak. Takasugi i Hildemann
(idem) su posebnu paZnju poklonili odredivanju uloge pojedinih
frakecija imunoglobulina u procesu facilitacije, te su utvrdili
da je facilitacijska aktivnost vezana uz imunoglobuline G,tj.
imunoglobuline malene molekularne teZine (7S5 tipa).

Drzeéi se ovih saznanja o imunoloSkoj facilitaciji trebalo
bi olekivati da ¢ée ona vaZiti i za normalna tkiva. Pa ipak, kao
Sto je refeno, facilitaciju normalnih tkiva je mnogo teZe izaz-
vati, negoli facilitaciju tumorskih tkiva (Brent i Medawar 1962).
Za objaSnjenje te razlike mogu posluZiti i opce bioloSke osobi-
tosti rasta tumora u usporedbi sa osobitostima rasta normalnih
tkiva. Vjerojatno je to i razlog Sto presadeni tumor moZe pro-
gresivno rasti i onda kada je pasivnim protutijelima blokiran
imunolos$ki odgovor domadéina samo prema nekim, njemu nepoznatim
antigenima tumorskcg tkiva. Naprotiv normalno tkive biti ée od-
badeno ¢ak i onda kada kalem ima samo jednu antigenu specific-
nost, koja je domalinu nepoznata (Winn 1970). ProduZenje Zivo-
ta koZnog kalema moZe se postiéi injiciranjem primaoca serumom
koji sadrizi protutijela specificéna za antigene kalema. Medutim,
iako su razlike statisticki vjerodostojne, ipak se ovim pos-

tupkom Zivot kalema produZuje samo za nekoliko dana (Billingham
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i sur. 1956b). Halasz i Orloff (1965) takoder su dobili slid-
ne regultate produZenja Zivota koZnog kalema injiciranjem spe-
cifi¢nog protuseruma. Perfundirali su uSku kunila specifilnim
antidonor-serumom: i na nju su zatim presadili alokalem koZe.
ProduZenje Zivota kalema pripisali su eferentnoj inhibiciji
mehanizma imunoloSkog odgovora. Pasivno prenesena protutijela
mogu produziti i Zivot bubreZnog alokalema, ne samo tako da ga
direktno zaStite, veé mogu i domalinov aktivni odgovor (tzv.
aktivni enhancement) usmjeriti u produkciju dodatnih kolidina
facilitacijskih protutijela (French i Batchelor 1969).
Izneseni podaci o moguéem djelovanju humoralnih protutije-
la kako u procesu odbacivanja, tako i u facilitaciji presade-
nih tkiva, imaju posebno znalenje obzirom na pokuse koji se o-
pisuju u ovoj radnji. Naime, neke vrste humoralnih protutijela,
koja cirkuliraju u organizmu majke, mogu prijeéi u organizam
fetusa, odnosno novorodencéeta. Ova prenesena protutijela, ne
samo da osiguravaju zastitu noveorodendeta u ranom razdoblju
Zivota, veé mogu i utjecati, pa Cak i preinaliti njegov aktiv-
ni odgevor na antigene stimuluse. Stoga je neophodno iznijeti
neke osnovne karakteristike imunocloSkih odnosa u perinatalnom

razdoblju sisavaca, Sto je tema slijedeéeg dijela radnje.
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2.2. IMUNOLOSKE KARAKTERISTIKE PERINATALNE DOBI

2.2.1. FETUS KAC ALOKALEM

Fetus je s obzirom na majku djelomiéno graden iz gene-
tidki stranog tkiva (o8eva komponenta naslijeda). Buduéi da je
organizam majke imunoloSki potpuno zreo i sposoban da odbaci
geneticki strano tkivo, to je logicno pretpostaviti da fetus mo-
Zze doZiviti sudbinu alokalema. Jedno vrijeme se mislilo da bi
sam akt poroda mogao biti istovjetan sa odbacivanjem alokalema,
ali je ta ideja odbacdena ¢im se uzgojilo geneticki Eiste soje-
ve, Sto znafi da se unutar ¢istog soja mladuncad normalno rada.
Ipak se mnogi aspekti trudnoée i porodaja tumacle s imunolosSkog
stajalista.

Tako organizam majke moZe izraziti punu imunoloSku reak-
tivnost prema veéini tudih antigena, ipak je on prema vlastitom
fetusu imunoloSki "inertan”. Inercija u tom slucaju znadéi oslab-
ljeno djelovanje sustava koji odrZava imunoloSku homeostazu maj-
¢inog organizma, Sto ukazuje da je doSlo do izvjesne adaptaci-
je 11i preinake u njegovoj funkciji (Anderson 1965). Presadiva-
nje kalema tudeg tkiva neprirodan je dogadaj za organizam. Ka-
leml jenje alogenim tkivom se prirodno dogada jedino u trudnoéi,
jer fetus i tumore trofoblasta moZemo smatrati prirodnim aloka-
lemima, obzirom na to da oba sadrZe i antigene olevog porijekla.
Normalno vrijeme odbacivanja alokalema, u gotovo svih sisavaca,
mnogo je kracde od vremena trudnole, pa ako fetus i smatramo a-
lokalemom onda je on vrlo dobro toleriran (Eichwald 1963). le-
hanizam ove tolerancije nije dovoljno objaSnjen. Mnoge teorije

o tom mehanizmu samo ukazuju na moguée pristupe ovom problemu.
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Cini se da je najprihvatljivije razmiSljati o interakciji broj-
nih faktora koji se medusobno dopunjuju, Sto ¢éemo razmotriti u
daljnjem tekstu.

Veé je u Opéem dijelu nraglasSeno (vidi 2.1.2.1.), da kalemi
koji se presaduju u tzv. "povlasStena” mjesta kao napr. u vre-
¢ice na obrazima hrfka, mozak i prednju olnu komoru, imaju iz-
gleda da duZe preZive. To se objasnjava bilo specificCnom gra-
dom tih mjesta ili odsﬁstvom limfne i krvne drenaZe, pa trans-
plantacijski antigeni ne mogu senzibilizirati domaéina (Russell
i Monaco 1965). Cesto se naglaSava da i uterus, u tom smislu,
predstavlja povlaSteno mjesto. No, iako uterus dopusSta implan-
taciju oplodene blastociste i omogucuje razvoj i rast zametka,
ipak on nije neophodan za normalan tok trudnoée. Dobro je poz-
nato da uznapredovala abdominalna trudnoéa moZe zavrsSiti rode-
njem doneSenog djeteta carskim rezom (Bright i Maser 1961). O-
va]j podatak ipak ne iskljucuje zasStitnu ulogu uterusa, Sto pro-
isticCe iz slijedeleg eksperimenta. Presadi 1i se alogena blas-
tocista ekstrauterino, specificéno imuniziranoj Zenki, blasto-
cista ée prestati rasti, dok se blastociste presadene u uterus
implantiraju i normalno dalje razvijaju (Kirby i sur. 1966).
Autori objaSnjavaju ove rezultate kao posljedicu okruZivanja
kalema decidualnim tkivom u uterusu, Sto ga zaStiduje od ste-
¢ene imunosti, za razliku od blastociste smjeStene ekstraute-
Fings

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

umetnuti (slika 1).
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Slika 1.
HISTOLOSKI TIPOVI PLACENTA POREDANI PREMA BROJU SLOJEVA
STO SU UMETNUTI IZMEDU MAJEINE I FETALNE CIRKULACIJE

f—— gl Ficees T e ] Fetal Capillary

: / | ; | |
Epithelio- Maternal Syndlesmo- Maternal  Endothelio- Haemo-  Maternal Haemoendo-
chorial Tissues  chorial Capillary chqrial chorial Blood zhehal }

.

Prema: Amoroso (1952)

Tablica I prikazuje nesto modificiranu klasifikaciju pla-
centd s obzirom na njihova funkcionalno imunoloSka svojstva
(prema Sterzl-u i Silverstein-u 1967), na temelju prikazane Se-
me (slika 1). Vidi se da se broj slojeva tkiva, u placentama
razli¢itih sisavaca, krece od 6 do 3. Epiteliohorijalna placen-
ta je u tom pogledu najbogatija i sadrZzi sve majc¢ine i fetalne
slojeve (majdin endotel, vezivo i epitel, te fetalne slojeve:
trofoblast, vezivo i endotel). Hemohorijalna placenta sadrzi
samo 3 fetalna sloja.

Na Tablici I. je prikazan i prijenos majcéinih protutijela,
o Cemu ée biti posebno govora u kasnijem tekstu. Za sada je do-
voljno naglasiti, da se prijenos majéinih protutijela moZe do-
vesti u vezu sa gradom placente. Medutim, pojedini slojevi pla-
cente vjerojatno imaju i drugaciji funkcionalno imunoloSki zna-
¢aj. Moguée je da neki od njih mogu zaStititi fetus od majcine
imunolosSke aktivnosti, usmjerene na olevu antigenu komponentu.

U tom pogledu najveéi broj podataka potjefe iz pokusa na gene-
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ticki Cistim sojevima Zivotinja koje mahom spadaju medu glo-
davce. Iz analize strukture njihove placente (Tablica I) vidi
se da tim placentama nedostaju "majéini® slojevi, dok su 3 fe-
talna sloja, u svima njima, zastupljena. Rezultati pokusa u tih
Zivotinja posebno su istakli znacenje stanica trofoblasta, ko-
ji je fetalnog porijekla, a dolazi u direktni kontakt sa maj-
¢inim tkivom. Kalemi fetalnog tkiva Fl hibrida na Zivotinjama
majéinog soja, koje su prethodno senzibilizirane antigenima
otevog soja, bivaju redovito razoreni. Isto se deSava i sa ka-
lemima placentarnog tkiva. VaZnu iznimku, u tom pogledu, ¢ini
bas tkivo trofoblasta, koje ne samo da nije razoreno, veé mu je
i rast unaprijeden do te mjere da govorimo o proliferaciji.
(Simmons i Russell 1962, 1963). Ti su pokusi znatno ulvrstili
pretpostavku da bi stanice trofoblasta mogle djelovati kao imu-
nolosSki inertna barijera izmedu tkiva majke i fetusa. MiSljenja
da je sincicijski trofoblast, koji je u vezi sa majéinom krvlju
samo majinog porijekla (Gordon 1960) ili da su te stanice hap=
loidne, tj. da sadrZe kromatin samo majéinog porijekla (Galton
1960), danas su odbalena. Gotovo je sigurno, da imunoloSku ot-
pornost trofoblasta treba pripisati fibrinskom sloju koji ga s
povrSine oblaZe u mnogih Zivotinjskih vrsta (Kirby i sur.1964).
U Covjeka je taj sloj poznat kao Nitabuchov sloj (Bardawil i
Toy 1959; Curzen 1970). Dosljedno takvom zakljudku treba istadi
da ni antigeni, prisutni ne stanicama trofoblasta, ne mogu sen-
zibilizirati majéin organizam, jer su maskirani fibrinskim slo-
jem. Elegantnim pokusima u miSa Currie (1968) je dokazao da tro-
foblast ipak mbdZe senzibilizirati primaoca ukoliko je prethod-
no bio tretiran neuraminidazom. Buduéi da se radi o enzimu koji

specifiéno razara mukopolisaharide ("cementnu’ masu fibrinskog
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sloja ), moZe se zakijuéiti da su tim postupkom antigeni tro-
foblasta bili "razgolideni” Sto je omoguéilo senzibilizaciju
domadina. Zanimljivo je, s tim u vezi, istaéi da debljina slo-
ja stanica trofoblasta, kao i debljina fibrinoidnog materijala
na njima, ovisi o antigenim razlikama izmedu majke 1 fetusa,
tj. slojevi su to deblji Sto su velée antigene razlike izmedu
trofoblasta i domaéina (Billington 1965; Kirby 1968). Ovaj fib-
rinoidni materijal histokemijski je vrlo slifan medustanicénom
sloju koji oblaZe stjenke stanica u vrecicama na obrazu hrcéka,
a poznato je da je to izrazito povlasSteno mjesto za transplan-
taciju geneticki stranog tkiva, jer se domadina ne senzibilizi-
ra (Billingham i Silvers 1962a).

Vjerojatno je da i promijenjena imunoloSka reaktivnost maj-
ke igra vaZnu ulogu u zaStiti fetusa i sprijedavanju reakcije
njegova odbacivanja. Naime, gravidna Zenka moZe gIgkvatro is.ng-
loSki reagirati na velinu tudih antigena, ali je reaktivnost
na alogena tkiva nedostatna, o ¢emu postoje brojni podaci. Ta-
ko napr.,alokalemi koZe presadeni gravidnim Zengme prezivlja-
vaju znatno duZe od kalema na negravidnim Zenama (Andresen i
Monroe 1962). U pokusima na miSevima Breyere i Barett (196C a
i b) su pokazali da ponovljene heterospecifiéne trudnole sla-
be reaktivnost majke na alokalem koZe odevog soja. StaviSe,
Zenka moZe duZe nositi i kalem muZjaka sa kojim je bila vise
puta samo parena, bez naknadne trudnoée (HaSek i sur. 1862).

U Stakora i pasa majka i njeni mladi pokazuju toleranciju na
uzajamno izmijenjene kaleme neposredno poslije okota (Anderson
1965). Ovako oslabljena reakcija gravidne Zenke, na alokaleme,
vjerojatno je posljedica djelovanja glukokortikoida, koji se

tokom trudnodée pojalano izluduju u veline Zivotinjskih vrsta
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i dovjeka (Medawar 1953). Glukokortikoidi imaju snaZno depre-
sivno djelovanje na limfaticko tkivo i koncentraciju cirkuli-

- rajué¢ih limfocita u perifernoj krvi (Manick i Egdahl 1968). Sa-
ma placenta takoder moZe biti izvor mnogih imunodepresivnih hor-
mona. U mnogih Zivotinjskih vrsta placenta secernira i ACTH i
kortikosteroide (Heslop i sur. 1954). Ti hormoni djelujuéi u
neposrednoj blizini fizikalne barijere koja razdvaja majku i
fetus imaju dalecko snazniji depresivni uéinak na imunost usmje-
renu protiv fetusa, nego Sto se to moZe ocijeniti testirajuéi
sposobnost odbacivanja alokalema smjeStenih negdje periferno na
organizmu majke (Kirby 1968). Za humanu placentu ne zna se si-
gurno dsdi producira kortikosteroide . No, s obzirom na to da
producira ¢itav niz hormona, kao Sto su progesteron, horionski
gonadotropin, placenterni laktogen i sudjeluje u metabolizmu
drugih (Grausz 1969) nije iskljudeno da je i ona izvor nekih
hormona koji imaju imunodepresivno djelovanje. Na kraju se me=
Ze zakljuliti da je fetus sisavaca zaSticéen na razne nadine od
majéine reakcijé odbacivanja. Ali i fetus, obzirom na svoju
opéu nezrelost ima posebne imunoloSke osobine o kojima se ras-

pravlja u narednom poglavlju.
2.2.2. STECENA IMUNOLOSKA TOLERANCIJA

ImunolosSki aparat fetusa se za vrijeme trudnole nalazi u
razvoju, pa u veéine Zivotinjskih vrsta, tek neko vrijeme na-
kon poroda, stjele sposobnost normalne reaktivmosti. No, u tom
razvoju do normalne reaktivnosti prolazi kroz razdoblje kad na
Strani antigen ne moZe reagirati imuno$éu, veé ga prihvaéa kao

vliastiti, tj. postaje na njega tolerantan. To je i smisao Me-
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dawarove (1962) definicije tolerancije koja glasi ovako:"Ako se
neka Zivotinja izlozi antigenu, prije nego Sto je razvila spo-
. sobnost da reagira protiv njega, onda je razvoj te reaktivnosti
odgoden, a u stalnoj prisutncsti antigena moZe biti neogranicde-
no produZen®.

Uobicajeni postupak za izazivanje tolerancije u sisavaca,
ptica i amfibija, sastoji se u injiciranju alogenih stanica u
njihovu mladuncad u perinatalnoj dobi (Billingham 196la; Hilde-
mann i Haas 1962; HaSek i sur. 1958). Toleranciju je moguée i-
zazvati u toj Zivotnoj dobi, jer sposobnost mladog organizma da
imunoloski reagira joS nije funkcionalno sazrela, pa se tude
injicirane stanice prihvadaju kao vlastite. JoS i prije nego
Sto su utvrdene bitne razlike izmedu odrasle Zivotinje i fetusa,
odnosno novorodenceta, u imunoloSkoj reaktivnosti na strane sta-
nice, bilc je miSljenja koja su na njih ukazivala. Owen (1945)
je opisac da su vaskularne anastomoze izmedu blizanaca goveda
uzrok bitnim promjenama imuncloskog odnosa medu njima. Te su
zivotinje tolerantne na hematopoetsko tkivo, a mogu biti tole-
rantne i na svako drugo presadenc tkivo drugog blizanca (Stone
i sur. 1965). Ovaj nalaz se objaSnjava time Sto su heterozigot-
ni blizanci goveda sinhorijalni i Cesto su eritrocitne kimere,
tj. svaki od blizanaca moZe imati u svojoj krvi mjeSavinu vlias-
titih eritrocita i eritrocita koji pripadaju drugom blizancu.
Eritrocitni kimerizam utvrden je i u heterozigotnih blizanaca
covjeka, a WVoodruff i Lennox (1959) su jednom takvom paru izmi-
jenili koZne kaleme i dokazali uzajamnu toleranciju.

Sire znatenje Owenovog otkriéa shvatili su Burnett i Fenner
(1949) koji su, uzevSi u obzir ove rezultate, postavili opéu

teoriju imunoloSkog prepcznavanja. Oni smatraju da organizam u
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embrionalno doba prepcznaje sve ahtigene kojima je okruZen kao
vliastite, pa gubi sposobnost da u kasnijem Zivotu na njih rea-
gira. U normalnim prilikama ti antigeni su dijelovi njegovih
vliastitih tkiva. Medutim, izlaganje organizma, u tom periodu,
veéoj kolidini stranog antigena dovelo bi do tolerancije na te
antigene, jer mlada Eivotinjgiﬁgé, u toj ranoj fazi svog razvo-
ja, sposobna da razlikuje tude od vlastitog. Tudi antigeni vjc-
rojatno unisStavaju specifiéni klonus stanica, predodreden da u
kasnijem Zivotu na njih producira protutijela, pa Zivotinja tu-
di antigen prihvada kao vlastiti. Kako imunokompetentne stani-
ce postepeno sazrijevaju, tako im se razvija i sposobnost da
prepoznaju tude antigene, tj. sve na koje za to vrijems svoje
nezrele faze nisu postale tolerantne.

Na temelju ovih spoznaja Billingham i sur. (1953) izazvali
su toleranciju injiciranjem fetusa misSeva jednog soja, sa sta-
nicama slezene, bubrega i testisa miseva drugog soja. Istovrecme-
no je i Hasek (1953) dobio sliéne rezultate na piliéjim embrio-
nima, spajajuéi embrione parabiotskom vezom. Naknadno testiranje
koZnim kalemima davalaca stanica, u odrasloj dobi, pokazalo je
da se u oba sluéaja doista radi o toleranciji. Fenomen toleran-
cije dobro je proulen, pa su danas poznate mnoge njegove osobi-
ne. digurno je dokazano da je tolerancija posljedica centralnog
zatajivanja mehanizma imunosnog odgovora, tj. zatajivanja reak-
tivnosti prema specifinom antigenu na razini imunokompetentne
stanice (Smith 1961; HaSek i sur. 1961). Stanje tolerancije moZe
se i ukinuti prijenosom normalnih limfatickih stanica iz genetic-
ki kompatibilnog davaoca (Smith 1961; HaSek i sur. 1961; Dietri-
ch i Weigle 1964; Gowans i sur. 1962). To je ujedno i najjasniji

dokaz da tolerancija predstavlja centralno zatajivanje imunoloS-
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kog odgovora, a da za to nije odgovorna promjena unutarnje sre-
dine. Ta tvrdnja odncsi se na razliite vrste imunoloSkih reak-

~cija, ukljuGujuéi tu preosjetljivost odgodenog tipa i produkci-
ju protutijela (Gowans i sur. 1962).

Tolerancija je specificna za injicirane antigene, a tole-
rantni domaé¢in moZe i dalje normalno reagirati na druge antige-
ne (Gowland 1965). Tolerancija nije fenomen “sve ili niSta?”,
jer se moZe pojaviti u svim stupnjevima od vrlo slabe do potpu-
ne (Woodruff 1960). U potpuno tolerantne Zivotinje alokalem se
ponaSa kao autokalem, a tako se ponaSaju i svi naknadni kalemi
od istog davaoca.

Najbolji izvor antigena za indukciju imunoloSke toleranci-
je su Zive stanice, tj. stanice koje se mogu reproducirati. To
su stanice limfnih ¢vorova, splenociti, mali limfoeiti, stani-
ce koStane sr#i i donekle timociti (Billingham i Silvers 1962b;
Billingham i sur. 1962b; HaSek i sur. 1958; Billingham 1961a).
Toleranciju lakSe izazivaju Zive stanice jer su one sposobne da
se reproduciraju u domaéinu, pa njihovi potomci odrZavaju tole-
rantno stanje. Budué¢i da su medu tim stanicama prisutne i imu-
nokompetentne stanice mnoge Zivotinje mogu uginuti od bolesti
krzljanja, Sto ponekad znatno smanjuje postotak tolerantnih
(Hildemann i Haas 1962). O mehanizmu bolesti krZljanja, Sto u
sustini predstavlja reakciju kalema protiv domaéina (KpD) go-
vorili smo ranije.

Tolerancija se moZe izazvati i davanjem prolisSéenih antige-
na, kao i stanica koje se ne mogu reproducirati, kao Sto su napr.
bjelandevine, bakterijski antigeni, eritrociti itd.(Smith 1961).
Tolerancija na ove antigene je prolazna, ali joj se trajanje mo-
Ze produZiti ponovljenim davanjem antigena. Tolerantno stanje
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prestaje u roku od par dana do 3 tjedna nakon iSCezavanja zad-
nje kolidine antigena iz domadéina (Mitchison 1959).

Za, indukciju stanja tolerancije vazZni su i geneticki odno-
si tj. razlike u antigenima tkivne srodnosti izmedu davaoca
stanica i imunoloSki nezrelog primaoca. Sto su te razlike veée
to ée biti teZe inducirati toleranciju, dok je u sludaju slabi-
jih razlika u tkivnoj srodnosti (napr. H-1 i H~-3 lokus u miS=a)
toleranciju lako izazvati, 8ak i u odraslijoj dobi (McKhann
1964). Brej injiciranih stanica, neophodan za izazivanje tole-—
rancije, takoder ovisi o genetickim razlikama izmedu davaoca i
primacca. Sto su genetidke razlike manje to je potreban i manji
broj stanica da se inducira tolerancija (Gowland 1965). U nekih
zivotinjskih vrsta toleranciju moZemo izazvati samo prenatalnc,
kao napr. v kuniéa (Porter 1960), dok se u miSa i Stakora moZe
izazvati i postnatalno (HasSek i sur. 1961). Pri tome je i opet
vazZan broj injiciranih stanica, jer nije svejedno da 1i se in-
jicira odredena doza stanica na cijelu Zivotinju, ili se uzima
doza prema tjelesnoj teZini - tzv. WAD (weight adjusted dose).
Veda je vjerojatnost da ¢éz se primjenom WAD-a izazvati tole-
rancija, a WAD produzZava i vremenski period kroz koji inokuluwa
moZze dovesti do tolerancije: u Stakora i miSa do Sestog post-
natalnog dana - ako su u pitanju jale antigene razlike (Gcw-
land 1965; Billingham i sur. 1960, 1962b). Nakon tog vremenc,

a u mnogih Zivotinjskih vrsta veé¢ i ranije, ne moZe se izazva’si
toleranciju jer uporedo sa postepenim sazrijevanjem orgenizma

sazrijeva i njegov imunoloSki sustav.
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2.2.3. SAZRIJEVANJE IMUNOLOSKOG ODGOVORA

ImunoloSka reaktivnost fetusa i novorodenceta u usporedbi
sa reaktivnoSéu odrasle Zivotinje, znatno je slabija. Normalna
reaktivnost uspostavlja se, ovisno o specijes, tek neko vrije-
me nakon rodenja. Ipak to nije opée pravilo, jer gak i fetusi
mnogih Zivotinjskih vrsta pokazuju neke oblike imunolosSkih re-
akcija. Kad se pak govori o cjelokupnoj imunoloSkoj reaktivnos-
ti onda mladi organizam, u tom smislu, mcZemo smatrati nezrelim.
Buduéi da je limfatidki aparat podloga za olitovanje svih obli-
ka imunolosSke reaktivnosti, logic¢no je pretpostaviti da ta re-
aktivnost sazrijeva paralelno sa razvojem limfatickog tkiva.
Mnogi autori misle da je mladi organizam imunoloSki nezreo jer
mu nedostaju imunokompetentne stanice (HaSek i sur. 1961; Ster-
z1 i Silverstein 1967). I doista, sposobnost imunoloSkih stani-
ca novorodenceta da produciraju protutijela manja je za oko 100
do 600 puta od sposobnosti tih stanicéuodrasle zivotinje(Trnka
i Sterzl 1960; Makinodan i Peterson 1964).

Nedostatnost produkcije protutijela u organizmu novoroden-—
¢eta moZe se objasniti i opéom nezreloSéu organizma, a posebno
tkivnog metabolizma (Dixon i Weigle 1957). U prilog ovog miSlje-
nja navodi se da stanice limfnih Cvotrova odrasle Zivotinje ko-
je su sposobne da primarno ili sekundarno imunoloSki reagiraju
nakon prijenosa u odraslu Zivotinju ozracenu X-zrakama, ne od-
govaraju takvom reakcijom ako sé prenesu u novorodene alogene
primaoce. O znacenju nezrelosti organizma domaéina govori i na-
laz da limfaticke stanice novcrodenog kuniéa mogu producirati
protutijela ako su in vitro bile izloZene antigenu i zatim pre-

nijete w odrasle kunice ozrafene X-zrakama (Dixon i wWeigle



- 36 -

1959). I naSi rezultati ispitivanja metabolicke reaktivnosti
novorodenog na injekciju kortizola, takoder ukazuju na vaznost
" zrelosti organizma, Sto se moZe smatrati opdom pojavom u ovo]
Zivotnoj dobi (Rukavina i Eberhardt 1966; Avdalovié i sur.1970).
Posebno treba razmotriti sazrijevanje imunolosSke reaktiv-
nosti u vezi sa razvojem limfatickog tkiva. Iako su u mnogih zi-
votinjskih vrsta neke temeljne karakteristike limfatickog tkiva
definitivno odredene veé prije rodenja, ipak se ne moZe govori-
ti o potpunoj funkcicnalnoj zrelosti. U veéine Zivotinjskih
vrsta timus je prvi organ koji sadrzi limfatidko tkivo veé u
ranoj fazi embrionalnog razvoja. U pilié¢jeg embriona uporedo sa
timusom sazrijeva jos jeaan limfatic¢ki organ i to Fabricijeva
burza (Papermaster i Good 1962). Timus ima znadajan utjecaj i
na ostalo limfatilko tkivo, jer se timektomijom novookoéenih
kunidéa sprijedava razvoj ostalih limfatickih struktura (Archer
i sur. 1963a i b). U novokoéenih kuniéa, stimuliranih stranim
antigenom, pojavljuju se plazma stanice tek pri koncu drugog
tjedna Zivota (Bridges i sur. 1959), a reaktivnost odrasle Zivo-
tinje postiZe se tek sa 4 tjedna starosti. Na slifan nalin se
razvija i limfaticki, odnosno imunoloSki aparat u miSa i Stako-
ra (Good i Papermaster 1964). Ovisnost imunoloSke kompetencije
o timusu pokazuje se naroéito u transplantacijskoj imunosti.
Timektomija u fetalnom ili ranom novorodenackom razdoblju u mno-
gih Zivotinjskih vrsta (8takor,miS, hréak), bitno slabi sposob-
nost organizma da u kasnijem Zivotu odbaci alokaleme normalnom
transplantaci jskom reakcijom. §tavi§e, takve su Zivotinje cesto
tolerantne i na ksenokaleme (Good 1966; Miller 1961; Jankovié i
sur. 1962).
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Imunoloska reaktivnost slabo je razvijena i u ljudskog no-
vorodenceta. Karakteristicno je, medutim, da je reaktivnost u
nedonosSéeta jednaka kao i u doneSena djeteta, Sto moZda ukazu-
je na vaZnost faktora “okoline” (Good i Papermaster 1964). U to-
ku prvih nekoliko tjedana Zivota novorodence pomalo razvija spo-
solinost da reagira imunoloSki i tako postupno dostiZe razinu
imunolosSke reaktivnosti odrasla Covjeka (Osborn i sur. 1952 a
i b). Prva protutijela stvorena u ljudske novorodencadi su ma-
kroglobulinskog tipa (19S)(Smith 1960). I u novorodenih Zivoti-
nja ova protutijela prethode produkciji 73 protutijela (Stavi-
tsky 1961:; Riha 1962:; Bellanti i sur. 1963).

I reakcije preosjetljivosti odgodenog tipa, u veléine Zivo-
tinjskih vrsta, takoder postepenc postizu jaéinu koju imaju u
odrasle Zivotinje. To se odnesi i na reakciju odbacivanja alo-
kalema (Good i Papermaster 1964). Tako novookoéeni Stakori mo-
gu alokalem &ak i trajno prihvatiti (Medawar i wWocdruff 1958).

Medutim, to nipoSto nije opée pravilo, jer ima i suprotnih
primjera, iz kojih se vidi da mladundéad nekih Zivotinjskih vrs-
ta moZe nepcsredno po okotu, pa ¢ak i u fetalno doba, pokéziva—
ti normalnu reakciju odbacivanja alokalema. Fetus kuniéa napr.
u zadnjoj fazi trudnoée veé moZe odbaciti alokalem (Egdahl
1957). Tc se slaZe i s tvrdnjom Porter-a (1960), da je u ovom
razdoblju fetalnog Zivota, u kunida, tééko izazvati imunolosSku
toleranciju. Ipak bilo bi pogredno smatrati da je .imunoloSka
reaktivnost u ranoj postnatalnoj dobi kuniéa na razini odrasle
Zivotinje, jer je slabiji antigeni gotovo i ne mogu pobuditi
(Ivanyi i Ivanyi 1961), I fetusi ovee (Silverstein i Prender-
gast 1964) i majmuna (Jilverstein i Kraner 1965), reagiraju na

alokalem veé u ranijim fazama trudnole. Fetus majmuna moZe Cak
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reagirati transplantacijskom imunoSéu prema antigenima majke
(éterzl i Silverstein 1967). Vjerojatno da u ljudi fetus ne od-
- stupa bitno u reaktivnosti od pomenutih Zivotinjskih vrsta, jer
1ljudsko novorodende pa dak i nedonoSée, vrlo snaZno odbacuje
alokalem (Fowler i sur. 1960).

Cva opaéanja izgleda da se ne odnose samo na imunosnu reak-
ciju prema alckalemu, jer uporedo sa razvojem reaktivmosti od-
godenog tipa fetusa i novorodenéeta pojavlijuju se i humoralna
protutijela. Tako ni reaktivnost na antigene tkivne srodnosti
ne zauzima nikakvo posebno mjesto u opéem razvoju imunoloSke
kompetencije u toj dobi, veé je ta reaktivnost analogna reak-

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

2.2.4. UTJECAJ IMUNOSTI MAJKE NA IMUNOLOSKU REAKTIVNOST
MLADUNCADI

Premda se u fetalnom razvoju vrlo rano poc¢inju sintetizira-
ti serumski proteini, koje producira jetra (Miller i Bale 1954),
ipak u ovoj Zivotnoj dobi nema produkcije imunoglobulina, barem
ne u mjerljivim koliCinama (Good i Papermaster 1964). Kako imu-—
noglobulini imaju vazZnu ulogu u zaStiti organizma od Stetnih
djelovanja vanjske sredine, to bi njihova odsutncst mogla imati
fatalne posljedice za organizam noveorcdenceta. Novorodence ipak
nije “imunoloSki bogalj™, jer u gectovo svih vrsta sisavaca majka
osigurava mladom pasivnu zaStitu, prenoseéi svoje imuncglobuli--
ne. Ovaj se prijenos odvija u fetalnoj ili u ranoj novorodenacl-
koj dobi, Sto ovisi o Zivotinjskoj vrsti, a ponekad i kroz Sita-

vo perinatalno razdoblje (Brambell 1966).



- 39 -

Za prijenos protutijela iz majke u fetus vaZna je grada
placente, ali se prijenosu, u nekih Zivotinjskih vrsta, moZe
vrS$iti i mimo placente, kroz endoderm Zumanjlane vrele, amni-
onsku tekuéinu i fetalno crijevo (Brambell 1966). Na Tablici I
prikazan je prijenos protutijela u ovisnosti o broju slojeva
koje posjeduje placenta. Kada su prisutna sva majéina i fetal-
na tkiva, onda se placenta sastoji od ukupno 6 slojeva. Neki
slojevi placente mogu i nedostajati, pa se prema broju slojeva
placente mogu i klasificirati. Epiteliohorijalna placenta ima
sve majcine i fetalne slojeve, pa preko ove barijere ne mogu
prodrijeti majéini gama globulini u fetalni krvotok. U tom slu-
daju ni aktivna ili pasivna imunizacija majke ne omoguéuje pri-
jenos stvorenih protutijela (éterzl i sur. 1960b). Iako sindes-
mohori jalna placenta ima jedan sloj manje (nedostaje majéin e-
pitel), ipak i ona sprijeava prolaz imunoglobulina. U Zivotinje
koje posjeduju ove dvije vrste placentd posebno je vaZan post-
natalni prijenos gamaglobulina i protutijela preko kolostruma,
u kojem su bogato zastupljena.Vrijeme apsorpcije imunoglobuli-
na preko crijevne sluznice je relativno kratko (36-48 sati), a
na njegovu duZinu posebno utjele vrsta hrane (Lecce i Morgan
1962; Lecce 1964). Endoteliohorijalna placenta sadrZi samo maj-
8in endotel i fetalne slojeve, Sto veé omogucuje prenatalni
prijenos imunoglobulina. U Zivotinja s tim tipom placente pri-
jenos se nastavlja i postnatalno, kroz desetak dana (Sterzl i
Silverstein 1967). Hemohorijalna placenta je najjednostavnije
gradena, jer barijeru za prijenos protutijela ¢ine samo fetal-
ni slojevi. Stoga hemohorijalna placenta omoguéuje obilan pre-
natalni prijenos gamaglobulina i protutijela. Medutim, postna-
talni prijenos nalazimo samo u Stakora i miSa (idem). Brambell

i sur. su razjasnili nacine i mehanizam prijenosa majéinih pro-



TABLICA I

KLASIFIKACIJA PLACENTA FREMA SLOJEVIMA TKIVA I KORELACIJA SA VREMENOM PRIJENOSA
IMONOSTI IZ MAJKE U MLADE

VRSTE PLACENTE  ZIVOTINJA _____ UTERINA TKIVA __ __ PETALNA TKIVA _ VRIJEME PRIJENOSA FROTUTTJELA _
Endotel Vezivo Epitel Trofo- Vezivo Endo-  Prenatalno  Postnatelno
blast tel
EPITELIOHORIJAL-
N4 konj,svinja + + + + + + 0 +++ (36 sati)

SINDESMOHORIJAL- ovca,koza,

NA krava,govedo + + 0 + +- + 0 +++ (36 sati)
ENDOTELIOHORT -
JALNA madka,pas + 0 0 + + + + + ( 10 dana )
HEMOHORIJALNA  Stakor,mis 0 0 0 - - + + ++ ( 16-20 dana)
kunié,zamor-
ce 0 0 0 + + + e+ 0]
covjek,maj-
mun 0 0 0 + + + +++ 0]

Simboli oznalavaju: O = odsutnost; + = prisustvo; ++ = znalajan prijenos; +++ = iskljulivi prijenos

Modificirano prema: Sterzl i Silverstein, Adv. in Immunology, vol.6,str.348, 1967.
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tutijela u mnogih Zivotinjskih vrsta koje posjeduju ovaj tip
placente. Tako se u kunidéa majéina protutijela prenose preko

. uterine Supljine i stanica endoderma Zumanjlane vrele, dok se
preko placente uoplée ne vrSi prijenos (Brambell i sur. 1949).
Interesantno je da se u kuniéa gama-makroglobulini (19S5 protu-
tijela) prenose jednako lako kao i protutijela malene molekular
ne teZine (75 gamaglcbulini). Prema tome, membrane preko kojih
se vrSi prijenos ne sluZe kao tzv. "molekularno sito" (Hemmin-
gs i Jones 1962). Prijenos preko fetalnih membrana omoguéuje
tzv. Fc fragment ili Porterov fragment III molekule gamaglobu--
lina. Naime, pokusi su pokazali da se Fc fragment prencsi jedno-
kom brzinom kao ¢itava molekula gamaglobulina, dok se ostatak
molekule prenosi u vrlo malenoj koli¢ini. Stoga se misli da o-
vaj fragment sluZi kac "drzal" kojim se molekula gamaglobulina
prihvadéa ra specifilne receptore (Brambell i sur. 1960).

I u Stakora se prenatalni prijenos protutijela odvija na
sli¢an nadin kao u kuniéa, ali to vjerojatno nije jedini put,
jer u prijenocsu moZda sudjeluje i placenta (Brambell i Hallida-
1956). Postnatalni prijenos protutijela najbolje je proulen u
Stakora i miSeva. U tih Zivotinja se majCina protutijela i ga-
maglobulini izluduju u mlijeko tokom laktacije, a prenose se
preko probavnog trakta gotovo kroz cijelo razdoblje dojenja.
Prijenos se naglo smanjuje oko 18-o0og postnatalnog dana, a 21-
og dana potpunc prestaje (Halliday 1955). Vrijeme prijenosa mo-
Zze se 1 znatno skratiti, ako .se Zivotinji injiciraju koriiko-
steroidi (Halliday 1957a, 1959). Za vrijeme prijenosa iz crije
va u cirkulaciju mledog, gamaglobulini majke mogu promijeniti
svoje prvobitne karakteristike (Brambell 1966). Moriss (1965)

je mladim Stakorima davao peroralno (prekc sonde) imune serume
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koji su sadrZavali samo kompletna protutijela (aglutinine) ve-
like i malene molekularne teZine (IgM i IgG). U cirkulaciji mla
dih Stakora nije naSao protutijela velike molekularne teZine,
veé samo protutijela malene mclekularne teZine, i to inkomple-
tna. Prema tome, protutijela malene molekularne teZine bila su
promijenjena iz kompletnih u inkompletne aglutinine.

Placenta Zene takoder spada u hemohorijalne placente (sa-
drzi samo fetalne slojeve), pa se protutijela mogu prenositi
iz majéine u fetalnu cirkulaciju. U novorocdenceta protutijela
ne prolaze postnatalno. Iz majéine cirkulacije prolaze uglav-
nom samo protutijela tipa 75, dok se protutijela 1935 tipa mo-
gu nadé¢i samo u tragovima (Gitlin i sur. 1963). Ovo se vjerojat-
no moze pripisati funkciji placente kao molekularnog sita, ko-
je propusta molekule malene molekularne teZine, a veée moleku-
le zadrZava (Sterzl i Silverstein 1967). U kolostrumu i mlije-
ku Zene uglavnom su zastupljeni imunoglobulini velike moleku-
larne teZine (IgM i IgA), iako su istovremeno u njenom serumu
najobilni ji imunoglobulini malene molekularne teZine (IgG)
(Hanson 1960; Hanson i Johanson 1962; Rejnek 1964). Razina ga-
maglobulina u serumu novorodendeta ista je, ili ¢ak i neSto vi-
Sa negoli u serumu majke. U narednih nekoliko mjeseci dolazi do
pada razine gamaglobulina, a zatim oni postepeno rastu prema
normalnim vrijednostima (Zak i Good 1959).

Pasivno prenesena majcina protutijela vaZna su za neposred-
nu zastitu novorodencteta protiv patogenih antigena, ali ova pro-
tutijela mogu utjecati i na naknadno inducirani, aktivni, pri-
marni odgovor novorodenieta prema takvim antigenima. ViSe je do-
kaza da ova protutijela suprimiraju imuni odgovor. Prijenos dif-

teriCkih antitoksina iz cirkulacije majke znatno suprimira ak-
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tivno stvaranje antitoksina u imuniziranog djeteta (Butler i
sur. 1954). Do slicnih zakljufaka doSli su Perkins i sur.

(1958 i 1959), upotrebljavajuéi polio vakcinu. I pokusi na Zi-
votinjama daju podrSku ovom stavu (Uhr i Baumann 196la i b; No-
ssal 1957). Neiders i sur. (1962) su utvrdili da pasivno prene-
sena protutijela na antigene eritrocita, imaju depresivni uéi-
nak na naknadnu aktivnu produkciju protutijela protiv eritro-
citnih antigena. Lepow i sur. (1961) smatraju da do inhibici-
je vlastitog imunog odhovora mladog dolazi samo onda kada je
titar pasivno prenesenih majé¢inih protutijela visok. Mehanizam
ove inhibicije nije u potpunosti razjasnjen. Uglavnom se misli
da je imunizirajuléa aktivnost antigena smanjena poslije apsorp-
cije sa prisutnim protutijelima (M&ller i Wigzell 1965). Drugi
istraZivadé¢i misle da pasivno prenesena preotutijela onemcgulava-
ju i1li oteZavaju produkciju i pojavlijivanje vlastitih protuti-
jela mehanizmom povratne sprege (Uhr i Baumann 196la; Finkel-
stein i Uhr 1964).

Iz prethodnog se vidi da placenta moZe predstavljati djelo-
micénu barijeru za prijelaz molekula protutijela. Na temelju to-
ga moglo bi se pretpostaviti da ée uloga placente u filtraciji
krvi biti joS izrazitija u pogledu stanica. Pa ipak, poznato je
da stanice iz majline krvi mogu prijeé¢i placentarnu barijeru i
uéi u fetalni krvotok. Razumljivo je da,pod tim okolnostima,i
fetalne stanice.se mogu naéi u majdinom krvotoku. U potonjem
slucéaju fetalne stanice, iz majéine cirkulacije, mogu u njoj
inducirati imunost. Stvore 1li se pri tome protutijela protiv
antigena fetalnih stanica, ona bi mogla, proSavSi placentu, pro-
drijeti u fetalni krvotok, vezati se za fetalne stanicne anti-

gene i time fetus oStetiti. Obzirom da se medu fetalnim stani-
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cama u majCinom krvotoku mogu naéi eritrociti, leukociti, trom-
bociti, stanice trofoblasta itd. (Billington 1965; Lanman i sur.
1962; Kirby 1968) to je razumljivo da stvorena protutijela u
majci mogu imati Siroki spektar specifilnosti. Dobro je poznata
moguénost senzibilizacije majke na antigene Rh faktora, kao i
posljedice Sto ih takva senzibilizacija izaziva. I ABO inkompa-
tibilnost majke i fetusa moZe dovesti do hemolitilkih oStede-
nja fetusa i novorodendeta (Vlahovié i sur. 1968). Na slidan na-
¢in i leukociti mogu izazvati protutijela sa Stetnim ulinkom u
novorodendeta (Lalezari i sur. 1960).

S druge pak strane, ne smije se zanemariti ni posljedice
prolaza majéinih stanica u fetalni krvotok. U tom slufaju se ne
moze, doduSe, izvuéi analogan zakljulak da bi time moZda, maj-
¢ina tkiva mogla biti oStelena zbog senzibilizacije fetusa., Do-
voljno je bilo govora o relativnoj imunoloSkoj inerciji fetusa.
No, ovakav prijelaz majc¢inih stanica u fetus moZe u njemu do-
vesti do drugovrsnih posljedica. Poznato je da se medu majci-
nim stanicama, Sto prelaze placentu i ulaze u fetus, nalaze
eritrociti (Lee i Vazquez 1962) i leukociti (Dessai i Creger
1963). U pckusima na novookoéenim miSevima i Stakorima utvrdr-
na je i moguénost prijelaza imunokompetentnih stanica, kroz
placentarnu barijeru (Good i Papermaster 1964; Billingham i
sur. 1965). Neimunizirani novookoéeni miSevi i Stakori posjedu-
ju, neposredno po okotu, maleni broj stanica koje stvaraju pro-
tutijela, pa se opravdanc vjeruje da su to stanice majéinog po-
rijekla.(Sterzl i Silverstein 1967).

Frisutnocst tih tudih imunckompetentnih stanica u mladome
teoretski moZe dovesti do KpD (GvH) reakcije, Sto je od poseb-

nog znacdenja u humanoj medicini. Ako se, naime, u hemolitilko]j
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bolesti KpD reakcija i ne dogada prircdno, uvjeti za njen raz-
voj Cesto postoje zbog eksangvinotransfuzije novorodenceta
krvliju odraslih davalaca (HaSek i sur. 1961). Iako se prije mis-
lilo da je ovakva vrsta reakcije moguéa samo u pokusima na la-
boratorijskim Zivotinjama, novija klinicka iskustva ukazuju da
se tipicéna GvH reakcija moZe dogoditi i nakon takvog terapij-
skog pothvata, Cemu se do sada nije poklanjalo dovoljno paznje
(Hathaway i sur. 1967). Pored ove moguénosti razumljivo je da
se ovim postupkom moZe inducirati i specificna imunoloska tole-
rancija novorodenceta prema antigenima Sto ih nose injicirane

stanice (Albert i sur. 1959).
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Transplantacija stanica, tkiva ili organa u pravilu je
neprirodan dogadaj. Iznimku od tog pravila ¢ini fetus sisava-
ca. Iako se, u nesrodnoj populaciji, fetus antigenski razliku-
je od majke, ipak on ne doZivljava sudbinu alogenog kalema.

Taj njegov povlasSteni poloZaj nije, medutim, do kraja osiguran.
Poznato je, naime, da stanice fetusa mogu senzibilizirati maj-
ku i poctaknuti stvaranje protutijela, koja mogu prouzrokovati
hemolitucku belest mladunceta. S druge, pak, strane vaZnost
humoralne imunosti majke u zasStiti novorodenceta od patogenih
uzrofnika dobro je poznata. O0Cito je, dakle, da izmedu majke i
fetusa-rovorodenceta postoje fizioloSki putevi kojima se pre-
nose imunogene informacije, kao i putevi koji osiguravaju oci-
tovanje imunolosSkih uéinaka.

Koliko god je dobro poznata zaStitna uloga humoralne imu-
nosti majke u organizmu novorodendéeta, toliko su drugi oblici
imunoloSkih odnosa izmedu njih ostali u dobroj mjeri nepoznati.
Tako, vrlo su oskudni podaci koji nam govore o utjecaju majéi-
ne preosjetljivosti odgodenog tipa na reakciju mladunceta pro-
ma istom imunoloSkom podraZaju. Tom tipu preosjetljivosti pri-
pada i imunosna reakcija na presadeno alogeno tkivo (transplan-
tacijska imuncst). Obzirom na razlike u antigenosti izmedu maj-
ke i fetusa, odnosno novorodenceta, kao i na prisutnost fizi-
oloskih veza izmedu njih, smatrali smo vrijednim razmotriti
kako se ti odnosi ofituju na transplantacijsku imunost mladun-
¢adi. Predmet ove rasprave je, stoga, analiza utjecaja majéine
imunosti, potaknute alogenim tkivom, na tkivnu imuncst mladih
Stakora.

Obzirom na veze koje, u ovej Zivotinjskoj vrsti, postoje
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igmedu majke i fetusa, odnosno novorodenéeta, trebalc je pret-
postaviti da se iz majke mogu u organizam mladunéeta prenijeti
i stanice i protutijela, makar i u ogranicenim koli¢inama. U
nastojanju da Sto iscrpnije ispitamo njihov bioloSki utjecaj
bilo je potrebno omoguéiti i njihov bogatiji prijenos. U zaseb-
nim smo pokusima pokusSali stcga povisiti propusnost placente
primjenjujuéi hijaluronidazu. Nakon ulaska stanica u fetus mog-
1o se odekivati da ée mladunde na njih postati: a) imuno, b)
tolerantnec, ili c¢) da ¢ée ga stanice u reakciji"kalema protiv
domadina® oStetiti. |

Prijencs humoralnih protutijela mogao bi u mladuncetu pro-
uzrokovati oSteéenja zbog citotoksifkih svojstava protutijela,
ili pak facilitaciju rasta onih stanica ili tkiva prema ko-
jima su specifiéno usmjerena. Buduéi da reaktivnost na alogeni
kalem neodvojivo ukljucéuje kako tkivnu, tako i humoralnu imu-
nost, to smo u mladunc¢adi ispitivali i jedan i drugi oblik i-
munoloSke reaktivnosti. Tkivnu imunost mladundeta odredivali
smo procjenom sudbine presadenog alogenog kalema koZe, a nje-
govu humoralnu reaktivnost'provjerili smo testiranjem hemaglu-

tinina, usmjerenih na antigene eritrocita davaoca kalema.



4. MATERIJAL I METODE
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4.1. POKUSNE ZIVOTINJE

U svim pokusima upotrijebili smo Stakore i to: geneticéki
nesrodne albino Stakore (Y), i genetidki &iste scjeve Stakora
Lewis i Y-59. Zivotinje potjedu iz rasploda vlastitog labora-
torijskog uzgoja Zavoda za fiziologiju.

Genetidki nesrodna (heterozigotna) kolonija nasSih Stakora
razvija se veé¢ 6 godina kao zatvorena populacija. Matiéno leglo
je stvoreno odgekoliko pari Stakora iz kolonije Zavoda za fizi-
ologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu. U zadnjih 5 godina ova
se kolonija razvija samostalné, bez obnavljanja sa Stakorima
iz drugih centara. S obzirom na zatvorenost uzgoja postoji mo-
guénost da je u tom razdoblju doSlo do nekontroliranog djelomi-
énog srodivanja Zivotinja, obzirom na gene tkivne srodnosti.
Stupanj srodivanja moZe se ocijeniti provjerom sposobnosti od-
bacivanja koZnih kalema izmjenjenih medu nasumce odabranim Sta-
korima. NaSa testiranja ukazuju da se u ovom vremenskom raz-
doblju poveéala ulestalost nasumce odabranih Stakora, koji koZ-
ne kaleme nose duZe od prvobitno utvrdenog srednjeg vremena pre-
Zzivljavanja, pa je tome poklonjena odgovarajuéa paZnja i u o-
vom radu. Stakori se stavljaju na rasplod po principu sludéaj-
nog izbora, pa se mogu dobiti kombinacije Zivotinja koje su ge-
neticki visSe ili manje sline. Okoéena mladundad ostaje u is-
tom kavezu sa majkom do navrSenih mjesec dana, a tada se preno-
si u odvoj ne kaveze, u koje se smjeStaju Stakori iz viSe lega-
la.

Soj albino Stakora Lewis potjeCe iz Instituta "Ruder BoS-
kovié®, a soj albino Stakora Y-59 iz Zavoda za animalnu fizi-

ologiju Prirodoslovno-matematic¢kog fakulteta u Zagrebu. Cistoda
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sojeva kontrolira se povremenom izmjenom koZnih kalema. Sve
Stakore, iz oba Cista soja, koje smo upotrijebili u ovom radu,
prethodnc smo testirali izogenim koZnim kalemima, da bi se osi-
gurali od eventualne pojave genske mutacije koja moZe promije-
niti antigene tkivne srodnosti. Svi testirani Stakori su traj-
no prihvatili presadene izogene kaleme.

Stakori su podijeljeni po spolu u odvojene kaveze, u kojim
se nalazi prosjecno po 6 Zivotinja. Prehrana Stakora je stan-
dardna 1 sastoji se od keksa (proizvod "Pliva"-Zagreb). Poseb-
no se zivotinje dohranjuju jedanput sedmidno zelenjem, mrkvom
i kvascem. Povremeno,(dva puta mjesefno) hrane se i svjeZom

govedom jetrom.

4.2. TEHNIKA KOZNOG KALEMA

Presadivanje koZnog kalema je dovoljno osjetljiva i pris-
tupalna metoda za ocjenjivanje stupnja tkivne srodnosti trans-
plantacijskih partnera, kao i za analizu reaktivnosti primala-
ca izloZenih specifiénim imunoloSkim postupcima, koji su pred-
videni eksperimentalnim protokolom. Upotrebljavali smo ortotop-
ni kalem koZe, tj. kalem koji se Zivotinji primaocu usSije na
anatomski analogno mjesto. Sluzili smo se metodom kalema pune
debljine ("full thickness graft"-angloam. autora)(Billingham
1961b).

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

ro podnosi i obiéno ne izaziva toksicne uéinke. Kada smo kale-
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mili mlade Stakore (stare do mjesec dana) upotrebljavali smo

etersku narkozu (Aether ad narcosin - “Lek”?), jer se lakSe kon-

« trolira,

Narkctiziranom Stakoru se Skarama odstrani dlake sa strane
grudnog koSa, pa se to podruCje nasapuna i izbrije britvicom.
Tako pripremljeno operativmo polje premaZe se T0% alkoholom i
sterilnim skalpelom omedi kvadrat velidine 2x2 cm u odraslih
Stakora, odnosno 1,5x1,5 cm u mladih Zivotinja. Dublje se za~-
sijede lijevi donji rub kvadrata i prihvati malom kirurskom
pincetom. Zatim se "tupo™ ispreparira sloj koZe koji se nalazi
- iznad miSiénog sloja (panniculus carnosus-a). Pritom treba pa-
ziti da se ne ozlijede krvne Zile koje su smjeStene iznad misié-
nog sloja. KoZni odsjedak se odvoji od podloge i prenese u ste-
rilnu zdjelicu sa fizioloSkom rastopinom. Na isti nadin se pri-
premi i primalac, pazeci da leZiSte na primaocu povrSinom odgo-
vara koZnom odsjelku uzetom sa davaoca. Zatim se prenese koZni
kalem davaoca u pripremljeno leéiété na primaocu. Kalem se ok-
rene za 1800, da bi se u slucaju duljeg preZivljavanja lakSe
pratila sudbina presadene koZe, jer dlaka na kalemu raste sup-—
rotno od smjera rasta dlake primacca. Kalem se adaptira prema
rubovima koZe primaoca i priévrsti sa 8 Savova (4 Sva na uglo-
vima, a 4 po sredini svake strane). Kalem se obilno postavlja
na lateralnu stjenku grudnog koSa, jer rebra osiguravaju cvrstu
podlogu, a omogulena je i adekvatna opskrba kalema krvlju, kao
i venska i1 limfna drenaZa. Na kalem se stavi sterilna gaza pre-
mazana sa 104 sulfatiazolskom masti, a grudni kod se uvije u leu-
koplast. Time se postiZe dovoljan pritisak kalema na leZiSte,

Sto sprijedava obilniju eksudaciju i traumatiziranje kalema.
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Kada nema komplikacija (zbog loSe tehnike, infekcija itd.),
kalem se prihvati per primam intentionem i jedva ga moZemo raz-
likovati od okolne koZe primaoca. Krvne Zile brzo urasStavaju
iz leziSta u kalem, tako da je veé Cetvrtog dana presadena ko-
Za ruzilaste boje. Converse i Rapaport (1956) isticu da je 4~
og dana vaskularigzacija kalema skoro dovrSena. Leukoplast i za-
voji skidaju se T7-og dana, a stanje kalema prati se svakodnev-
no makroskopski. Ocjenjuje se boja, elastidnost, mekoéa i even-
tualni rast dlake.

Odbacivanje alogenog kalema koZe moZe biti akutno ili kro-
niéne, Sto ovisi od viSe faktora (Barnes i Krohn 1957), kao Sto
su: genetifke razlike izmedu davaoca i primaoca, velicina kozZ-
nog kalema, eventualna prethodna senzibilizacija primaoca sa
antigenima davaoca, te dob primaoca (Anderson 1970).

Reakcija akutnog odbacivanja kalema praéena je snaZnom u-
palnom infiltracijom (Eichwald i sur. 1966). KoZa postaje ede-
matozna, a zatim joj se promijeni boja od svjetloruZilaste pre-
ma Zuckastoj, smedoj i ponekad crnoj. Kalem gubi elasticnost,

a zatim mekodéu, pa se na kraju moZe pretvoriti u tvrdu srustu.
Gubitak normalnog epidermisa i stvaranje kruste, u ovakvom tipu
reakcije, uzimali smo kao kriterij za odbacivanje kalema. U po-
kusima u kojim su primaoci prethodno senzibilizirani sa tkivi-
ma davaoca, dolazilo je ¢esto do burne reakcije sa liziranjem
kalema.,

Reakciju kronic¢nog odbacivanja kalema mnogo je teZe pre-
cizno kontrolirati i odrediti toCan dan konacnog odbacivanja.
Kalem se postepeno smanjuje, epidermis se pocéne stanjivati, o-

slabi mu veza sa dermisom, dolazi do involucije privjesaka ko-
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Ze (dlake ne rastu iako se kalem drZi), a pri kraju pojave se
brazgotine. Ovaj tip reakcije odbacivanja &esto smo vidali u
mladih Stakora. ZnaCajnije smanjenje kalema i pojavu brazgoti-
na, uzimali smo u svim reakcijama ovog tipa kao znak odbaciva-

nja.

4.3, KATEGORIZACIJA STUPNJA TOLERANCIJE NA PRESADENE KALEME

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

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

kore koji presadene kaleme nose krace od vrijednosti SVO + 3SP
(srednje vrijeme odbacivanja + trostruka vrijednost standard-
ne pogreSke) iz odgovarajuée kontrolne grupe normalnih Stakora.

b) Tolerantni. Ovoj skupini pripadaju svi Stakori koji

presadeni kalem nose duZe od SVO + 3SP, ali krade od trostruke
vrijednosti SVO za kaleme iz odgovarajuée kontrolne grupe.

c) Visoko tolerantni su svi Stakori na kojima je presadeni

alokalem prezZivio duZe od trostruke vrijednosti SVO, za odgova-

rajuéu kontrolnu grupu.

4.4. PRIPREMA STANICNIH SUSPENZIJA ZA SENZIBILIZACIJU

Suspenziju stanica slezene (splenocita) pripravljali smo
od slezene muZjaka genetilki distog soja Lewis. Stakor se anes-
tezira, abdomen otvori uzduZnim rezom u medijalnoj liniji i iz-

vadi slezena. Slezena se prvo isjelCe Skarama i zatim prenese na
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metalnu mreZicu uronjenu u zdjelicu sa Ringerovom rastopinom, pu.
feriranem fosfatnim puferom ( Billingham 1961 a ). pH rastopi-
ne iznosi 7,6. Sa porcelanskim tulkom tkivo slezene se protisane
kroz mreZicu, pa u rastopinu prolaze pojedinacéne stanice, kao i
manje nakupine stanica. Na mreZici uglavnom ostane vezivno tki-
vo. Suspenzija stanica se zatim proStrcava kroz seriju injekcig-
skih igala od broja 1 do broja 20, pri Cemu se potpuno razbiju
nakupine stanica. Suspenzija se centrifugira 3 minute na 1.200
okretaja ( rashladna centrifuga "Janetzki”), supernatant se od-
baci, a sedimentu ponovno.doda puferirana Ringerova rastopina-
Ovaj se postupak ponovi jos dva puta. Sediment se konalno razri-
jedi u 1-2 ml Ringerove rastopine, dobro promijeSa da se dobije

jednolidna suspnezija i odredi broj stanica u mm>» Broj stanica

se¢ odreduje standardnim hem:citometrijskim postupkom, tj. broje

se nukleirani elementi.

Orisani postupak pripremanja splenocita dovodi do mehanickih
oStedenja, pa i ugibanja, izvjesnog broja stanica. Stoga smo uvi-
jek odredivali postotak preZivjelih stanica metodom ekskluzije
boje ( Schreck 1958 ). Upotrijebili smo 0,2 % eomina ( Eozinum
flavum - "Kemika™ ) - u fizioloSkoj rastopini, kojom se razrije-
di suspenzija splenocita 1:100. Nakon mijeSanja od 3 minute he-
mocitometrijski smo odredili broj stanica koje su primile boju.
Te stanice smatramo "mrtvim", a njihov broj iznosio je oko 30 7%

od ukupnog broja stanica.

Suspenziju splenocita injicirali smo intravenski ili supkuta-
no. Broj splenocita za intravensko injiciranje izraZavali smo na
temel ju nadenog broja "Zivih" (eozin negativnih) stanica. Za sup-

kutano injiciranje broj stanica igraZavali smo prema ukupnom bro-
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ju stanica u suspenziji. U nekim pokusnim grupama splenociti su
inkorporirani u Freundov adjuvans, da bi se u primaocu pojadao
ionizirajuéi ulinak ovih stanica. Na opisani nalin pripremi;j-
na suspenzija splenocita dodavana je polagano, uz neprestano mi-
jeSanje, u 5ednak dio Freund: ve emulzije. Ta emulzija je sastav-
ljena od 82 ml parafinskog ulja, pomijeSanog sa 18 ml lanolina,
u Semu je emulgirano 520 mg suhih r¥ikobakterija tuberkuloze

( bovinog tipa ).

I stanice periferne krvi, u kojoj brojem dominiraju eritro-
citi, sluZile su kao materijal za senzibilizaciju. Za pripremu
suspenzije uzimali smo krv iz repne vene Stakora. Krv smo sa-
kupljali u epruvete sa 1 ml 3,8 % rastopine natrijskog citrata.
Zatim smo u epruvetu dodali puferiranu Ringerovu rastopinu do
ukupnog volumena od 10 ml. Postupak ispiranja suspenzije centri-
fugiranjem, odlijevanjem supernatanta i dodavanjem Ringerove
rastopine identican je kao i za pripremu suspenzije splenocitas
Kona¢no priredenu suspenziju krvnih stanica injicirali smo in-
travenski na osnovu broja eritrocita odredenog hemocitometri j-

ski.

4.5. HIJALURONIDAZA

Hijaluronidaza nam je sluZila za povelanje propusnosti

placentarne membrane, posebno za olakSavanje prijenosa stanica.
Upotrebljene su dvije vreste hijaluronidaze, zhog teskoca u na-
bavi. No, buduéi da se rezultati pokusnih grupa Zivotinja, tre-
tiranih sa hijaluronodazom iz dva razliCita izvora i s razlici-
tim deklaracijama direktno ne usporeduju, ovu okolr<st ne sma-

tramo kriticénom za konaénu interpretaciju opaZanja.



l1.p,gluronidase - fNydase ( ex bovine testes, lyoph.#yeth Lab.
Inc. Philadelphia ) nalazi se u bodicama koje sadrZavaju
150 T.R. ( turbidity reducing ) jedinica. SadrZaj bolice se
razrijedi sa 1 ml sterilne fizidoSke NaCl rastopine i tako se
liofilizat rastopi. Takvu rastopinu hijaluronidaze injicirali
smo jednokratno intravenski gravidnim Zenkama u zadnjoj fazi

trudnoée, u dozi od 10-15 T.R. jedinica.

2. Hyaluronidase ( ex bovine testes, salt free, lyoph., Koch-
-Light Lab. England ) sadrZava 300 I.U. , international

units ) na mg liofilizata. ILiofilizat smo rastopili u fizioloS-

koj "aCl rastopini kao gore, i gravidnim Zenkama smo ga inji-
cirali trokratno intravenski, kroz 3 dana, u dnevnim dozama
od 3.000 I.U. Cetvrti dan smo Zenke injicirali intraperitone-

alno sa 6.000 I.U. hijaluronidaze.

4.6. ODVAJANJE SERUMA

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

ne mijenja se niti nakon stajanja 6-8 mjeseci.



4.7. TEST HEMAGLUTINACIJE /METODA SA DEKSTRANOM/

Za odredivanje intenziteta humoralnog odgovora upotrijebili
‘smo test hemaglutinacije, jer se hemaglutininska protutijela u
pravilu nalaze u serumu Zivotinja senzibiliziranih bilo koZom
bilo razliditim suspendiranim stanicama ( Vlahovié i sur. 1965;
Rukavina 1968 ). Osjetljivost primjenjene metode nastojali smo
poveéati dodavanjem tvari koje "olakSavaju” hemaglutinaciju.
Medu te tvari spada i dekstran ("Intradex"™ 6 %, sa 5 % glukoze,
Glaxo, Allenburry, Ltd.London )y .kojeg smo i mi upotrijebili.
SluZzili smo se seroloSkom mikrometodom ( Rubinstein i sur.1964)
sa 2 % dekstrana u fizioloSkoj rastopini i 6 % bovinog serum
albumina ( BSA, Fatty acid poor, B grade, Fraction V,"Calbi:
chem” ,USA ) u fizioloSkoj rastopini. U kontrolnom pokusu aglu-
tinacije eritrocita Stakora, bez imunog seruma, 2 4 dekstrana i
6 /5 BSA, maksimalne su koncentracije ovih tvari koje jo$ ne daju
"laZne” pozitivne rezultate ( sljepljivanje eritrocita i stva-

ranje rulo formacija ).

Bitna slabost hemaglutinacijske metode u fizioloSkoj rastopi-
ni NaCl sastoji se u tome Sto se progresivnim razrijedivanjem igpi
tivanog  saruma progresivno smanjuje i koncentracija bjelande-
vina u mediju. Stoga se pored "clakSavajuée” uloge dekstrana
ova metoda moZe joS unaprijediti odrZavanjem konstantne koncen-
tracije bjelandevina u serijskim razrijedenjima seruma ( Vlaho-
vié i sur. 1965 ). Korekciju koncentracije bjelandevina u naSim
pokusima izvrsSili smo dodavanjem 6 % BSA u medij u kojem se raz-

rjeduje ispitivani serum. Tako je ukupna koncentracija bjelancée-
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vina u nasim dvostrukim serijskim razrjedenjima bila u prvoj
epruveti 1,15 g %, a u tredoj veé 1,4 g %, te se asimptotski,

-u daljnjim epruvetama, pribliZuje koncentraciji od 1,5 g /.

U tako priredena razrijedenja serumélBSA dodaje se na sval~
volumen razrijedenja po jedan volumen 2 % dekstrana, fizioloS-
ka NaCl rastopina i 2 % suspenzije ispranih test eritrocita u
fizioloS8koj NaCl rastopini. Na taj nadin prvo finalno razrije-
denje test seruma je 1l:4. Epruvete se inkubiraju u termostatu
na 3700 kroz 30 minuta. Nakon isteka inkubacijskog wremena sa-
drZaj epruveta se prenese na predmetno stakalce i stupan]j ag-
lutinacije o&ita pod mikroskopskim povedéanjem od 50 x. Titar
hemaglutinina je reciprolna vrijednost zadnjeg razrijedenja ko-
je jos daje pozitivnu reakciju aglutinacije. Obiéno smo titar
prikazivali kao logaritamslm vrijednost sa bazom 2. Intenzitet
aglutinacije, u pojedincj epruveti, ocjenjivali smo prema kri-
teriju koji su opisali Rubinstein i sur. ( 1964 ):

P = potpuna ( aglutinat bez slobodnih eritrocita )

SP = skoro potpuna ( aglutinat s neSto slobodnih eritrocita )

Il

+++ = jaka aglutinacija
++ = makroskopski joS vidljiva aglutinacija

+ = mikroskopski vidljiva aglutinaci ja

U naSim vokusima od posebnog je znadaja bilo odredivanje ne
samo ukupnih hemaglutinina, veé¢ i onih malene molekularne te-
Zine ( 7S protutijela ). Tretiranjem seruma s 2-Merkaptoetanolom
moZe se ova frakcija protutijela izdvojiti ( Chan i Deutsch 1960;

Sahiar i Schwartz 1965 ). Serum obraden merkaptoetanolom sadrZi
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samo aktivnost protutijela tipa 7S, dok protutijela tipa 193

gube speeifiénu aktivnost ( Pike i Schulze 1965 ). Stoga se pro-

tutijela tipa 73 Cesto nazivaju i merkaptoetanol rezistentna.
Obrada seruma s merkaptoetanolom izvodi se na slijedeéi
nacins

1. Pripremi se 0,05 M rastopine fosfatnog pufera u fiziolosko]
NaCl rastopini. Pufer ima pH 7,0. zatim se priredi 0,2 M
rastrroina 2-merkaptoetanola u tako priredenom fosfatnom pu-
feru.

2. Ispitivani serum se pomijesa sa jednakim volumenom merkapto-
etanola u fosfatnom puferu i inkubira u termostatu ( 3700
kroz 30 minuta ). I serum bez merkaptoetanola, pomijeSan
samo sa fosfatnim puferom, podlijeZe analognoj proceduri.

3. Serijska razrijedenja seruma u BSA, uz dodatak dekstrana,
priredi se na analogan nacin kao Sto je opisano za nativne
serume. Razlika prema dekstranskoj metodi oéituje se u fi-
nalnom razrijedenju seruma, koje u prvoj epruveti iznosi 1:8.
Do ovog povelanog razrijedenja seruma, obzirom na prije opi-
sano, dolazi zbog prethodnog mijeSanja seruma s 2-merkapto-

etanolom, odnosno sa fosfatnim puferom, u omjeru 1l:2.

4.8. STATISTICKE METODE

Obradu rezultata unutar pokusnih grupa, kao i usporedbe me-

du grupama, vrSili smo “Student-ovim" t-testom ( Fisher 1958 ).

SluZzili smo se i1 metodom izralunavanja koeficijenta korela-
cije iz negrupiranih rezultata ( Petz 1964 ), pri &emu je kce-

ficijent korelacije ( r );




o NExy - (£x) (5 v )
: /NS X" - (5%)° / /NSy - 15/

a linearni pravac korelacije izraluna se prema jednadZbi ( Vra-

nié-Serdar 1960 )

y'=ax + b

pri Cemu je:




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

Kako je vel istaknuto u Opcem dijelu, imunoloSki odgovor
primaoca nakon senzibilizacije alogenim tkivom odituje se dvo-
strukom reakcijom: stvaranjem stani¢ne i humoraine imunosti. Na-
dalje, opisano je kako imunoloSki sistem majke moZe utjecati na
imunoloSku reaktivnost mladih. MoZe se, dakle, pretpostaviti da
bi obje vrste imunosti pod odredenim uvjetima, mogle preinacliti

imunolosku reaktivnost mladih.

U nekim od prijasSnjih pokusa ispitivali smo utjecaj senzi-
bilizacije Zenki-buduéih majki, tkivom oca .mladih, na preZivlja-
vanje roditeljskih kalema u mladundadi ( Rukavina 1968; Vlaho-
vié i Rukavina 1970 ). Opazili smo da mladundad znatno duZe no-
si ofev koZni kalem, ukolikgoge ma jka prije trudnole bila trok-
ratno senzibilizirana.ofévim kalemima koZe. pvaj nalin senzibi-
lizacije nije immo utjecajaina. preZivljavaje istovremeno presa-—
denih maj¢inih kalema na mladundad: ir*enzitet odbacivanja za
majéine kaleme bio je isti kao i u kontrolnih Zivotinja. Ove
rezultate smo pripisali facilitacijskom djelovanju humoralnih
protutijela prenesenih iz organizma majke u mladundad. Daljnju
podrSku ovom miSljenju pruZili su i drugi pokusi. Naime, uSiva-
nje treéeg, senzibilizirajudeg, ocevog kalema na majku, par da-
na prije okota mladih, nije dovodilo do opisanog produZenja no-
Senja ofevog kalem / idem /. Pretpostavili smo stoga da je tredi
kalem primijenjen u razdoblju koje je kritidno za prijenos humo-

ralnih protutijela, pa je mogao " pokupiti" neSto od specifidne
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facilitacijske aktivnosti protutijela. Fetus-mladunée je u tom
pogledu ostao prikradéen, pa je to moglo presudno utjecati na kas-
niju reaktivnost mladog prema ocevom kalemu. Podaci u literaturi
u_ovom smislu, vrlo su oskudni. Preliminarni rezultati Gorera,
izneseni u obliku usmenog saopéenja, ipak su ukazivali na mogué-
nost ovakvog mehanizma ( Voisin 1962 ). Za konaénu potvrdu faci-
litacijske uloge humoralnih protutijela neophodno bi hilo prati-
ti dinamiku i intenzitet produkcije tih protutijela u organizmu
senzibilizirane mégjke, kao i obim njihova prijenosa u cirkula-
cijski sistem mladih. Tek takva analiza moZe dati viSe dokaza

0 stvarnom utjecaju prenesenih humoralnih protutijela na preina-
ku imunoloSke reaktivnosti mladih. Osim toga, spomenute pokuse
smo vrsSili na geneticki nesrodnoj populaciji Stakora, pa je bilo
od interesa za razjaSnjenje mehanizma ovih ulinaka i njihova
provjera na genetiCki C¢istim sojevima Stakora. NaSe naredne po-
kuse smo proSirili jo$ i utoliko, Sto nismo samo analizirali ut-
jecaj majéine humoralne imunosti na mlade, veé smo pokuSali prov-
jeriti i moguéi v*jecaj imunokompetentnih stanica, koje i normal-
no, a pogotovo su u naSim eksperimentalnim uvjetima, mogle proéi

barijeru placente.

Geneticki Cisti sojevi Stakora, Sto smo ih upotrebi.i = ~vim
pokusima, bili su Lewis i Y-59. MuZjaci soja Lewis posluZili su
kao davaoci, a Stakori soja Y-59 kao primaoci koZnih kalema. Poz-
nato je da se ovi sojevi Stakora razlikuju obzirom na Rt H-1
lokus, koji je glavni sistem tkivne srodnosti u Stakora ( Stark
i Hauptfeld 1969 ). U ovom sistemu do sada je utvrdeno 9 serolos--
ki razli¢itih alela, koji su otkriveni serolcSkim metodama, ug-

lavnom hemaglutinacijom u dekstranu, citotoksidkim testovima i
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apsorpcijom aloimunih seruma ( idem, Stark i Kren 1967; Stark i
sur. 1968 ). Tablica II prikazuje antigene specifidnosti karak-

teristic¢ne za ova dva soja.

TABLICA IT

Rt H-1 ANTIGENI KARAKTERISTICNI ZA STAKORE
LENIS I Y-59¥

Alel Individualni antigeni na eritrocitima S0]
H-11 5 7 8 16 17 Lewis
H-1° g 10 13 15 17 Y - 59

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

Izgleda da je od posebne vazZnosti obratiti paZnju na an'i
gene specifiénosti 5, 7, i 8, koje se vjerojatno nasljeduju za-
jedno kao kompleksni antigen. Ovaj kompleks specifiénosti, ka-
rakteristican za Stakore soja Lewis, ima snaZnu transplantacij-

sku antiganost ( Stakr i Kren 1967c ).

Da bi odredili prosjeéno vrijeme preZivljavanja Lewisovih
koZnih kalema na Stakorima Y-59, kalemili smo 8 Zenki soja Y-5%
starih oko 3 mjeseca, koZom muZjaka Lewis. Svi presadeni kalemi
bili su odbaceni osmog dana. Nadalje, trebalo je utvrditi kako
mladi Stakori oba spola, soja Y-59, odbacuju Lewisove kaleme.
Stoga smo grupi od 30 mladih Stakora soja Y-59, starih 25-30
dana, jresadili koZne kaleme muZjaka Lewis. Veéina mladih (80 /%)
odbacila je presadene kaleme osmog dana, a preostali su odbaci_-

devetog dana. Ovi Stakori ¢ine kontrolnu grupu X.
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Vrijeme odbacivanja Lewisovih kalema presadenih na mlade
Y-59 u kontrolnoj grupi, prakticki se ne razlikuje od vremena
odbacivanja istih -=lema presadenih na odrasle Zenke Y-59, Sto
-ukazuje da su »_ 4+ Stakori u ovoj Zivotmoj dobi ( stari 25-30
dana ) dosegli punu sposobnost imunoloSke reaktivnosti na alo-
gena tkiva. Osim toga, analiza pojedinacnih rezultata pokazala
je da ne postoje razlike u vremenima odbacivanja koZnih kalema
muZ jaka Lewis presadenih na mlade razliéitog spola. To je i ra-
zuml jivo, jer manje razlike u tkivnoj srodnosti ( razlike na
spolnom kromozcmu ) slabo utjedu na preZivljavanje presadenih
alogenih tkiva, ako se transplantacijski partneri medusobno ra-
zlikuju u jakim antigenima tkivme srodnosti ( Rt H-1 lokus ),

kao Sto je u naSem primjeru.

Eksperimentalne Stakore podijelili smo u dvije grupe. U gru-
pi SH smo injicirali Lewisove splenocite u Zenke Y-59, stare oko
3 mjeseca. Splenocite smo injicirali u zadnjoj treéini gravidi-
teta, 1.v. kroz 3 dana uzastopno, u ukupnoj dozi od 134 mili ju-
na Zivih stanica. Prvu dozu splenocita injicirali smo, owisno o
leglu, izmedu sedmog i desetog dana prije okota mladih. Svaki
inokulum suspendiren =2 u 0,7 ml puferirane Ringerove rastopi-
ne. Istovremeno sa injekcijom splenocita Zepke smo i.7. injici-
rali i hijaluronidazom ( Hyaluronidase, Koch-Light Lab. ) u do-
zi od 3.000 I.U., kxoju smo rastopili u 0,5 ml fizioloSke NaCl
rastopine. Cetvrti dan su sve gravidne Zenke jo3 i dodatno, in-
traperitonealno, injicirane sa 6.000 I,U. hijaluronidaze. Mlade
svih Zenki, kada su bili stari 25-30 dana, kalemili smo koZom
muZ jaka Lewis i pratili sudbinu presadenih kalema. Nakon kalem-
ljenja smc uzim=1+ {47 vcpne vene maldih, uzorak krvi za odre-
divanje titra hemaglutinina na eritrocite muZjaka Lewis (7,11 i
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U drugoj pokusnoj grupi ( grupa 3G ), takoder suwpotreblje~
ne Z¥enke Y-59, stare oko 3 mjeseca. Zenke su trokratno kalemlje-
ne koZom muZjaka Lewis, a nakon odbacivanja treleg kalema stav-

'ljane su na rasplod sa muzjacima Y-59. Tri kraju graviditeta,
kao i par dana nakon okota, uzimali smo im uzorak krvi za se-
roloske pretrage. Prilikom vadenja uzoraka krvi jedna je Zenka
uginula, pa smo njene mlade, stare 2 dana prebacili nesenzibi-
liziranoj Zenki Y-59, koja je imala mlade pribliZno¢ iste sta-
rosti. Mladi su “"usvojeni', a rezultati kalemljenja ove miadv
¢adi posebno su prikazani u diskusiji rezultata. Sve mlade iz
grupe 3G kalemili smo koZom muZjaka Lewis, a 7, 11 i 2l-og da-
na nakon kalemljenja sakupljali smo krv iz repne vene. Nekima
od mladih, kao i njihovim majkama, uzimali smo uzcralr - .-

na sam dan kalemljenja.

Na slici 2. prikazana je dinamika odbacivanja koZnih kalema
muZ jaka Lewis, presadenih na mlade kontrolne grupe ( K ) i po-
kusnih grupa SH i 3G. Vidi se da u mladuncadi normalnih, netre-
tiranih, Zenki soja Y-59 ( K grupa ) proces odbacivanja traje
samo 2 dana. Osmog dana odbadeno je 80 %, a preostalih 20 %
kalema odbaceno je devetog dana. Krivulje odbacivanja u grupa-
ma SH i 3G pomaknute su u desno i znanto Se razlikuju od prav-
ca odbacivanja u kontrolnoj grupi. Naime, proces odbacivanja
mnogo duZe traje, jer samo malen broj Zivotinja odbacuje ka-
leme osmog dana, a odbacivanje kalema zavrSava Cetrnaestog da-
na. U grupi SH je osmog dana odbadeno 18 %, a u grupi 3G évega_
3 % ( 1 Zivotinja ) presadenih kalema. Devetog dana, kada su

odbageni svi kalemi u kontrolnoj grupi, joS uvijek je prihvadenc
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52 /% kalema u grupi SH, a dak 94 % u grupi 3G.

Srednje vijeme odbacivanja ( SVO ) Lewisovih koZnih kalema
presadenih na mlade Y-59 u kontrolnoj grupi iznosi 3,2 + 0,1
dana, a prema prethodno iznesenim kriterijeima tolerancije svi
mladi koji odbacuju Lewisov kalem do osmog dana spadaju u sku-
pinu netolerantnih; oni, koji nose kalem od devet do 25 dana
su tolerantni, a preko dvadesetpet dana su visoko tclerantni.
Na Tablici III prikazana je uCestalost tolerancije prema izne-—
senim krité,a1jima. Ni u jednoj grupi ne susreéemo visoko tole-
rantne Zivotinje, dok je ufestalost tolerantnih neSto veéa u -
grupi 3G, negoli u grupi SH ( 97 %, odnosno 82 % ). Netoleran-
tni su najizrazitije zastupljeni u grupi K ( 80 % ). Na istoj
Tablici su prikazana i srednja vremena odbacivanja ( SVO ) u
ovim grupama, kao i statisticka znacajnost razlika. SVO ima
najriZu vrijednost u grupi kontrolnih Zivotinja ( 8,2 dana ),
a najvisu u grupi 3G ( 10,85 dana ). Razlika u srednjim vreme-—
nima odbacivanja izmedu pokusnih grupa i kontrolne statisticki
je vjerodostojna ( p / 0,001 ). Razlika u SVO, koja se pokazu-

je izmedu pokusnih grupa, nije statisticki vjerodostojna.

Opisani postupci tretiranja Zenki Y-59, u pokusgggagrupama
SH i 3G, suStinski su se razlikovali. No, i pored oba su pos-
tupka dovela do gotovo istog konalnog efekta, jer mladundad
u obje pokusne grupe duZe nosi Lewisove »aleme, negoli kontrol-
ni Stakori. Za objaSnjenje mehanizma, kojim se mogla ostvariti
preinaka reaktivnosti mladuncadi, treba posebno uzeti u obzir

razlike u tretiranju njihovih majki. Opdéenito moZe se smatrati




TABLICA L

UCBSTALOST TOLERANCIJE I SVO KOYNIH KALEMA STAKORA LEWNIS NA MLADIMA SOJA

Y-59
GRUPA TRETMAN BROJ NETOLERANTNI TOLERANTNI VISOKO SVO
MAJKE MLADIH TOLERANTNI X + SP P
K 0] 30 24 (80%) 6 (20%) 0 8,2 + 0,1
SH : K / 0,001
SH Lewis.splen.
L 27 5 (18%) 22 (82%) 0 10,0 + 0,3 36 : K / 0,001
hijaluronid.
3G 3 x Lewisov i [N
. 3 1 ( 3%) 33 (97%) 0 10,8 + 0,2
X standardna pogreSka aritmetilke sredine
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da je prijenos injiciranih stanica mogao dovesti do opaZene
tolerancije mladuncadi Y-59 na Lewisove kaleme. ProduZenje
?ivota Lewisovih kalema u grupi 3G, mogli bismo pripisati u-
tjecaju prcriietih humoralnih protutijela iz majke. U nared-
noj raspravi objasSnjavaju se nacini kojima ti se ovi uéinci

mogli ostvariti.

Veé smo u Opéem dijelu naglasili da placenta predstavlja
barijeru koja oteZava prijenos majéinih stanica u fetus, ia-
ko ga ne moZe u potpunosti sprijeéiti. Prema tome, i u normal-
nim uvjetima neki mali . broj stanica moZe pro¢i kroz placen-
tarnu barijeru. Prijelaz stanica je dekako dvosmjeran, tj.
fetalne stanice prelaze u majéinu cirkulaciju, ali i majéine
stanice mogu prijeé¢i u fetus ( Kirby 1968 ). Medu majéinim
stanicama mcgu se naé¢i i imunckompetentne stanice. I one, iz
istih razloga, mogu prijeé¢i u fetalnu cirkulaciju. Ako pla-
centa ne predstavlja neprolaznu barijeru za majcine imunokom-
petentne stanice, onda se moZe pretpostaviti lda ée i strane
imunokompetentne stanice, koje se nadu u cirkulaciji majke,
moé¢i koristity isti put. Upravo smo takve uvjete imali u na-
Scj grupi SH, jer smo gravidne Zenke Y-59 injicirali Lewis-
ovim splenocitima. Ipak, nismc mogli olekivati da ée slmo pri-
sustvo tih stanica u cikulaciji majke biti dovoljno za olito-
vanje njihovog djelovanja na fetus, odnosno novorodenée, ako
je veé prolaz stanica u norme’noj trudnoéi ograniden. O tome
postoje i brojni dokazi iz pokusa u kojima se proucavalo ut-
jecaj prirodnc prenesenih majéinih stnica. Billinghap i sur.

( 1965 ) smatraju da je broj prenesenih imunokompetentnih
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stanica majke u fetus isuvisSe mali, da bi mogao izazvati mjer-
1ljive i trajnije ulinke u kasnijem Zivotu. Kad bi se broj pre-
nesenih stanica u fetus, na neki nalin povelao, mogle bi se o-
¢ekivati ppecifilne preinake imunoloSkog =*atusa mlade Zivoti-
nje u kasnijem Zivotu. Takva preinaka imunoloSke reaktivnosti
mladuncéeta trebala bi, osim o broju prenijetih stanica, zavisi-
ti i o genetiCkim odnosima izmedu njih i novog, mladog domalina.
Uz mali brecj rrenesenih stanica, ali i jake razlike u antigeni-
ma tkivne srodnosti, izmedu stanica i mladunéeta, ne samo da
neki trebali ofekivati nastanak tolerancije prema antigenima
Sto ih stanice nose, veé se mdée uspostaviti i slabija imunost
prema tim antigenima ( Billingham i sur. 1965 ). Medutim, isto
tako mali broj prenesenih étanica, ali uz slabe razlike u anti-
genima tkivne srodnosti, mogao bi izazvati specifiénu toleran-

ciju mladih prema antigenima tih stanica ( Ivanyw i Demant 1965 )

Kada su odnosi u tkivnoj srcdnosii, izmedu stanica i domaéi-
na, to¢no definirani, kao $to je u naSoj grupi SH, tada je broj
prenesenih stanica odludujuéi dinilac, o kome ovisi tip i stu-
panj reakcije mladih. Povedéanje broja prenesenih stanica moZe
se postici upotrebom razliditih sredstava koja povedéavaju per-
meabilnost placente za stanice. Takav ufinak ima i hijaluroni-
daza, koju smo injicirali gravidnim Zenkama Y-59 u isto vrije-
me kada i Lewisove splenocite. Nathan i sur. ( 1960 ) su pret-
postavili da hijaluronidaza omoguéuje povelani prijenos majci-
nih stanica u fetuse kuniéa, Sto se mjesec dana nakon okota o-
¢ituje u toleranciji mladih prema koZnom kalemu majke. Direktni

dokaz o poveéanju prijencsa majdinih stanica dali su Najarian i
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Dixon ( 1963 ). Oni su hijaluronidazom injicirali gravidne Zen-
ke kuniéa i pratili obim prijenosa radioaktivno obiljeZenih maj-
¢inih eritrocita u fetus. Broj prenesenih majéinih eritrocita

u cirkulaciju fetusa, u posljednjih 10-14 dana trudnoée, bio

' je dvostiruko veéi od broja prenesenih eritrocita u netretiranih
gravidnih majki, Tai i Halasz ( 1967 ) uspjeli su inducirati
toleranciju u mladuncadi kuniéa, viSekratnim injiciranjem gra-
vidnih Zenki hijaluronidazom i subcelularnim aniigenima slezene
i bubrega nesrodnog davaoca. Stupanj tolerancije na kozZni kalem
davaoca antigena, ovisio je o injiciranoj dozi.

Broj splenocita koje smo injicirali u gravidne Zenke Y-59

( 134 x 106 ) uglavnom odgovera broju limfocita koji cirkulira-

ju u njenoj krvi.Injiciranjem hijaluronidaze omoguéili smo da
obje vrste stanica iz majdine cirkulacije (Lewisovi splenociti
i majéini imunociti) prelaze u veéem broju u cirkulacijski sus-
tav fetusa. Odnosi u tkivnoj srodnosti izmedu injiciranih Lew: -
sovih splenocita i primalacid (majke, odnosno fetusa) pokazuju
da su razlike u jakim antigenima tkivne srodnosti, tj. na RtH-1
lokusu vrlo izraZene (Stark i Hauptfeld 1969). Obzirom da su
majdine stanice genetidki identidne sa fetalnim (osim razlike
na spolnom kromozomu sa stanicama potomaka-muZjaka), moZe se o-
¢ekivati mjerljivi uCinak samo prenesenih Lewisovih splenocita.
Da su Lewisovi splenociti, injicirani u majku, stvarno pre3li u
organizam mladog i naselili njegov retikuloendotelni sustav,
potvrduju rezultati produZenog noSenja Lewisovih kalema presa-
denih na mlade. Iako je srednje vrijeme odbacivanja (SVO) u o-
voj grupi produZeno samo za 1,8 dana, ipak je razlika statis-
tidki visoko zna%ajna ( p / 0,001 ). Prema tome, vjerojatno je

da je hijaluronidaza omoguléila prijenos odredenog broja Lewi-
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sovih splenocita, koji su se naselili u mladuncdadi i doveli do
izvjesnog stupnja tolerancije prema presadenim Lewisovim kalemima.
Medutim, nijedno mladunce, ogkggnﬁalemljena, nije visoko toleran-
%no na Lewisov koZni kalem. Broj imunokompetentnih stanica koji
je potreban za indukciju tolerancije, funkcija je razlika u tkiv-
noj srodnosti izmedu davaoca injiciranih stanica i domacéina (Mc-
Khann 1964). Stoga bi odsustvo visoko tolerantnih Stakora u na-
Soj pokusnoj grupi SH moglo znaliti da je broj prenesenih spleno-
cita, unato¢ injiciranoj hijaluronidazi, bio ipak nedovoljan za
uspostavljanje trajne tolerancije, jer su razlike u antigenima
tkivne srodnosti izmedu injiciranih splenocita i domadina velike

(Rt H-1 lokus).

Veé smo pretpostavili da se u mladundad vjerojatno istovreme-
no prenose i1 majéine stanice, a medu njima mogu biti i imunokom-
petentne. KoZnim kaleml jenjem mladih nismo mogli utvrditi njiho-
vu prisutnost, jer su se naSle u genetiCki identicnoj sredini.
No, kako su to zrele stanice, mogle su utjecati na olitovanje u-
¢inaka Lewisovih splenocita. Mogle su ojafati "front® imunoloski
nezrelog fetusa, pa tako umanjiti efikasnost Lewisovih splenocita
u indukciji tolerancije. MoZda bi Lewisovi splenociti mogli in-
ducirati i bolest krZzljanja u ove mladunéadi, da nije bilo i maj-
¢inih stanica. Lewisovi splenociti su prethodno neko vrijeme pro-
boravili u cirkulaciji majke, pa su se mogli imunizirati na nje-
ne antigene. Kada tako imunizirani splenociti predu u fetus mo-
Ze se olekivati njihova snaZnija reaktivnost, te oStelenje fetu-
Sa sa znacima bolesti krZljanja. MoZda su baS prenesene majéine
Stanice stupile u borbu sa Lewisovim splenocitima i pridoni jele
tome da fetusi nisu pretrpjeli fatalna oSteéenja. Ipak, da bi se

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

kompetentnih stanica, koje se istovremeno nadu u fetusu.

I u drugoj grupi (grupa 3G) mladi Stakori Y-59 znatno duZe
nose Lewisove kaleme, kada se usporede sa Stakorima kontrolne gru-
re K ( p [ 0,001 ). Razlika u SVO joS je izrazitija negoli izmedu
grupa K i SH (2,65:1,8 dana). No, i pored toga ne postoji statis-
tifki vjerodostojna razlika izmedu pokusnih grupa 3G i SH ( 0,05
/p/0,L ). Ni u ovoj grupi (3G) nema mladih Stakora koji su vi-
soko tolerantni na Lewisove kaleme, iako je postotak tolerantnih
najvisi i iznosi &ak 974 kalemljenih. Ovu toleranciju prema Lewi-
sovim kalemima teSko je objasniti mehanizmom stelene imunolosSke
tolerancije, jer majke nisu injicirane Lewisovim stanicama, a
trokratno kalemljenje je obavljeno prije stavljanja Zenki na ras-
plod. Slican pokusni model imali smo i u nekim od ranijih radova
(Rukavina 1968; Vlahovi¢ i Rukavina 1970) na genetiCki nesrodnim
Stakorima. Rezultate tih istraZivanja diskutirali smo u svjetlu
facilitacijske uloge humoralnih protutijela stvorenih u organizmu
majke, a prenesenih u fetus, odnosno u novorodencée. Medutim, u
tim pokusima nismo odredivali intenzitet humoralnog odgovora u
organizmu majke, niti smo pratili prijenas humoralnih protutijela
u cirkulaciju fetusa, odnosno novorodenceta, Sto je od bitne va?-
nosti u objasSnjenju facilitacijskog ulinka. Stoga smo, u ovim po-
kusima, dvokratno odredivali titar hemaglutinina u serumu senzi-
biliziranih majki (pri kraju graviditeta i 4-10 dana nakon okota
mladih) prema eritrocitima muZjaka Lewis, &ijim su koZnim kalen’ -
ma majke bile senzibilizirane. Ujedno smo odredivali i titar he-
maglutinina u ssrumu mladih iz 4 od ukupno 6 legala, Zrtvovanjcw

2-3 mlada i1 sakupljanjem njihove krvi. Uzorak seruma mladih uzet
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je 4-10 dana nakon okota, tj. u isto vrijeme kada je uzet i dru-
gl uzorak majéine krvi. U serumu smo odredivali titar ukupnih he-
maglutinina, kao i titar hemaglutinina rezistentnih na merkapto-
etanol. Ovi potonji su protutijela malene molekularne teZine (7S
tipa). Prosjefan titar ukupnih hemaglutinina u serumu majki pri
kraju graviditeta, izrazZen kao loggl, iznosi 5,5 (kreée se u ras-
ponu od 3 do 8). Prosjedan titar hemaglutinina 7S tipa je 5,3, a
raspon mu je takoder od 3 do 8 (slika 3). Prosjelan titar se nije
znatnije promijenio ni nakon okota (osim manjih individualnih
promjena), jer razina bilo ukupnih, bilo 7S hemaglutinina, iz-
nosi oko 5. U jednom leglu, od 4 ispitana, nismo mogli utvrditi
hemaglutinine u serumu. Titar hemaglutinina u serumu njihove maj-
ke bio je doduSe neSto niZi (titar: 4), ali to ne moZe objasniti
odsutnost hemaglutinina u serumu njihove mladuncéadi. Serum mladih
iz preostala 3 legla pokazivao je hemaglutinacijsku aktivnost, a-
1li je titar hemaglutinina bio neSto niZi (prosjedno za 1 razrije-
denje), od vrijednosti titra u serumu majki, kojima je istovreme-
no uzet uzorak krvi. Obradivanje seruma mladih sa merkaptoetano-
lom nije smanjilo titar hemaglutinina, Sto ukazuje da prenesena
protutijela pripadaju iskljuéivo grupi hemaglutinina malene mole-
kularne teZine (7S tipa).

Normalne Zenke Y-59 pokazuju snaZnu reakciju odbacivanja pre-
ma Lewisovim koZnim kalemima (svi presadeni kalemi odbaceni su
8-0g dana). To potvrduje da su razlike u histokompatibilnosti iz-
medu ova 2 soja (razlike na Rt H-1 lokusu) vrlo jake. Glavne raz-
like odnose se na Lewisove antigene specifilnosti 5, 7 i 8, koje
induciraju snaZnu reakciju odbacivanja (Stark i Kren 1967c). Me-
dutim, humoralni odgovor ne ide paralelno sa intenzitetom stanic-

ne imunosti, jer je titar hemaglutinina trokratno kalemljenih gra-




Sika3 it

 Hernaglufinini v serumy Stakora
V-39 na eriirocite stakora sofa lewis
8 | GRUPA “36" |

10 ~ T
61 ¢
[{ 4
2 1 s
| i [ |G P
E GRUPA SH*
T~ 10
5 i
S 8 | Hemaglutiminiu |
5 | serumu majki: | | |
S, | © v |
i 1. % I
GRUPA K"
10
8 | Hemaglulinini v
s | serumu miadih: ’ |
y | O vk ' &l
| So St Sz S3

(0) (7) (11) (21)
Danv nakon fest- kalerma




- 75 -

vidnih Zenki, koZom muZjaka Lewis, relativno nizak (prosjedan ti-
tar je 5,5). Za objasSnjenje ove neskladnosti izmedu humoralne i
stanicne imunosti u ovakvim imunogenetickim odnosima, moZe poslu-
éiti serija radova Starka i Krena (1967 a, bic). Unjima se po-
sebno istice da je imunogenost kompleksa 5, 7 i 8, u pogledu sti-
mulacije stvaranja humoralnih protutijela, znatno manja negoli u
drugih antigena histokompatibilnosti Rt H-1 lokusa. Stoga se mo-
ze shvatiti relativno nizak titar hemaglutinina u krvi Zenki Y-
59, nakon snaZne trokratne senzibilizacije Lewisovim koZnim ka-
lemima.

Kako mladunéad ovih majki nije bila aktivno imunizirana, lo-
giéno je pretpostaviti da su specificna humoralna protutijela ko-
ja smo nasSli u njihovom serumu prenesena pasivno iz organizma
majki. Nalaz ovih specificénih protutijela u cirkulacijskom susta-
vu mladih, starih 4-10 dana, moZe nam pomo¢i u objasSnjenju pro-
duZenog prezZivljavanja Lewisovih kalema presadenih na mlade. Poz-
nato je da "enhancement®” ili facilitacijska protutijela pripada-
ju grupi protutijela malene molekularne teZine (7S tipa) (Tokuda
i McEntee 1967). Iako nije sigurnn da su facilitacijska protuti-
jela vezana za hemaglutinaci jsku aktivncst seruma, ipak ima rado-
va koji ukazuju i na#u moguénost (Kaliss 1958). Nadalje, u prilog
facilitacijskog uéinka govore i rezultati da se facilitacija lak-
Se 1 uniformnije postiZe pasivnom nego aktivnom imunizacijom (Ka-
liss 1962). Pasivno prenesena facilitacijska protutijela mogu
djelovati &2k ako su prisutna i u malim kolicéinama, a aktivnost
u novom domadéinu zadrZavaju tjednima (Voisin 1962). Djelovanje
prenesenih protutijela, specificno stvorenih na Lewisove koZne
kaleme, moglo bi dakle mehanizmom facilitacije sprijeciti, odnos-

no oslabiti, snaZnu reakciju odbacivanja, unato¢ jakih razlika u
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histokompatibilnosti izmedu primaoca i davaoca. Relativno uniform-
no produZenje preZzivljavanja Lewisovih kalema presadenih na mla-
de Y-59, u pokusncj grupi 3G, podrZava ovu naSu pretpostavku.
Vjerojatno je da se ova protutijelsbtalno™dodaju” u cirkulacijski
sustav mladunceta i nakon poroda, jer je sluznica probavnog trak-
ta mladog Stakora propusna za protutijela koja declaze majéinim
mlijekom, sve do otprilike 2l1-og dana Zivota (Halliday 1955a).
Upravo ova okolnost omoguéuje u nekih Zivotinjskih vrsta, koje
imaju hemohorijalnu placentu, efikasniju zastitu novorodenceta
protiv invazivnih agensa. U njih je postnatalni prijenocs majéi-
nih protutijela 8ak i obimniji od prenatalnog (Sterzl i Silver-
stein 1967). MoZe se pretpostaviti da bi postnatalni prijencs

bio od posebne vaznosti i onda kada je razina majéinih humoral-
nih protutijela,u serumu, niska. Testiranje mladih Lewisovim ka-
lemima vrS$ili smo 25-30 dana nakon okota, Sto je relativno krat-
ko vremensko razdoblje (prosje&no oko 1 tjedan) od prestanka pri-
jenosa protutijela, pa to vjerojatno osigurava povoljnu razinu
facilitacijskih protutijela i oéitovanje njihovog ulinka. Serum
uzet od nekoliko mladih na dan uSivanja Lewisovog kalema koZe,
nije sadrZavao hemaglutinine. No i pored toga, kalemi presadeni
na mladunéad ove grupe bili su facilitirani. To se slale sa opa-
Zanjem Kaliss-a i sur. (1963) da i tumori koji se presaduju na
mladuncad senzibiliziranih majki, u ovoj Zivotnoj dobi, mogu bi-
ti facilitirani bez obzira da 1li su u serumu mladih hemagiutinini

prisutni ili odsutni.

0d posebnog je interesa opisati nalaz u mladundadi iz jednog
legla, ¢ija je majka uginula prilikom vadenja uzorka xrvi, kada
su mladi bili stari 2 dana. Mladi su prebadeni drugoj nctretira-

noj Zenki Y-59, koja je takoder bila u ranom postpartalnom raz-




- TF

doblju, te je ovu mladuncad "prihvatila”. Kada su mladi bili sta-

ri 10-12 dana, nismo mogli u njihovom serumu utvrditi prisutnost

12

hemaglutinina. Treba istaéi da je titar hemaglutininau serumu

njihove majke, drugi dan nakon okota mladih, bic vrlo nizak (ti-
tar 3). Kada smo 8 mladih iz oveg legla kalemili koZom muZjaka
Lewis, utvrdili smo snaZnu reakciju odbacivanja, jer su svi ka-
lemi odbaleni 8-o0g dana. Intenzitet ove reakcije otprilike je na
razini odbacivanja Lewisovog kalema presadenog na mlade Stakcore
Y-59 u kontrolnoj grupi. Obzirom na malen broj opaZanja, teSko je
iskljucivo tvrditi da je sprijecdeni postnatalni prijenos protuti-
jela (mladi “usvojeni” od druge majke) uzrok izostanku facilita-
cije, iako se i na to moZe misliti. Treba pri tome uzeti u obzir
i vrlo nizak titar specificénih hemaglutinina u serumu njihove
me jke, prije nege je uginula, stoc je takoder moglo dodatno utje-
cati na brzo "iSCezavanje” hemaglutinina iz cirkulacije mladih i
na "normaliziranje™ njihove reaktivnosti prema presadenim Lewiso-
vim kalemima.

Pratili smo i dinamiku aktivne produkcije hemaglutinina u kr-
vi mladih Stakora Y-59 iz grupa K, SH i 3G, .,koji su kalemljeni
koZnim kalemima Stakora Lewis. Cdredivali smo razinv ukupnih i
merkaptoetanol rezistentnih hewmagiutiniia 7-og, ll-og : 21l-o0g da-
na rakon kalemljenja (slika 3). Hemaglutinine moZ%emo utvrditi vecd
T-o0g dona nakon kalemljenja, iakc je njihov titar u svim grupama
vrlo nizak (prosjedan titar oko 2). Mnogi od mladih, u to vrijeme,
jos uvijek nemaju hemaglutinine u serumu, a maksimalni pojedinac-
ni odgovor ne prelazi vrijednost titra 4. Interesantno je istak-
nuti da se gotovo iskljudivo radi o hemaglutininima velike mole-
kula-mna teZine (195 tipa), jer obrada seruma sa merkaptoetanolom

gotovo je potpuno eliminirais 17 "_ameglutinaci jsku aktivanet,
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Prema tome, u prvoj fazi humoralnog odgovora ne postoje uoéljivi-
je razlike izmedu grupa. Medutim, razlike u jadini hemaglutinaci i-
skog odgovora oéituju se ve¢ u serumu uzetom 1ll-og dana nakon keo-
lemljenja mladih. Razina hemaglutinina u krvi viSa je u svim gru-
pama, ako je uporedimo sa serumima T7-og dana, pri Cemu se posebnc
istice nagli pcrast 7S hemaglutinina. NajvisSi titar ukupnih i 7o
hemaglutinina nalazimo u grupi 3G, a najniZzi u grupi SH. Dvade-
setprvog dangshakon kalemljenja dolazi do izrazitog pada razine he-
maglutinina u grupi 3G, dok je pad hemaglutinina u grupama K i oH
neznatan, a titar ima otprilike jednake vrijednosti u ovim grupa-
ma.(oko 4). I 21l-og dana u serumu Zivotinja iz svih grupa domin: -
raju merkaptoetancl rezistentni hemaglutinini, na koje otpada

gotovo sva hemaglutinaci jska aktivnost.

U diskusiji ovih rezultata treba se, izmedu ostalog, osvrnu:
na nalaz da protutijela 195 tipa prethode produkeciji 7S protuivij=
la. Slidéne rezultate dobili su i Anderson i sur. (1967) u pokusivi
na genetilki &istim sojevima miSeva. Kren i sur. (1968) su takoao -
potvrdili, na genetiCki Zistim sojevima Stakora, postepenu proiu-
ciju hemaglutinina, za koju je karakteristiéno rano pojavljivinic
198 protutijela i kasnija izrazita dominacija 7S protutijela. Poiiu-
se su izvodili na Stakorima soja Lewis, koje su imunizirali sa ko’
nim kalemom Stakora 9 geneticCki ¢istih sojeva, koji su nosioci r=au-
li¢itih alela u Rt H-1 sistemu. Hemaglutinine su mogli utvrdi®i iz-
medu 8-og i 10-og dana, kada su uzimali prvi uzorak seruma, a m:':-
simalni odgovor Stakori dosegnu izmedu 10 i 15 dana, a tada so
tovo sva hemaglutinacijska aktivnost nalazi u podrudju 7S hema.i. -
tinina. Dvadesetog dana nastupa lagani pad razine hemaglutinir: .
Nadalje, razliéite alele Rt H-1 sistema pokazuju razlicitu imuno-

genost, Sto se olituje na razini titra hemaglutinina i brzini . i-
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hovog pojavljivanja u serumu. MoZda je interesantno napomenuti
da koZni kalem Stakora soja CAP ( isti alel kao Y-59 ), presa-
den na Stakore Lewisovog soja, izaziva ngslabiju produkciju he-
maglutinina. I dinamika produkcije hemaglutinina u naSoj kont-
rolnoj grupi K, u skladu je sa diskutiranim radovima. Naime, u
prvoj fazi humoralnog odgovora ( serum 7-og dana ), gotovo su
iskljuéivo prisutni 19S hemaglutinini, a njihov titar je nirak
( vjerovatno zato, Sto je rano uzet uzorak krvi ). To potvrduje
i porast titra 1ll-og dana, a tada, isto kao i 2l-og dana, pre-
vladavaju 7S protutijela. I u grupi SH je vrlo slicéna slika di-
namike hemaglutinina, kao u kontrolnih Zivotinja. Medutim, u
pokusnoj grupi 3G nalazimo znamno odstupanje u produkciji hema-
gluﬁﬁina, jer je njihova razina 1ll-og dana znano viSa, a 21l-og
dana znatno niZa, negoli u drugim grupama. U objasSnjenju naglog
porasta produkcije hemaglutinina u serumu ll-og dana, koja je
gotovo dvostruko viSa negoli u drugim grupama, moZe nam pomoli
prethodno opisani nalaz pasivno prenesenih majéinih protutijela
u mladunéadi. Ta protutijela smo nadli u serumu uzetom 4-10 da-
na nakon &ota, ali ih nismo mogli otkriti u serumima na dan ka-
lemljenja. Cinjenica da ih nismo na$li u tome serumu joS uvijek
ne mora znac¢iti da nisu ni zastupljena. Ta su protutijela mogla
biti prisutna u malim kolidinama, a tada je naSa metoda hemaglu-
tinacije, vjerovatno medovoljno osjetljiva. Kada se iz presade-
nog kozZnog kalema "oslobode” velike koliline antigena, dolazi
do njihovog spajanja sa ovim protutijelima. Medutim, sve kolicli-
ne antigena nebi mogle biti vezane, jer je nedovoljna kolicina

protutijela, pa bi dio antigena ostao @ "suvisku”. POznato je da
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| injiciranje kompleksa protutijelo-antigen, sa suvisSkom antigena,
uzrokuje pojafani i brZi imuni odgovor na antigen, negoli kada
se injicira antigen sam ( Terres i Wolins 1961; Stoner i Terres
1960; Terres i Stoner 1962 ). Pad hemaglutinina u serumu 21-o0g
éana u grupi 3G mnogo je izrazitiji, negoli u preostalim grupa-
ma. MoZe se pretpostaviti da je tome pridonijela i nagla pro-
dukecija hemaglutinina u poletnoj fazi, pa je njihova visoka
razina mogla inhibicijski djelevati, mehanizmom povratne sprege,

na daljnju produkciju.
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5.2. UTJECAJ RAZLI(VJI‘TIH POSTUPAKA SENZIBILIZACIJE MAJKI NA
IMUNOLOSKU REAKTIVNOST MLADUNCADI

Rezultati opisanih pokusa na visokosrodnim Stakorima u gru-
pi 3G ( vidi 5.1. ) pokazali su da se moZe preinaCiti imunoloS-
ka reaktivnost mladih, kada se majka senzibilizira alogenim tki-
vom. U pokusima koji se opisuju u ovom poglavlju, htjeli smo se
orjentirati i o utjecaju raznovrsnih postupaka senzibilizaci je-
we jki, na reaktivnost mladih prema istoj vrsti alogenog stimu-
-lﬁsa. Moglo se pretpostaviti da ¢ée mijenjanje postupaka, kac i
jacine senzibilizacije, dovesti do drugalije reaktivnosti mla-
dih. Osim toga, trebalo bi utvrditi ddli je tkivo kojim je do-
sada otavljana senzibilizacija majki, tj. koZni kalem, odlucno
za manifestaciju specifiéno promijenjene reaktivnosti mladih, ili
i druga tkiva, u tom pogledu, imaju ista svojstva. DuZe preziv-
ljavanje alokalema, presadenih na mlade senzibiliziranih majki,

- prije bi se moglo ofekivati u grupama u kojima su majke viSek-
ratno imunizirane. U serumu snaZno senzibiliziranih Zivotinja
obicno se dobije visoka razina 7S protutijela, a medu ovim pro-
tutijelima se nalaze i facilitacijska ( Walker i Siskind 1968 ).
Tome u prilog govore i rezultati Cohen-a i sur. ( 1971 ) kgi su
Stakore deseterokratno kalemili koZnim kalemima, a prijenosom
njihovog ( hiperimunog ) seruma, u wormdlne Zivotinje, uspjeli
s 7natno produZiti Zivot specifidnog koZnog kalema. Veé iznese-
ni rezultati u grupi 3G ( vidi 5.1. ) pokazali su da je i trok-
ratno kalemljenje, u tom smislu, vrlo efikasno u naSem eksperi-

mentalnom modelu. Stoga je i uw pokusima koji se opisuju u ovom
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poglavlju, trokratno kalemljenje kozom maksimalni intenzitet a-

logenog stimulusa, kojim smc senzibilizirali Zenke.

Pokuse smo izvodili na genetiCki nesrodnoj populaciji Sta-
kora ("Y"), da bismo izbjegli ujednadene odnose u tkivnoj srod-
nosti i tako omogué¢ili senzibilizaciju Zenki tkivima muZjaka,
oca mladuncadi. Poznato je iz klinicke medicine, da senzibili-
zaclija majke oCevim antigenima, koje je fetus naslijedio, moZe
dovesti do teSkih oStelenja mladunCeta. Iako se tekva oStelenja
ne mogu utvrditi u genetickoj nesrodnoj populaciji Stakora, i-
pak se mogu pretpostaviti kada se Zenke snaZno senzibiliziraju
tkivima oca mladuncadi. Stoga je u ovim pokusima trebalo vodi-
ti raduna i o ovoj &injenici. U pokuse smo uzimali mu¥jake i
zenke, stare oko 3 mjeseca, i od njih sloZzili roditeljske pa-
rove. Radili smo sa 5 pokusiih grupa i 1 kontrolnom. Slike 4 i

5 prikazuju plan pokusa u svih 6 grupa.

5.2.1. POKUSNE GRUPE

Grupa A daje nam uvid u normalﬁo vrijeme odbacivanja rodi-
teljskih kalema presafienih na njhove mlade. U cvoj grupi majke
nisu bile prethodno senzibilizirane, pa nam sluZi kac opéa kon-
trola i za ostale pokuse na genetifki nesrodnim Stakorima,koje
¢emo opisati u drugim dijelovima disertacije. Zenke i muZjake,
buduée roditeljske parove, stavljali smo na rasplod u cdvojene
kaveze. NJihove mlade, stare 25-30 dana, kalemili smo koZnim ka-

lemima obaju roditelja ( slika 4 ).
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0d dijela Zenki iz grupe A, nakon Sto su njihovi mladi kalem-
ljeni, formirana je grupa Al ( Slika 4 ). Te su Zenke kalemlje-
ne koZom oca mladih i ponovno sa njim stavljene u rasplod. NJi-
-hovu mladuncéad testirali smo zatim koZom obaju roditelja. Rodi-

teljski partneri iz grupe A., nakon kaleml jenja mladih, uzeti

su dalje u pokus i &ine gru;u A, ( slika 4 ). Zenke su u *0j
grupi joS trokratno intravenski injicirane suspenzijom krvnih
stanica muZjaka. Suspenzija je sadrZavala 150 milijuna eritro-
cita i uz njih pripadajuéi broj ostalih krvnih stanica. Zatim
smo roditeljske parove stavljali u rasplod, a njihove mlade tes-

tirali koZnim kalemima.

Na Slici 5 prikazali smo plan pokusa koji se odnosi na gru-
peE B, B1

Zom muZjaka, a potom su s njim stavljane u rasplod. Senzibili-

i E. U grupi B Zenke su trokratno senzibilizirane ko-

zacija je obavljena u razdoblju od 3 do 4 tjedna. Mladuncad je
kaleml jena koZom obaju roditelja. Zatim su Zenke ponovno, pc
Cetvrti put kalemljene koZom istcg muZjaka i stavljane s njim
u rasplod. Tako je nadéinjena grupa‘B . Mlade smo kalemili koZom

cbaju roditelja. Plan senzibilizaciji Zenki u grupi E utol%é;)
se razlikuje od postupka primjenjenog u grupama B i Bl’ g0 ma-
terijal za senzibilizaciju nije sluZio koZni kalem, veé suspen-
zija krvnih stanica mpéjaka. Suspenzija je sadrZavala 150 mili-
juna eritrocita i ugﬂ%?%%adajuéi broj ostalih krvnih stanica,

a Zenkama je injicirana trokratno intravenski. Nakon toga su
roditeljski parovi stavljani urasplod, a mladi kalemljeni samo

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

Na slikama 6 i 7 prikazana je dinamika odbacivanja roditelj-
skih kalema presadenih na mladuncad iz ovih grupa. Na apscisi
su naneseni dani odbacivanja, a na ordinati akumulirani posto-
ci. Akumulirani postoci oznaclavaju postotak Stakora koji su do
nekog dana odbacili kalem, u odnosu na ukupan broj kalemljenih.
Prikazano je vrijeme odbacivanja samo u prvih 30 dana, a kale-
mi koji su preZivjeli duZe od ovog vremena praéeni su 60 dana |
nakon presadivanja. Svfwﬁélemi su bili prihvadéeni i kroz to du-
Ze razdoblje promatranja;

Na slici 6a prikazane su krivulje odbacivanja ocevih kalema
u kontrolnoj grupi A i pokusnim grupama Al i A2. Krivulja koja
prikazuje odbacivanje u grupi Al smjeStena je, u veéem dijelu
vremena odbacivanja, blizu krivulje za grupu A. Krivulja odba-

civanja za grupu A, dosta se razlikuje od opisanih krivulja za

2

grupe A i A jer je znatno usporen proces odbacivanja u ovoj

’
grupi. Takolje osmog dana odbadeno najmanje odevih kalema (8%),
a odbacivanje zavrSava 22-og dana. Toga dana je 16/ kalema joS
uvijek trajno prihvacdeno.

Na slici 6b prikazano je odbacivanje ocevih kalema u grupa-
ma B, B1 i E. Odbacivanje u grupi B je izrazito usporeno i to ne
samo prema kontrolnoj grupi, veé i prema ostalim pokusnim grupa-
ma. Odbacivanje u ovoj grupi zavrSava 25-og dana, a tada je odba-
deno T74% kalema. Preostalih 264 kalema trajno je prihvadeno. Sli-
¢no, usporeno odbacivanje vidimo i u grupi Bl’ iako krivulja od-
bacivanja ima neSto strmiji tok negoli krivulja za grupu B. 0d-

bacivanje u grupi B, zavrSava 2l-og dana, a tada je joS uvijek

1
prihvacéeno 8% kalema. U pokusnoj grupi E, u kojoj su majke sen-

zibilizirane samo krvnim stanicama muzjaka, krivulja odbacivanja
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u poCetnom razdoblju (do 10-og dana) ima vrlo strmi tok,ali je
kasnije odbacivanje usporeno. Svi kalemi, presadeni na mladun-
¢ad ove grupe, odbaceni su do 24-og dana.

Iz opisa odbacivanja oCevog kalema moZemo zakljuéiti da su
neke grupe medusobno sliéne, pa ih u tom pogledu moZemo podije-

1iti u dva dijela. Jednom dijelu pripadaju grupe A. i E, koje su

vrlo slic¢ne kontrolnoj grupi A. U drugi dio Spadajt mladi ¢ije
su majke prethodno viSekratno senzibilizirane bilo viSekratnim
kalemljenjem (grupe B i Bl) ili jednim koZnim kalemom i krvnim
stanicama (grupa AZ)o Te grupe mladih Stakora znatno sporije od-
bacuju oleve kaleme, a mnogi pojedinci ih i trajno prihvacdaju.
Na slici 7 prikazano je odbacivanje majéinih kalema. Krivu-
lje odbacivanja ne pokazuju tako izrazite medusobne razlike, ka-
kve smo uoc¢ili medu krivul jama odbacivanja ofevih kalema. Sve

krivul je pokusnih grupa, izuzev za grupu A dosta su slicne kon-

l’
trolnoj grupi A. Poneki Stakor trajno prihvadéa majéin kalem, ali

u zanemarivo niskom postotku (do 3%). Krivulja odbacivanja u

grupi A, ima najstrmiji tok, a i odbacivanje presadenih kalema

najbréelzavréava u ovoj grupi (l4-og dana).

Tablice IV i V prikazuju stupanj tolerancije (vidi 4.3.) i
SVO mladih na presadene roditeljske kaleme. UCestalost netole-
rantnih na odeve kaleme (Tablica IV) znatno je manja u grupama
Az, B3 Bl’ u usporedbi sa ostalim grupama, a broj tolerantnih
je u tim grupama znatno veéi. Jedino se u ovim grupama mogu na-
¢i i Stakori koji su visoko tolerantni na oCeve kaleme. Prema
tome, mogli bismo zakljuditi da u ovim grupama postoji opca ten-
dencija produZenja Zivota olevog kalema, Sto je vidljivo i iz
rezultata SVO, koje je znadajno duZe u ovim grupama negoli u

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

1
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TABLICA IV

UCESTALOST TOLERANCIJE I SVO MLADIH STAKORA “Y" NA KOZNI KALEM OCA

GRUPA TRETMAN BROJ NETOLERANTNI ~ TOLERANTNI VISOKO svo
| MAJXI MLADIH TOLERANTNI X + SP ¥
A 0 61 51 (84%) 10 (16%) 0 11,0 + 0,5 Ay A / 0,02
A Al[ 0,01
A kalem 17 15 (88%) 2 (12%) 0 10yl £ Gyl A, E /0,01
A kalem + 3 X ;
. i.v. eritr 23 11 (74%) 10 (20%) ¢ (16%) 13,3+ 0,8 B : A /0,01
o ' | | B: A /0,01
1
B 3 x kalem 27 8 (30%) 12 (72%) 7 (26%) 15,5 + 0,9 B:8 /0,0
B, 4 x kalem 36 20 (55%) 13 (37%) 3 ( 8%) 13,3 + 0,7 Bj: A /0,01
E 3 X 1.V | ’
eritroc. 55 51 (93%) ¢ (Th) 0 9,8 + 0,3 Bz A /0,01
By: B / 0,01

x = standardns pogreSka aritmetiCke sredine



- ] -

Na Tablici V prikazan je stupanj tolerancije i SVO mladih
na majéine kaleme. Veé¢ smo u opisu krivulja odbacivanja (slika 7)
naglasili da nema veéih razlika u odbacivanju majéinih kalema.
To potvrduju i rezultati tolerancije i SVO koji su prikazani na
Tablici V. Razlike, dakako, proizlaze samo iz usporedbe preziv-
,» B i B. SVO ofe-
vih kalema znadajno je duZe u ovim grupama, Sto je na Tablici V

ljavanja oCevih i majcinih kalema u grupama A
i prikazano.
5.2.3. DISKUSIJA

U objasnjenju ovih rezultata treba posebno voditi raduna o
moguéem djelovanju slijededéih &inilacas: a) tkivu kojim je vrSe-
na senzibilizacija, b) jadini senzibilizacije i c¢) specifiénim
odnosima izmedu majke i djeteta u perinatalnom razdoblju, Sto ta-
koder moZe imati odraza na prezivljavanje roditeljskih kalema
presadenih na mladunc¢ad.U opisanim pokusima primijetili smo pro-
duZenje Zivota samo za odeve kaleme, dok su navedeni postupci sen-
zibilizacije uglavnom bili bez ulinka na preZivljavanje majéinih
- kalema. OCevi kalemi preZivljavaju duZe na mladundadi grupa AZ’

_ Bi Bl' ZajednicCka karakteristika ovih grupa je viSekratna sen-
zibilizacija majki: viSekratno kalemljenje koZom muZjaka (grupe
S i Bl) ili jednokratno kalemljenje uz dodatno trokratno injici-
ranje krvnih stanica muZjaka (grupa A2). Ove pokusne grupe, po
naé¢inu senzibilizacije, potsjecaju na grupu 3G iz pokusa na vi-
Sokosrodnim Stakorima (vidi 5.1.). Prema tome, rezultati ovih po-
kusa, kao i pokusa na visokosrodnim Stakorima, ukazuju da je mo-
' guce ponovljenom senzibilizacijom majke produZiti Zivot istovrs-

Nih kalema presadenih na mlade.



TABLICA v
UZBSTALOST TOLERANCIJ® I SVO MLADIH STAKORA "Y" NA KOZNI KALEM MAJKE

(RUPA TRETMAN BROJ NETOLERANTNI TOLERANTNI VISOKO S
MAJKI MLADIH TOLERANTNT X + SP P
A 0 62 15 (72%) 16 (26%) 1 (2% 11,3+0,5 Ay( atac ) : A, (majk:
/ 0,05
A kalem 17 15 (88%) 2 (12%) 0 9,7+0,4 B (otac) : B(majka)
_ /0,01
A kalem + 3x . ;
. i.v. eritr. 25 18 (72%) 7 (28%) 0 11,4+1,0 Bl(oZag)égl(maJka)
9
B 3 x kalem 28 22 (78%) 6 (22%) 0 11,2+0,6
B, 4 x kalem 36 30 (83%) 5 (14%) 1 ( 3%) 10,7+0,7

x = standardna pogreSka aritmetiCke sredine
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Slican eksperimentalni model, kao Sto je nasS u pokusnoj gru-
pi B, imao je i Stastny (1963, 1965), ali je on treéi senzibili-
zirajuéi kalem uSivao na gravidnu majku 4-10 dana prije okota
mladih. Mladunéad ovih majki ubrzano je odbacivala isti kalem,
S$to Stastny smatra aktivnom reakcijom mladundeta, a ne prijenosom
imunosti iz majke. Naime, i mladuncad majki, koje su tolerantne
na senzibilizirajulée kaleme, takoder pokazuje reakciju ubrzanog
odbacivanja. Stastny (1965) pretpostavlja da transplantacijski
antigeni, koji se oslobode iz kalema presadenog na majku, mogu
proéi placentarnu barijeru i uéi u cirkulaciju mladih, te ih imu—
nizirati. Da mladunc¢e moZe biti aktivno imunizirano potvrduju i
rezultati drugih istraZivadéa (Howard i Michie 1962; Billingham i
sur. 1965).

Ubrzano odbacivanje alokalemf, presadenih na mladuncad sen-
zibiliziranih majki, primijetili su i Halasz i Orloff (1963), u
pokusima na kuniéima. Interesantno je da dvokratno kaleml jenje
gravidnih Zenki, u poredenju sa jednokratnim, izaziva snaZniju
reakciju odbacivanja alokalema od istog davaoca, presadenog na
mlade . Halasz i Orloff (idem) tumade ove rezultate prijenosom
sesilnih protutijela iz cirkulacije majke u fetus. Za njih pla-
centarna barijera né@i pretstavljala takvu barijeru, kao za lim-
focite. Ulinak prenesenih protutijela je specifidéan, jer se ubr-

- zano odbacuju samo kalemi od davaoca kojim je i majka senzibili-
zZirana.

Na moguénost prijenosa imunosti odgodenog tipa, iz majke u
mladunce, bez stvarnog prijenosa imunosnih stanica, ukazuju i ne-

- ki rezultati pokusa u "milipore” komoricama. Tako Zivotinja moZe
odbaciti alokalem prema kojem je tolerantna, ako joj se implanti-

ra "milipore” komorica u kojoj se nalaze specifiéno senzibilizi-
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rani limfociti (Najarian i Feldman 1962; Kretschmer i Perez-Ta-
mayo 1961 i 1962). Kako stanice ne mogu proéi kroz stjenke komo-
rice, to ovaj ulinak treba pripisati humoralnim faktorima. 0d
inferesa je istaéi da i sama placentarna membrana hemohorijal-
nog tipa potsjeéa u odredenom smislu na "milipore®” komoricu, jer

je prelaz staniénih protutijela znatno oteZan.

Rezultati navedenih pokusa su samo na prvi pogled u suprot-
nosti sa naSim rezultatima. Naime, plan pokusa se u oba sluéaja
mozda i bitno razlikuje u odnosu na naSe pokusSne grupe, posebno
grupu B. Stastny (1965) je dodatno kalemio Zenke tokom trudnoée,
a Halasz i Orloff (1963) su iskljulivo kalemili gravidne Zenke.
U prilog nasih rezultata govori nalaz Gorer-a (citiran prema
Voisin-u,1962). Gorer je takoder primjetio da se prethodnim ka-
leml jenjem Zenki miSa, alogenim kalemom koZe, osigurava dulje
preZivl javanje istog kalema presadenog na njenu mladunéad. Voi-
sin (1962) smatra da se ovaj nalaz Gorera moZe objasniti jedino
prijenosom facilitacijskih protutijela iz majke, koja “kondicio-
niraju" mladunce za duZe noSenje specificnog koZnog kalema. Ova-
kovo miSljenje podupiru i rezultati nasSih pokusa na geneticki
¢istim sojevima Stakora (vidi 5.1.), a neki od mehanizama kojim
se mozZe ostvariti ovakav ulinak, diskutirani su u tom dijelu rad-
nje. Za daljnju potvrdu ovog miSljenja mogu posluZiti i rezul-
tati produZenog prezivljavanja ofevih kalema, dobiveni u nasoj
grupi Bl’ u kojoj su Zenke iz grupe B dodatno (po &etvrti put)
kaleml jene koZom muZjaka. Slicéne rezultate imamo i u pokusnoj

grupi A.. 04 interesa je joS jednom istaknuti cijeli eksperimen-

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

je to Zenkama iz grupe A, treéi okot, a senzibilizacija Zenki je

2
bila kombinirana, tj. koZom i krvnim stanicama muZjaka. Njihova
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mladuncad znatno duZe nosi oleve kaleme, a detiri kalema su i
trajno prihvaclena (Tablica IV). Rezultati u ovoj grupi na razini

su opazanja u grupama B i B.. Da bismo utvrdili da 1i se ovo pro-

duZenje noSenja odevog kaleia moze pripisati djelovanju: a) koZ-
nog kalema, b) trokratnog injiciranja suspenzije krvnih stanica,
ili c) zajedniSkom udinku obaju postupaka senzibilizacije, inji-
cirali smo trokratno intravenski krvne stanice muZjaka u normal-
ne Zenke (grupa E). Ima podataka da prethodno tretiranje primao-
ca s punom krvlju davaoca, mozZe dovesti do facilitacije naknadno
usSivenog kalema davaoca (Eberhardt i Vlahovié 1969). Za ovaj u-
¢inak vjerojatno su odgovorni eritrociti, jer injiciranje sus-
penzije u kojoj su gotovo iskljuéivo zastupljeni eritrociti do-
vodi do istog ufinka (idem). Medutim, trokratno injiciranje sus-
penzije krvnih stanica, u naSem specifiénom modelu (grupa E),
nije utjecalo na prezivljavanje ocCevog kalema presadenog na mla-
de. Stovise, SVO olevih kalema ima najniZ%u vrijednost upravo u
ovoj grupi, ali se ne razlikuje znacé¢ajno u poredenju sa kontrol-
nom grupom. Prema tome, ni produZenje Zivota ofevog kalema u

grupi A, ne moZe se pripisati samo injiciranim krvnim stanica-

2
ma. Vjerojatno niti jednokratno kalemljenje Zenki koZnim kale-
mom nije u tom smislu odluéno, jer i samo jedan kalem kcji je

uSiven Zenkama u grupi A., takoder nije imao ulinka. Na temelju

19
ovih razmatranja moZe se pretpostaviti da se najvjerocjatnije .
radi o kombiniranom ulinku imunosti stvorene senzibilizacijom
Zenki koZnim kalemom, a zatim i snaZno potaknute trokratnim .
injiciranjem krvnih stanica. Ova imunost majke mogla se je oli-
tovati u preinaci reaktivnosti mladih prema ocevom kalemu. No,
ne smije se potpuno iskljuditi ni moguéi utjecaj trokratne

trudnoée Zenki, iz ove grupe, sa istim muZjakom. Naime, prije-
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laz fetalnih stanica u majku tokom trudnoé¢id i porodi moZe ima-
ti kumulativan ucinak i dedatno stimulirati produkciju protuti-
jela u organizmu majke, prema antigenima Sto ih je fetus nas-
lijedic od oca. VaZno je istaéi da pri tome obiéno ne dolazi do
izraZaja pojafana staniéna imunost majke na tkiva muZjaka, veé
StaviSe, na neki je nadin i smanjena reaktivnost majke prema tim
tkivima. Tako je poznato, iz pokusa na miSevima, da viSekratne
trudnodée mogu izmijeniti otpornost Zenki na presadene tumore,
koji su identicnog genetilkog sastava kao i tkiva muZjaka sa
kojim je Zenka dala potomstvo (Breyere i Barett 1960a). Stavile,
takve Zenke duZe nose i normalna tkiva (koZni kalem) muZjaka
(Breyere i Barett 1960b). Interesantno je da se, u oba slucaja,
prezivljavanje tumora, odnosno koZnog kalema, pcveéava kfoz 3
trudnodée, a nakon treée dostiZe maksimum. Zenke sa 4 ili viSe
trudnoéa reagiraju na razini reaktivnosti Zenki koje su imale

3 trudnoée. Za olitovanje ovog ulinka nije Cak niti potrebna
trudnoéa, ako se radi ¢ slabim razlikama u antigenima tkivne sr-
odnosti izmedu Zenke i muZjaka (napr. razlike na spolnom kromo-
zomu). Takve Zenke, ako se samo pare sa muZjakom, bcz naknadne
trudnoée, takoder pokazuju smanjenu reaktivnost prema njegovomn
koZnom kalemu (HaSek i sur. 1962; Prehn 1960), Sto se¢ moZepri-
pisati utjecaju same inseminacije. TeSko je vjerovati da su opi-
sani primjeri imunoloSke inercije posljedica staniéne imunosti,
jer bi ona u pravilu trebala dovestiAdo snazZnije reakcije odba-
civanja. S druge strane, pak, na ovaj naéin bi se moglo dodatno
osigurati "povoljan" sastav i odgovarajuéu razinu humoralnih
protutijela, Sto bi doprinosilo facilitacijskom uéinku ne samo
prema kalemu muZjaka presadenom na majku, veé¢ i na njenu mladun-

¢ad, kao $to je to u nasSim pokusima, posebno u grupi A2. U pri-
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log ovakvog miSljenja govore i rezultati Kaliss-a i Rubinstein-a
(1968), koji su utvrdili, u pokusima na miSevima, da se u krvi
multipara stvaraju hemaglutinini na antigene muZjaka, te da se

ova- protutijela prenose i u cirkulaciju mladih.

Cinjenica da mladundad senzibiliziranih majki nije pokaziva-
la promjenu reaktivnosti na istovremeno presadene majéine kale-
me, nije u proturjeéju sa iznesenom pretpéstavkom za oceve ka-
leme. Tolerancija prema majéinom tkivu mogla bi nastupiti samo
kao posljedica prolaza odgovarajuéeg broja majfinih imunokompe-
tentnih stanica u fetus, a viSekratne trudnoée vjerojatno, u tom
pogledu, ne doprinose znatnije. Uporedivanje SVO majcéinih kale-

ma u grupama A, A i A2 (Tablica V) pokazuje da stvarno i nema

bitnijih razlika.lDoduée, u grupi Al je najnize SVO, Sto bi pri-
je ukazivalo na slabiju imunost.

Normalna reaktivnost mladuncéadi prema majéinim kdlemima, uz
istovremeno produZenje Zivota oCevog kalema, vrlo je vaZan do-
kaz specifiénosti ovog ulinka. Naime, specificéna humoralna pro-
tutijela stvorena u organizmu majke snaZncm senzibilizacijom o-
¢evim tkivima i dodatno stimulirana jednokratnom ili viSekrat-
nim trudnoéama, mogla su prcé¢i u cirkulaciju fetusa i novoroden-
ceta, te djelovati facilitacijski na oCeve kaleme presadene mla-
dim. Da bismo to mogli i tvrditi neophodnc je sustavno pratiti
produkciju humoralnih protutijela i njihovu razinu u corganizmu
majke i njene - mladunéadi, Sto je odAaZnosti za objaSnjenje fa-
cilitacijskog udinka. U pokusima na visckosrodnim Stakorima (vi-
di 5.1.) to smo radili samo djelomidno, pa ¢ée u narednim pokusi-
ma, opisanim u poglavlju 5.4. , biti posvelena posebna paznja
analizi humoralnog odgovora senzibilizirane majke i prijenosu

protutijela iz njene cirkulacije u krvotok mladih.
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Pretpostavili smo da u ovim pokusima moZe doéi i do oSteée-
nja mladunéadi senzibiliziranih majki. No, iako Je senzibiliza-
cija majki, ofevim tkivima, bila vrlo snaZna, ipak je ulestalost
takvih incidenata bila neznatna. Samo je mladunéad iz jednog
legla grupe B uginula u razdoblju od 4 dana nakon poroda. Mladi
su bili slabije razvijeni, a koZa im je imala Zulkastu boju.
Kako nismo pratili ragzinu protutijela u njihovom serumu, kao ni
u serumu majke, to je tesko utvrditi mehanizam kojim se ovo oS-
teéenje ostvarilo. Osim toga,ne moZe se potpuno iskljuliti ni
moguée djelocvanje eventualno prenesenih majcinih stanica. Sto-
ga ¢e cvo opaZanje biti opSirnije diskutirano uz pokuse opisa-

ne u poglavlju 5.4., u kojima smo takoder imali sliéan nalaz.
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5.3. PRIJENOS STANICA IZ ORGANIZMA MAJKE U FETUS PREKO
PROPUSNIJE PLACENTE.

U pokusima na visokosrodnim Stakorima ( vidi 5.1. ) pripisa-
1i smo produZeyjma Zivota Lewisovih kalema, na mladuncadi Y-59 u
grupi SH, ucéinku Lewisovih splenocita prenesenih iz cirkulacije
pajke. Pretpostavili smo da su istovremeno u mladuncad prenese-
ne i majéine stanice, ali njihov ucinak nismo mogli utvrditi, jer
su one geneticki istorodne sa primaocem. Dvije wrste imunokompe-
: tentnih stanica ( majéine stanice i Lewisovi splenociti ),koje
' su se nasle u fetusima grupe SH, mogle su istovremeno djelovatii
: jedne protiv drugih, jer se medusobno razlikuju u antigenima tkiv-
- ne srodnosti. Opéenito se moZe reé¢i da su Lewisove stanice bile
- u nepovoljnijem polé¢Zaju, negoli majéine, jer se razlikuju i od
fetusa. Kompeticija izmedu zrelih prenesenih stanica, te otpor
fetusa naseljavanju Lewisovih splenocita, mogli su se odraziti
;na specifiénu reaktivnost mladuncadi u kasnijoj Zivotnoj dobi
u razlic¢itim vidovima i to tako da re:s’.tivnost bude preinacena
( tolerancija/bolest krZljanja ), ili da ostane nepromijenjena

( "normalna" ).

U pokusima kojisgpisuju u ovom dijelu radnje htjeli smo
jse prvo uvjeriti dé@i%ﬁgfgfhe stanice prelaze u fetus, kada gra-
Vvidne majke injiciramo hijaluronidazom. Osim toga, trebalo se or-
:5entirati i o tome, dd@i dolazi do kompeticije izmedu dviju vrs-
ta zrelih imunokompetentnih stamnica, koje se nadu u imunoloski
nezrelom fetusu, a medusobno se razlikuju u antigenima tkivne

Srodnosti. Krajnji ishod takve borbe mogli bismo i donekle pro-
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cijeniti pradenjem preZivljavanja koZnih kalema obaju davalaca,
presadenih na mladuncad. Tako bismo lakSe mogli razmatrati doga-
daje koji su se zbili u fetusu i pratiti sudbinu pojedine vrste
stanica. Konadno, mogls bi se 28X1Jjucivati . iome koje su sta-
nice povoljnije za fetuse. Da bismo se o svemu navedenome mogli
bolje orjentirati, bilo je neophodno raditi sa nesrodnim Stako-
rima. Time smo osigurali razlike, makar i nedefinirane, u anti-
genima tkivne srodnosti, izmedu prenesenih majéinih stanica i
fetusa. Da biemo mladima ponudili i drugu vrstu tudih stanica,
injicirali smo u gravidne Zenke Lewisove splenocite. Tako se ob-
je vrste stanica koje se prenose u fetus razlikuju medusobno,ali
i prema fetusu. No, ipak neki od mladih mogu biti 8licniji, a

- neki manje sliéni, Lewisovim splenocitima.

5.3.1. PLAN POKUS3A

Rezultati ovih pokusa prikazani su na 3 grupe Zivotinja.Kon-
trolna grupa L daje nam podatke o vremenu odbacivanja Lewisovih
" koZnih kalema presadenih na mlade &Stakore Y, stare 25-30 dana.

- Ovi mladi potjecu od netretiranih majki. 0d mladih smo uzimali

uzorke krvi 7, 11 i 21-og dana nakon kaleml jenja, da bismo odre-
Idili hemaglutinine protiv Lewisovih eritrocita. Grupa H daje nam
uvid u utjecaj hijaluronidaze na prezivljavanje roditeljskih ka-
lema na mladundad. Stakori nesrodne populacije ( Y ), buduéi ro-
1dite1jski partneri, stavljani su u rasplod. Pri kraju gravidite-
ta, 2-4 dana prije okota mladih, Zenke su i.v. injicirane sa 10-
=15 T.R. jedinica hijaluronidaze ( hyaluronidase - Wydase ).

Njihove mlade smo kalemili koZom roditelja, a uzimali smo i uzor-

ke krvi za hemaglutinsciju.
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U pokusnoj_grupi SHY stavljali smo u rasplod normalne Zenke
i muzjake populacije Y, stare oko 3 mjeseca. Kada su Zenke bile
gravidne injicirali smo im i.v. kroz tri dana, splenocite muZzja-
ka Lewis. Svaka gravidna Zenka dobila je 300 milijuna stanica.
Zadnji inokulum stanica ( treéi ) injicirali smo 1-3 dana prije
okota mladih, Sto je ovisilo o leglu. Ukupno je bilo 9 legala.
Istovremeno sa splenocitima Zenke smo injicirali i hijaluronida-
zom ( Hyaluronidase -Koch-ILight Iab.) u dozi od 3.000 I.U. Cet-
vrtog dana su sve Zenke joS i dodatno, i.p., injicirane sa 6.000
I.U. hijaluronidaze. Prema tome, svaka Zenka je ukupno dobila
15.000 I.U. hijaluronidaze. Kada. ie njihova mladuncéad bila sta-
ra 25-30 dane kalemili smo ih koZom majke i muZjaka Lewis. Na
dan uSivanja kalema, te 7, 11 i 21l-og dana nakon kalemljenja,
uzimali smo im uzorak krvi za odredivanje hemaglutinina. Tride-
set dana nakon uSivanja ovih kalema, veéinu mladih smo ponovno
kalemili, bilo koZom majke ili muZjaka Lewis. Ciji de kalem mla-
di ~onovno primiti odredivald smo prema vremenu prezivljavanja
prvih presadenih kalema. Majcéine koZne kaleme ponovno su dobili
oni mladi koji du i njen prvi kalem nosili znamo duZe od istovre-
meno presadenog Lewisovog kalema. Obrnuto, koZni kalem muZjaka
Lewis ponovno su primili oni mladi, koji su prvi Lewisov kalem
duZe nesili negoli istovremeno presadeni majéin. Dio mladuncadi,
koja je podjeflnako brzo odbacila oba kalema, ponovno je kalem-
ljen i1li majéinim ili Lewisovim kalemom. Tako je od 55 mladih
koji su prvi puta kalemljeni sa oba kalema, 44 ponovno primile
jedan od ovih kalema. Izgled ponovno presadenih kalema pratili

smo kroz 60 dana.
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5.3.2. ODBACIVANJE PRESADENIH KALEMA

Na slici 8 prikazana je dinamika odbacivanja Lewisovih kale-
ma u grupama L i1 SHY, majéinih kalema u grupama A, H i SHY, te
oCevih kalema u grupama A i H. Grupa A je veé prethcodno opisana
( vidi 5.2. ), a ovdje je dodatno prikazana radi usporedbe rezul-
tata pokusnih i odgovarajuéih kontrolnih grupa. Krivulja koja
prikazuje odbacivanje Lewisovih kalema u grupi SHY razlikuje se
od krivulje za kcntrclne Stakore u grupi L ( slika 8a ). Osmog.
dana je u grupi SHY odbadenoc 14 % kalema, dok je u kontrolnoj
grupi odbadeno &ak 63 %. Odbacivanje Lewisovih kalema je i u
kasnijem razdoblju znatno sporije, Sto se vidi i iz krivulje,
koja je pomaknuta u desno. JoS su izrazitije razlike izmedu kri-"
vulja koje prikazuju odbacivanja majéinih kalema ( slika 8b ).
Svi majéini kalemi presadeni na mlade u grupi A odbacuju se do
26-0g dana, osim majfinocg kalema na jednom mladuncetu, koji je
trajno prihvacéen. U grupi SHY se majéini kalemi do 10-og dana
odbacuju jedva neSto brZe negoli u grupi A, ali se zato odbaci-
vanje nakon 10-o0g dana:iiitgava ( prato krivulje ). U ovoj grupi
je 24 )k mladih trajno prihv.tilo majdine kaleme, Sto je znatno
viSe negoli u grupi A ( 2 % ). Najveéi broj mladih trajno prihva-
¢a majéine kaleme u grupi H ( 73 % ). I preostala mladundad iz
ove grupe, usporeno odbacuje majéine kaleme, znatno sporije ne-

go mladi iz drugih grupa.

Krivulje koje prikazuju odbacivanje ocCevih kalema u grupama
A i H ( slika 8c ), medusobno su vrlo slicéne. U grupi H je 8-og
dana odbaceno neSto manje kalema, a jedno mladunCe je oCev kalem

i trajno prihvatilo.
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Na Tablici VI prikazana je tolerancija mladih prema presa-
denim kalemima, SVO i znalajnost razlika. Iako u grupi SHY ne-
ma visoko tolerantnih na Lewisove kaleme, ipak je SVO duZe ne-
goli u kontrolnoj grupi L ( p / 0,05 ). Visoko tolerantni na
majéine kaleme pojavljuju se u vecem postotku u grupama H i
SHY. U grupi H je najmanji broj Stakora koji su netolerantni
na majdine kaleme, Sto se je odrazilo i na SVO ( 19 dana ),
koje je najduZe u ovoj grupi, te se znacajno razlikuje prema
grupama A i SHY ( p Z 0,01 ). Nema znalajne razlike u odbaci-
vanju oCevih kalema presasenih na mlade, Sto smc naglasili ved

i u opisu krivulja odbacivanja.

0d 44 mlada Stakora iz grupe SHY, koji su ponovno kaleml je-.
ni, 25 je primilo kalem majke, a 19 Lewisov kalem. Vremenski
raspon unutar kojeg su mladi odbacivali prvi Lewisov kalem,
kretao se u granicama od 8 do 28 dana (Tablica VII). Drugi Le-
wisov kalem presaden mladima koji su prvi kalem odbacili do 14-
og dana,(12 Stakora), odbacuje se 7-og dana. 04 preostalih 7 Zi-
votinja, koje su prvi kalem odbacile izmedu 18-o0g i 28-o0g dana,
samo je jedna odbacila drugi kalem 7-og dana, a preostale izme-
du 8-og i 10-og dana. Sedmog dana se odbacuju i svi majéini ka-
lemi presadeni na mlade koji su njen prvi kalem odbacili do 10-
og dana. Na prvi majfin kalem 13 mladih Stakora je bilo visoko
tolerantno. Svi su ponovno kalemljeni majéinom koZom, no kalem
na 1 Stakoru nije bio uspjeSan iz tehnickih razloga. Osam od
ovih 12 Stakora odbacilo je ponovljeni kalem izmedu 9-og i 19-
og dana, a preostala 4 Stakora ga trajno prihvadéaju. Prihvadeni
kalemi nisu znaCajnije mijenjali velilinu i opéi izgled. Obras-
1i su dlakama, koje su bile neSto rjede u odnosu na gustodéu dla-

ka na koZi primaoca. VaZno je istaé¢i da je svih 13 prvih kalema



TABLICA

VI

TOLERANCIJA I SVO KALEMA STAKORA LEWIS I RODITELJSKIH KALEMA PRESADEINIH NA MLADE STAKORE "Y"

GRUPA BROJ DAVALAC NETOLERANTNI TOLERANTNI VISOKO sVo
MIADIH  KALEMA TOLERANTNI X + SP ¥

L 5¢ Lewis "5 (83%) 9 (17%) 0 9yﬂi094

za kaleme Lewis :
SEyY 5% Lewis 38 (69%) 17 (31%) 0 11,440,6 SHY: 1.7 0,05
SHY 55 Ma jka 36 (65%) 6 (11%) 13 (24%) 11,1+0,9

za kaleme majke :
A 62 Ma jka 5 (72%) 16 (26%) 1 (2%) 11,3£0,5 H:A /0,01
A 61 Otac 51 (8/%) 10 (16%) 0 11,0+0,5 H : SHY 0,01
H 22 Ma jka 1 ( 2%) 5 (23%) 16 (73%) 19,0+3,0
H 21 Ctac 18 (86%) 2 ( 9%) 1 ( 5%) 9,9+0,4

X

= standardna pogreska aritmetifke sredine



DANI ODBACIVANJA PRVOG I DRUGOG KALEMA MAJKE I KALEMA STAKORA LEWIS PRESADENIH MLADIM U GRUPI SHY

TABLICA

Vil

BROJ KALEMI MAJKT®E® . BROJ KALSTMTI LBV IS
STAKORA I KALEM II KALEM STAKORA I EKALEM II KALEM
(dani) (dani) (dani) (dani)
3 8 3 8 7
4 9 A 9 7
4 10 7 2 10 T
2 27 8,9 1 17 V4
12 visoko 3x 9 1 13 7
tolerantni 12, 1¢, 16, x| 14 7
18, 19 2 16 9,10
A X visoko 2 18 Tyl
tolerantni A 20 8
1 26 9
1 28 8
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na ovoj mladundadi i dalje bilo u vrlo dobrom stanju, iako je 8

Stakora odbacilo ponovljene kaleme.
5.3.3. DISKUSIJA

Kako smo u grupi SH, u pokusima na visokosrodnim Stakorima
(5.1.) utvrdili da preko placente prolaze Lewisovi splenociti,
trebalo se je uvjeriti, u ovim pokusima, da 1li se to isto moZe
postidéi i sa majlinim stanicama. Znatan broj visoko tolerantnih
Stakora (73%) i izrazito produZenje SVO (19 dana) u grupi H, uka-
zuju da je hijaluronidaza isto tako efikasna i u prijenosu majéi-
nih stanica u mlade, Sto smo velé u prijasnjoj diskusiji i pret-
postavljali. U prilog ovog rezultata govore i pokusi Nathan-a i
sur. (1960). Oni su injicirali gravidne Zenke kunida sa 15-45
T.R. jedinica hijaluronidaze i dobili produZenje Zivota majéinih
kalema presadenih na mlade. Najarian i Dixon (1963) su takoder in-
jicirali gravidne Zenke kuniéa s hijaluronidazom i drugim enzi-
mima, za koje se pretpostavlja da poveéavaju propusnost placente
za Stanice. Dobili su produZenje Zivota majéinih kalema na mla-
dim, ali i toleranciju majke prema koZnim kalemima njene mladun-
¢adi. Ovu uzajamnu toleranciju tumale obostranom i znatnom raz-
mjenom stanica izmedu majke i mladih. Propusnost placente za maj-
¢ine stanice i tolerancija na majdine kaleme, moZe se dobiti i
ozralivanjem gravidnih Zenki, pri kraju trudnoée, sa X-zrakama
(KeCkeS i Allegretti 1963). MatoS$ié i sur. (1967) su utvrdili da
musSka mladuntad, majki ozralenih za vrijeme trudnoée, posjeduje
1-2 mjeseca nakon okota i do 35% majéinih stanica u koStanoj sr-
Zi. Obzirom na nalaz visoko tolerantnih Stakora u naSoj grupi H,

vjerojatno je da su i u njihovoj koStanoj srzi i limfatickom apa-
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ratu prisutne majéine stanice (kimerizam). Da je ovaj ulinak
prenesenih majéinih stanica strogo specifiCan, u smislu toleran-
cije, dokazuje normalno vrijeme odbacivanja oCevih kalema, koji

su istovremeno presadeni na ovu mladuncéad.

Hijaluronidaza je injicirana i u gravidne Zenke iz grupe
SHY., I u toj grupi nalazimo Stakore koji su visoko tolerantni na
majéin kalem, iako u skromnijem broju (24%), negoli u grupi H.
Interssantno je da SVO u grupi SHY nije produZeno, kada se uspo-
redi sa SVO u kontrolnoj grupi A. Vel je iz krivulje koja prika-
zuje odbacivanje majdinih kalema u grupi SHY (slika 8b) bilo
vidljivo da mladundéad reagira na majcine kaleme po principu “sve
ili niSta", tj. ili ih brzo odbacuje (65%) ili ih trajno prihva-
¢a (24%). Prijelaz izmedu ovih krajnosti &ini svega 6 Stakora
(11%), ali kako i oni vrlo dugo nose majline kaleme, bliZe su
visoko tolerantnim negoli netolerantnim. TeSko je direktno uspo-
redivati preZivljavanje majCinih kalema presadenih na mladuncéad
iz grupa H i SHY, jer medu njima postoje dvije razlike: 1) inji-
cirane su razlidéitim vrstama i razliéitim dozama hijaluronidaze,
i 2) gravidne Zenke u grupi SHY istovremeno su injicirane i Le-
wisovim splenocitima. S obzirom na diskusiju rezultata u grupi
SH (5.1.), mora se pretpostaviti da je interakcija dviju vrsta
stanica, koje su prenesene u fetuse, mogla imati odraza i na pre-
Zivljavanje majéinih kalema presadenih na mlade. Stoga se u dalj-

njoj diskusiji treba opSirnije osvrnuti upravo na ovu moguénost.

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

tiCki Cistim sojevima Stakora (5.1.). Medutim, u grupi SHY se i
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majéine stanice geneticki razlikuju od fetusa, jer smo radili na
heterozigotnim Stakorima. Obje vrste stanica, koje su prenesene u
fetuse, mogu djelovati protiv njih. MoZe se pretpostaviti i neka
reaktivnost fetusa prema tudim stanicama. No, ona je sigurno znat-
ho slabija, jer je mladuncad u perinatalnom razdoblju Zivota, u
mnogih Zivotinjskih vrsta, imunoloSki nezrela. I u $takora proces
imunoloSkog dozrijevanja zavrSava tek neko vrijeme po rodenju.

Ako fetalne imunckompetentne stanice dozrijevaju u kontaktu sa
tudim-unesenim stanicama, mogu postati tolerantne na njihove anti-
gene (Barnes i sur. 1958; Lengerova 1959), Sto ¢e se u kasnijoj Zi-
votnoj dobi manifestirati i tolerancijom na sva tkiva koja su ge-
neticki identicéna sa tim stanicama. Medutim, tokom dozrijevanja
imunokompetentnih stanica mladunceta tude stanice mogu biti i eli-
minirane, pa necée ostaviti nikakvog traga na imunoloSku reaktiv-
nost mladik, u kasnijem Zivotnom razdoblju. Ako je, medutim, doSlc
do prevage tudih stanica, tada organizam mladunceta moZe biti i
teSko oSteéen, pa moZe i podleéi (bolest krZljanja). Veé smo nag-
lasili da se 1 obje vrste prencsenih stanica medusobno geneticdki
razlikuju, a to moZe dovesti do konkurencije i direktne borbe me-
du njima. Na taj nac¢in bi se mogao umanjiti udéinak svake od ovih

stanica, u smislu iznesene diskusije.

Konaéni rezultat ove borbe izmedu fetusa i tudih stanica, te
stanica medusobno, ocjenjivali smo na temelju preZivljavanja koz-
nih kalema presadenih na mladuncéad. Iz tih rezultata vidljivo je
da neka mladundad grupe SHY trajno prihvadéa koZne kaleme majke
(visoko tolerantni), dok nijedno mladunde nije trajno prihvatilc
- Lewisov kalem. I pored toga, znacajno je produZeno vrijeme preZiv-
ljavanja Lewisovih kalema na mladunadi ove grupe, kada ga uspore-

dimo sa kontrolnim Stakorima iz grupe L ( p / 0,05 ). Na temelju
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ovih rezultata mogli bismo zakljuciti da mladuncad ove grupe du-

Ze nosi oba kalema (majdin i Lewisov). Kako se radi o ulinku prene-
senih stanica, to bi moglo znaditi da su se u mladim uspjele odr-
Zati obje vrste stanica (kimerizam), Sto se ofituje u nekom stup-
nju tolerancije na koZne kaleme. Medutim, u to se moZe opravdano
sumnjati na temelju rezultata pokusa na ozrafenim Zivotinjama.

Stoga éemc neke najvaZnije ukratko i iznijeti.

Peznato je da Zivotinja koja je izloZena radioaktivnom zrace-
nju pokazuje izrazitu atrofiju limfatickog aparata i smanjenje i-
munolosSke reaktivnosti (Clemendson i Nelson 1960; HaSek i Lengero-
va 1960). U tome je bar donekle slidna imunoloSkom statusu fetusa-
novorodendeta. Zivotinje oczradene letalnom dozom radioaktivnih zra-
ka ugibaju zbog oStedenja hematopoeze, pa im se u svrhu lijeéenja
presadivalo koStanu srZ. Kako je bitno oslabljen imunoloski poten-
cijal ozrafenog organizma, a medu stanicama alogene kosStane srii
ima i imunokompetentnih, to su mnoge Zivotinje ugibale od sekun-
darne bolesti (Vos i sur. 1959; VanBekkum i sur. 1959; Jutila i
Weiser 1962). Sekundarna bolest se moZe izbjedéi ako se Zivotinji
injicira autologna ili singena koStana srZz, Sto je u geneticki nes-
rodnoj populaciji gotove nemoguée osigurati. Prema tome, trebalo
je pronaéi metodu izbora najpovoljnijeg davaoca, unutar populaci-
je, 8to bi imalo veliku vrijednosf i u klinicékoj medicini. Pret-
postavilo se da bi, u tom smislu, bilo najefikasnije injicirati .
mjesSavinu stanica koStane srZzi od vise davalaca heterozigotne po-
pulacije. Tako bi se moZda najbolje moglo "pokriti™ Siroki spektar
antigenih razlika u tkivnoj srodnosti i omoguéiti da u mjeSavini
budu i stanice koje su vrlo sliéne primaocu. Lengerova (1960) je
postigla najbolji rezultat kada je injicirala mjeSavinu stanica od

40 davalaca. Medutim, injicirala je fetalne hematopoetske stanice/
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8to ogranidava primjenu ovog nalaza. Vlahovié i sur. (1964) su
pokuSali zaStititi letalno ozralene miSeve, geneticki nesrodne
populacije, mjeSavinom stanica koStane srZi od viSe odraslih da-
valaca. MjeSavina pripremljena od 30-60 davalaca imala je identi-
¢an ulinak kao injiciranje autologne koStane srZi. Efikasncst je
bila mnogo manja ako su injicirali stanice srZzi samo jednog davao-
ca ili grupe od 15 davalaca. Interesantno je da je bila manja i
efikasnost mjeSavine uzete od 120 davalaca, bez obzira na broj
injiciranih stanica. Ovaj rezultat Vlahovié i sur. (idem) objasS-
njavaju prisustvom stanica viSe davalaca koji su kompatibilni s
primaoccima, ali ne moraju istovremeno biti kompatibilni medusobno.
Prema tome, i oni sugeriraju da medu sbanicama davalaca moZe doci
do direktnog obraluna, Sto moZe oslabiti efikasnost stanica koje
su najpovoljnije za primaoca. Proces cdabiranja stanica, koje su
injicirane u ozralenu Zivotinju, obicno zavrSava trajnim prihva-
¢anjem samo jedne stanidne populacije (Mathé i sur. 1964; 1965;
Uphoff i sur. 1965). Uphoff i sur. (1965) smatraju da sc proces
odabiranja odvija relativno dugo, kroz 3 mjeseca. Nakié i sur.
(1967) su citoloSkom analizom, u miSeva, zakljufili da se proces
odabiranja zavrSava u kradéem razdoblju, tj. obino unutar 2 tjed-
na nakon injiciranja, a tada je gotovo iskljuéivo zastupljena

samo jedna populacija stanica.

I za objaSnjenje nasSih rezultata u grupi SHY vaZno je sazna-
nje, iz citiranih pokusa, da samo jedna vrsta injiciranih stani-
ca moze povlaSteno preZivjeti u domadéinu. MoZemo pretpostaviti da
se na analogan nacfin zbiva i odabiranje u naSim pokusima; jer je
pokusni model, s obzirom na imunoloSku nezrelost mladuneta, do-
nekle slican ozraclenoj Zivotinji. Kako smo radili na geneticki

nesrodnoj populaciji Stakora, neophodno je proces odabiranja
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analizirati individualno, u svakoj Zivotinji posebno, jer varija-
cije u broju prenesenih stanica i genetiCkim odnosima, mogu biti
velike. Analizom individualnih rezultate utvrdili smo da sve Sta-
kore grupe SHY moZemo podijeliti u 3 podgrupe (Tablica VIII). U
podgrupu 1. pripadaju Stakori koji brzo odbacuju oba presadena ka-
lema (netolerantni). Stakore koji brzo odbacuju majéin kalem (ne-
tolerantni), ali duZe nose Lewisov kalem (tolerantni), svrstali
smo u podgrupu 2. U podgrupi 3. nalaze se Stakori koji dugo nose
majéin kalem (tolerantni i visoko tolerantni), a brzo odbacuju Le-
wisov kalem (netolerantni). VaZno je istaknuti da nema nijednog
Stakora koji duZe nosi oba kalema, tj. nijedan ne pripada medu to-
lerantne na oba istovremeno presadena kalema. Iz rezultata prika-
zanih na Tablici VIII, a uzimajuéi u obzir dosadaSnju diskusiju,
moze se zakljuliti da se i u mladunCadi grupe SHY vrSi odabiranje
izmedu majc¢inih i Lewisovih stanica. Obje vrste prenesenih stani-
ca mogu biti eliminirane i tako se moZe “normalizirati® reaktiv-
nost mladunc¢eta na presadene kaleme (podgrupa 1.). No, moZe se
pretpostaviti da ¢e prevladavanje jedne vrste stanica, kojc nasele
limfaticki aparat mladog (kimerizam), onemoguéiti drugu vrstu sta-
nica da se odrZi u mladom. Upravo smo te i dobili u podgrupama 2.
i 3. U podgrupi 3. mladi vrlo dugo nose majéin kalem (SV0=25,5 da-
na), a 13 mladih ga i trajno prihvada (viscko toleranitni). Sliéno
je 1 u podgrupi 2., samo je u njoj izrazito produZenc vrijeme pre-
zivljavanja Lewisovih kalema. U ovoj podgrupi nijedno mladuncée ni-
je trajno prihvatilo Lewisov kalem, Sto vjerojatno znaci da su Le-

wisove stanice naknadno eliminirane.

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

nice, opéenito uzevsi, ipak poveljnije za mladuncad, nego Lewisove.



TABLICA VIII

GRUPIRANJE MLADIH IZ GRUPE SHY PREMA TOLERANCIJI NA KALEM MAJKE I LENISOV KALEM

GRUPA BROJ KALEM MAJKE LENISOV KALEM
MTLADIH | &
1 X
SHY 55 11,1 + 0,9( 3) 11,7 + 0,6
FODGRUPE za kaleme Lewis:
Bat 1. / 0,001 2. 5 3. / ©,00L
1, 20 8,7 + 0,2 8,7 + 0,2 za kaleme majke:
3« ¢+ 1. / 0,001 3« 3 2. 7 9,001
£ e 2,7 £ 0,2 a3 & 257 Lewis 2. : Majka 2. / 0,001
3. 19 25,5 * 1,1(13) 9,2 + 0,2 Majka 3. : Lewis 3. / 0,001
1. = netolerantni na oba kalema
2. = netolerantni na kalem majke, tolerantni na Lewisov kalem
3. = tolerantni na kalem majke, netolerantni na Lewisov kalem
X = broj visoko tolerantnih
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Geneticki odnosi izmedu davalaca i primaocca vjerojatno znatno ut-
jedu na proces odabiranja i eliminaciju stanica koje su primaoccu
“"dalje" (Mathé i sur. 1964; Uphoff i sur. 1965). I indukcija tole-
rancije takoder ovisi o genetilkim odnosima, pa ¢e biti to uspjesS-
nija Sto su manje razlike u antigenima tkivne srodnosti izmedu do-
maéina i stanica. MeZemo pretpostaviti da su, u tom pogledu, maj-
¢ine stanice slicénije myladim negoli Lewisove, jer su mladi dio an-
.tigene grade naslijedili od majke. No, u razmatranju rezultata
tolerancije na presadene kaleme treba voditi racuna i o kompetici-
ji izmedu prenesenih stanica, Sto takoder utjee na konaan ishod
(Kondié-Mitin 1970). Kompeticija medu prenesenim stanicama mogla
je znatnije oslabiti njihovu uspjeSnost u borbi protiv mladunceta.
MoZda je upravo kompeticija izmedu Lewisovih i majinih stanica
utjecala na mnoge manju ulestalost visoko tolerantnih na majéine
kaleme u grupi SHY (24%), kada je usporedimo sa grupom H (73%).

Tc doduSe ne mozZemo kategoricki tvrditi, jer su gravidne Zenke iz
ovih grupa injicirane razlidéitim vrstama hijaluronidaze i razlici-
tim dozama, Sto je veé i spomenuto. Da se i u novorodenih Zivoti-
nja mogu odvijati ovakvi procesi, slicéno kao u ozracenih i injici-
ranih, pokazali su Billingham i Brent (1956b) u neSto drugalijem
eksperimentalnom modelu. Opazili su da je bolest krzljanja vrlo u-
destala i snaZna u miSeva sojd A, koje su injicirali splenocitima
057. Uspjeli su smanjiti ucéestalost bolesti i oslabiti njen inten-
zitet, kada su novookolene miSeve soja A injicirali mjeSavinom

splenocita sojeva CBA i C__,. Pretpostavljaju da su primaocu gene-

o7
ticki bliZi splenociti CBA jacCe reagirali protiv stanica drugog

davaoca (C_.) nego protiv primaoca, te odbacili "dalje" splenocite

57
i tako ublaZili oStecenje primaoca. MoZe se misliti da su sliéno

djelovale i maj¢ine stanice u nasSoj podgrupi 3., a kako su djelo-
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miéno slic¢ne mladuncetu mogle su. se u njemu lakSe odrZati, Sto

se oCituje trajnim prihvadanjem majéinih kalema u neke mladuncadi.
S druge strane Lewisovi splenociti su u podgrupi 2. uspjeli eli-
minirati majéine stanice, ali kako se znatnije razlikuju prema fe-
tusu nisu se mogli trajno odrZati. Stoga u ovoj grupi nije ni bilo
visoko tolerantnih na Lewisove kaleme. MoZda bi Lewisovi spleno-
citi bili i joS manje uspjeSni da nisu neko vrijeme proboravili u
cirkulaciji majke, prije nego su presli u fetuse. Tako su se mog-
1i imunizirati na antigene majcéinih stanica, sa kojim su se susre-
tali na svakom koraku, pa im je i reaktivnost prema majcinim sta-
nicama, u fetusu, bila pojacana. Poznato je, iz pokusa na radija-
cijskim kimerama, da preimunizacija inferiornog davaoca, protiv
antigena dominantnog davaoca, moZe utjecati na proces odabiranja,
tako da u ozracenoj Zivotinji prevladaju stanice koje su inacée in-

feriorne (Volf 1970).

U diskusiji rezultata u grupi SHY mogu nam pomoéi i rezultati
preZivljavanja ponovno presadenih kalema (Tablica VII). Klasiénu
reakciju ponovljenog kalema (second-set) vidimo samo u one mladun-
Gadi koja relativno brzo (unutar 14 dana) odbacuje bilo majéin ili
Lewisov kalem. Ta je mladunCad odbacila ponovljeni kalem T7-og da-
na. U pokusima sa odraslim Stakorima, iz naSe geneticki nesrodne
populacije, utvrdeno je da se ponovlijeni kalemi odbacuju 7-og da-
na nakon presadivanja (Vlahovié i Sabol 1968). Veé smo u prethod-
noj diskusiji pretpostavili da je trajno prihvadanje prvih majéi-
nih kalema rezultat. kimerizma, koji je uspostavljen u mladima.
Kada je kimerizam potpun, tj. limfaticki aparat mladih sastavljen
od vlastitih stanica i stanica davaoca - koje su u dinamickoj rav-
note?i, tada ¢ée mladi prihvatiti ne samo prvi, veé i svaki naknad-

ni kalem od istog davaoca (WNoodruff 1960). Cetiri mlada su ponov-
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ljeni majéin kalem prihvatila trajno, pa je to znak da je u njih
kimerizam stabilan, za razliku od preostalih 8 Stakora koji su
ponovni kalem odbacili, iako ne reakcijom ponovljenog kalema
(Tablica VII). Cetiri Stakora keji su trajno prihvatili i drugi
majéin kalem, ponovno smo - po treé¢i put, kalemili njenom koZoms.
I treéi kalem je bio normalno prihvacen, kroz razdoblje od 40
dana, koliko smo noSenje kalema promatrali. To je dokaz da je u
ove mladuncéadi kimerizam doista stabilan i trajan. MoZe se pret-
postaviti da je ponovljeni kalem u preostalih 8 Stakora “pobudio”
imunokompetentne stanice domaéina, koje su postale aktivnije, pa
odbacile preostale majéine stanice. Time je i ukinut kimerizam,

pa je ponovljeni kalem mogao biti odbacen.

Trajno prihvatanje prvog kalema u sve mladunéadi, iako je
8 od 12 ponovljenih kalema odbadeno, moglo bi se objasniti feno-
menom adaptacije kalema. Ovaj fenomen su detaljnije opisali ve-
ber i sur. (1954) u pokusima na piliéima, te Woodruff i Simpson
(1955) na Stakorima. Inducirali su u Zivotinjama visoku, ali ne i
potpunu, toleranciju na alogeno tkivo. Opazili su da prvi kalem
na tim Zivotinjama moZe biti trajnc prihvaden, iako je odbacen
drugi kalem od istog davaoca. Antigenost adaptiranog kalema osta-
je nepromijenjena, Sto se moZe dokazati njegovim prijenosom na
normalnu zivotinju, koja ga odbacuje na uobifajeni nalin (Biliin-
'gham i sur. 1956a). Pas u kojem alogeni bubreg normalno funkcioni-
ra moze odbaciti, na uobicdajeni nacdin, koZni kalem od istog dava-
oca (Murray i sur. 1962). Drugi bubreg, od istog davacca, ovakve
Zivotinje odbacuju veé nakon 48 sati (Murray i sur. 1964), Sto je
dokaz da je domalin specifidno senzibiliziran. Opéenito se moZe
iznijeti slijedeéa tvrdnja: Sto se kalem duZe nosi, to mu je vela

Sansa da bude trajno prihvaden.
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Slika 9 prikazuje dinamiku prcdukcije hemaglutinina u ovim
grupama. Dodatno je prikazana i grupa A, radi usporedbe produkcije
hemaglutinina na majéin kalem, sa grupama H i SHY, te na oCev ka-
lem sa grupom H. Razina hemaglutinina protiv eritrocita majke; u
grupama H i SHY, viSestruko je niZa u serumima S5 i 83, negoli u
kontrolnih Stakora grupe A. Dinamika produkcije hemaglutinina pro-
tiv Lewisovih eritrocita u grupi SHY vrlo je slicéna kcntrolnoj
grupi L, u prvoj fazi nakon kalemljenja. Razlika prema kontroli pc-o
kazuje se u serumu izvadenom 21l-og dana (S3), jer je u njemu razi-
na hemaglutinina niZa. Sama dinamika produkcije hemaglutinina u
kontrolnim grupama (A i L), kac i redoslijed produkcije 195 i 7S
hemaglutinina, pokazuje dosta slicnosti sa diskutiranim opaZanjima
iz pckusa na genetidki &istim sojevima (vidi 5.1.). U objadSnjenju
supresije humoralnog odgovora prema eritrocitima. majke, koju smo
opazili u grupama H i SHY, moZe nam pomoéi veé opisana znatna u-
¢estalost visoko tolerantnih Stakora na majéine kaleme, upravo u
ovim grupama. Kako je tolerancija posljedica centralnog zatajiva-
nja mehanizma imunosnog odgovora, tj. zatajivanja reaktivnosti
prema specifiénom antigenu na razini imunokompetentne stanice
(Smith 1961; HaSek i sur. 1961), to je i razumljivo Sto je oslab-
ljena i humoralna reaktivnost, a ne samo stanicna, u Zivotinja iz
ovih grupa. 04 interesa je iznijeti da su neka mladuncad iz grupe
SHY, koja su visoko tolerantna na prvi majcéin kalem, imala u se-
rumu hemaglutinine, iako u niskoj koncentraciji. Ovi su mladi od-
bacili ponovljeni kalem. Precstala visoko tolerantna mladuncéad
nije imala u serumu hemaglutinina, a neka od njih su takoder odba-

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

" U dosad opisanim eksperimentima utvrdili smo neke promjene u
reaktivnosti mladuncadi senzibiliziranih majki, pa ih moZemo i ov-
dje istaknuti, u obliku 2 zakljufka: 1) SnaZnom senzibilizacijom
majke alogenim tkivom produZuje se Zivot istog tkiva presadenog
na njene mlade. Ovaj ufinak je specifican, a opazili smo ga u po-
kusima na genetidki srodnim, kao i nesrodnim Stakorima. 2) Hijalu-
ronidaza, koju smo injicirali u gravidne Zenke, poveéava propus-
nost placente za stanice i tako omoguéuje njihov prijenos u fetu-
se. Frijenos stanica nije ograniden samo na majéine, veé se¢ na is-
ti nac¢in mogu prenijeti i tude stanice, kada se injiciraju u gra-

vidnu Zenku.

ProduZenje Zivota kalema, navedeno pod todkom 1, tumacili smo
uc¢inkom humoralnih protutijela prenesenih iz organizma majke. Za
sigurni je tumacdenje mehanizma kojim se ovaj uéinak ostvaruje neop-
hodno je sustavno pratiti dinamiku produkcije protutijela u orga-
nizmu senzibilizirane majke, kao i obim prijenosa majc¢inih protu-
tijela u cirkulacijski sustav mladih. U pokusima na genetidki nes-
rodnim Stakorima (vidi 5.2.) nismo uopée pratili humoralnu reak-
tivnost, a u pokusima na genetilki Cistim sojevima samo djelcmic-
no (5.1.). Veé¢ smo u Opéem dijelu naglasili da se nakon senzibili-
zacije alogenim tkivom u organizmu primaocca stvaraju razlicite vrs-
te humoralnih protutijela, kao 35to su hemaglutinini (Gorer i Mi-
kulska 1954), leukoaglutinini (Amos 1953), hemolizini (Gorer i 0O°
Gorman 1956) i citotoksini (Terasaki i sur. 1961). Intenzitet hu-

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

lovanje protutijela u tom smislu.

U dosad opisanim pokusima odvojeno smo pratili utjecaj imuno-
kompetentnih stanica, od utjecaja humoralnih protutijela, prenese-
nih iz organizma majke u mladunéad. No, kada Zivotinju senzibili-
ziramo alogenim tKivom, tada se u njenom organizmu razvija dvos-
truka reakcija, koja se ofituje i staninom i humoralnom imunos-
¢u. JoS smo u Opéem dijelu (vidi 2.1.2.1. i 2.1.2.2.) isticali
da su to nedjeljive komponente tkivne imunosti, a rezultati poku-
sa na geneticki Eistim sojevima (5.1.) su pokazali da oba tipa o-
ve imunosne reakcije mogu imati odraza na imunoloSku reaktivnost
mladih. Stoga smo u pokusima, koji se dalje iznose, radili na ge-
netiCki nesrodnoj populaciji Stakora ("Y"), Sto nam je omoguéilo
da na svakom mladuncé¢etu promatramo utjecaj ne samo humoralnih
protutijela, prenesenih iz organizma majke, veé i njenih stanica.
Na temelju dosadaSnjih rezultata mogli smo pretpostaviti da e
se istovremeni prijenos obiju vrsta imunosti odraziti, u nekom
obliku, na imunoloSku reaktivnost mladih. No, moZe se misliti i
na mogutnost interakcije ovih protutijela, kada se nadu u fetusu,
bilo u smislu sinergizma ili antagonizma, pa je i o tome treba-

lo voditi racuna.
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5.4.1. POKUSNE GRUPE

Osnovnu pokusnu grupu ¢ini grupa BH, koja je, po postupku, sen-
zibilizacije, identiéna sa prethodno opisanom grupom B (5.2.). Nor-
malne Zenke, stare oko 3 mjeseca, trokratno su kalemljene koZom
muZ jaka, a zatim stavljane u rasplod. Pri kraju graviditeta, 4-5
dana prije okota mladih, Zenke su intravenski injicirane sa 15 T.R.
jedinica hijaluronidaze. Zenkama smo tokom graviditeta 3 puta uzi-
mali uzorak krvi za odredivanje titra hemaglutinina na eritrocite
muZ jaka. Uzorak krvi smo im uzimali i 2 puta nakon okota mladih.

Iz ukupno 4 legla zZrtvovali smo po 2-3 mlada Stakora, stara 2 dana,
da bismo dobili uzorke krvi za hemaglutinaciju. PomijeSali smo u-
zorke krvi koji su uzeti od mladih iz istog legla. Isti dan smo va-
dili i uzorak krvi iz repne vene njihovih majki. Kada je mladunéad
dosegla dob od 25-30 dana, kalemili smo ih koZom obaju roditel ja.
Neposredno prije kalemljenja (O-dan), te 5, 11 i 21 dan nakon ka-
lemljenja, mladim Stakorima smo vadili uzorak krvi za aglutinacije

sa eritrocitima obaju roditel ja.

Osim opisane grupe BH u pokusnim rezultatima smo prikazali i
mladunc¢ad iz pokusne grupe B i dviju kontrolnih grupa, koje smo
veé opisali u prijaSnjim pokusima (5.2. i 5.3.). Kontrolna grupa A
(5.2.) daje nam podatke o odbacivanju roditeljskih kalema presade-
nih na mladuncéad netretiranih majki. Druga je kontrolna grupa H
(5.3.), a ona nam daje uvid u utjecaj hijaluronidaze na preZivlja-
vanje roditeljskih kalema. U pokusnoj grupi B (5.2.) majke su trok-
ratno kaleml jene koZom muZjaka, kao i u grupi BH, ali nisu injici-
rane hijaluronidazom, pa ova grupa sluZi za pradenje utjecaja ka-

leml jenja samog.
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5.4.2. ODBACIVANJE RODITELJSKIH KALEMA

Na slici 10 prikazano je odbacivanje roditeljskih kalema, ko-
ji" su presadeni na mlade. Kako su krivulje za grupe A, Hi B vel
prethodno diskutirane, to ¢emo viSe paZnje posvetitil grupi BH.
Krivulja odbacivanja oCevih kalema u grupi BH (slika 10a) znatno
se razlikuje od krivulja za obje kontrolne grupe (A i H). Odbaci-
vanje oCevih kalema je sporije, a zavrSava 21-og dana. No, tada
je cdbaleno samo 81% kalema, dok je preostalih 194 trajno prihva-
¢eno. Ova krivulja je vrlo sliéna krivulji za odeve kaleme u gru-
pi B

Na slici 10b prikazano je odbacivanje majéinih kalema. Ove
krivulje se medusobno jos viSe razlikuju, negoli krivulje za oCe-
ve kaleme. Krivulja odbacivanja majéinih kalema u grupi BH smjesS-
tena je izmedu krivulje za grupu H i krivuljld za grupe A i B, ko-
je su medusobno vrlo sliéne. Odbacivanje u grupi BH u pocetku je
snazno izraZeno (dc 10-og dana), a zatim sporo napreduje do 17-
og dana. Do tog dana je odbaleno 66% presadenih kalema, dok je
preostalih 34% trajno prihvadeno. Odbacivanje je najsporije u gru-
pi H, a krivulja koja ga prikazuje je izrazito poloZena. U ovo]
grupi je &ak T73% kalema trajno prihvadeno.

Obzirom na prije predloZene kriterije tolerancije prema rodi-
teljskim kalemima (4.3.) i mladundad ovih grupa podijelili smo u
3 skupine: netolerantne, tolerantne i visoko tolerantne (Tablice
IX i X). Na Tablicama su takoder prikazana srednja vremena odba-

civanja (SV0), kac i znadajnost razlika.

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

kuju od kontrolnih grupa. U ovim grupama je dvostruko niza ules-
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TABLICA IX
UCESTALOST TOLERANCIJ® I SVO MLADIH STAKORA "Y" NA KOYNI KALEM OCA

GRUPA  TRETMAN BROJ  NETOLERANTNI TOLERANTNI VISOKO VO
MAJKT  MLADIH TOLERANTNI X + SP L
A 0 61 51 (8/%) 10 (16%) 0 11,0 + 0,5 BH : A /0,01
BH : H/ 0,01
B : A /o0,01
H hijaluronid. 21 18 (86%) 2 ( 9%) 1 (5% 9,9 + 0,4 B :H/O0,01
B 3 x kalem 27 8 (30%) 12 (22%) 7 (26%) 15,5 + 0,9 B(otac) :B(majka)/ 0,01
BH 3 x kalem + 32 13 (71%) 13 (20%) 6 (19%) 12,0 + 0,8 BH(otac) : BH(majka)/ 0,01

hijaluronid.

X

= standardna pogreSka aritmetidke sredine
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talost netolerantnih, a znatno viSa tolerantnih, nego u kontrol-
nim. Osim toga, u grupama B i BH pojavljuje se veli broj Stakora
koji su visoko tolerantni né oBev kalem (26%, odnosno 19%). To sve
govori o tendenciji k produZenju Zivota oCevih kalema presadenih
na mlade iz ovih grupa. To potvrduju i rezultati SVO, koje je zna-
tno produZeno, iako za izrafunavanje SVO nismo uzimali u obzir vi-
soko tolerantne Stakore, a oni se upravo u ovim grupama nalaze u
veéem broju. Razlike u vremenima odbacivanja izmedu ovih grupa i

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

Na Tablici X izneseni su rezultati tolerancije na majcine ka-
leme. Zastupljenost mladih, cobzirom na stupan] tolerancije prema
majdinom kalemu, slidna je za grupe A i B. Za ove grupe je karak-
teristidan visoki postotak netolerantnih Stakora, a skoro potpu-
no odsustve visoko tolerantnih. Visocko tolerantne na majéine ka-
leme nalazimo u grupama H i BH, u kojima su gravidne Zenke inji-
cirane hijaluronidazom. U grupi H je 8ak 73% Stakora viscko tole-
rantnih na kalem majke, a svega 4% (1 Stakor) pripada medu neto-
lerantne. U grupi BH je neSto drugaliji raspored Stakora prema
stupnju tolerancije na majdine kaleme. U ovoj grupi 56% mladih
pripada medu netolerantne, ali su ipak i visocko tolerantni znatno
zastupljeni(34%). SVO majinih kalema u grupi H iznosi 19 dana,
§to je izrazito produZenje u usporedbi sa ostalim grupama ( p [
0,01 ). Cvaj rezultat se joS jale istide kada znamo da je u ovoj
grupi ¢éak 16 Zivotinja, od ukupno 22, visoko tolerantnih na maj-
¢in kalem. Majéini kalemi u ovoj grupi prezivljavaju znacajno du-
Ze i kada se usporede sa clevim kalemima ( p Z 0,01 ). SVO maj-
¢inih kalema u grupama A, B i BH, vrlo su sli¢na, pa medu njima -

nema znadajnijih razlika. Interesantno je istaknuti da su Zenke



TABLICA X

UCESTALOST TOLERANCIJE I SVO MLADIH STAKCRA “Y" NA KOZN1 KALEY NAJXTS
GRUPA TRETMAN BROJ NETOLERANTNI  TOLERANTNI VISOKO SVO
MAJKI  MLADIH TOLZRANTNI X & 8P P

A 0 62 45 (72%) 16 (26%) 1 (2%) 11,3 + 0,5
Hs 4 7 0,01

H hijalorunidaza 22 1 ( 4%) 5 (23%) 16 (73%) 19,0 + 3,0 H:B/o,01
H: BH /0,01

B 3 x kalem 28 22 (78%) 6 (22%) 0 11,2 + 0,6 '

H(majka) :H(otac)/ 0,01
BH 3 x kalem + hi- 32 18 (56%) 3 (10%) 11 (34%) 10,3 + 0,7
jalorunidaza '

X = standardna pogreSka aritmeticke sredine
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u grupi BH, isto kao i u grupi H, injicirane hijaluronidazom, pa

ipak u grupi BH nije produZeno SVO. Medutim, i u ovoj grupi nala-
zimo veliki broj Stakora koji su visoko tolerantni na majéin kalen
(11 od 32, odnosno 34%), a njih nismo uzeli u obzir pri izraduna-

vanju SVO, kako je vel redeno.
5.4.3. PRCDUKCIJA HEMAGLUTININA

Opisani rezultati produZenja Zivota ofevog kalema, presadenog
mladim u grupama B i BH, vrlo su slidni veé diskutiranim rezul-
tatima za grupu 3G, iz pokusa na visokosrodnim Stakorima (5.1.).
Zenke su, u ovim grupama, identicno senzibilizirane; trokratnim
kaleml jenjem kcZom. Prije smo izlozili pretpostavku da se ovo pro-
duZenje mozda moZe pripisati djelovanju humoralnih protutijela
prenesenih iz organizma majke. Stoga u daljnjem tekstu iznosimo re
zultate hemaglutinaci jske aktivnosti krvnog seruma majki i njiho-
ve mladunc¢adi u grupi BH. U ovim pokusima odlu¢ili smo se za hema-
glutinaci jsku metodu kao pribliZno mjerilo jacine humoralnog ocdgo-
vora, jer nije poznat pogodniji seroloSki test, koji bi dao bolji
uvid u sve klase humoralnih protutijela stvorenih nakon senzibili-

zacije (Takasugi i Hildemann 1969a).

Nakon trokratnog kalemljenja Zenki iz grupe BH, koZnim kalemi-
ma muZjaka, uzimali smo u 5 navrata uzorak njihove krvi za odre-
divanje titra hemaglutinina prema eritrocitima muéjaka; Srednje
vrijednosti titra hemaglutinina, izraZene kao log;l, prikazane su
na slici l1lla. Nanesene su vrijednosti titra ukupnih hemaglutinina,
kad i hemaglutinina malene molekularne teZine (7S5 tipa). Zenkama
su vadeni uzorci krvi 16, 11 i 4 dana prije okota mladih, te dru-

gi i 12-i dan nakon ckota. Iakc je prilicéno dugo vremenskc razdob-
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lje od uSivanja treéeg kalema do uzimanja zadnjeg uzorka krvi, i-
pak titar hemaglutinina nije pokazivao znatnije promjene. Hemaglu-
tinacijska aktivnost je u serumima vrlo viscka (prosjedna vrijed-
nest titra oko 11, a raspon 8-15). VaZno je istadéi da obrada seru-
ma sa merkaptoetanolom skoro uopée ne snizuje hemaglutinacijsku ak-
tivnost, Sto znaci da su u serumu majki gotovo iskljudivo zastup-
ljeni 735 hemaglutinini. Porod nije bitnije utjecao na razinu hema-
glutinina, jer je titar u serumima 4 i 5 neznatno porastac u cdno-

su na titar u serumima 1 i 2.

Za objasnjenje facilitacijskog ulinka bilo je vaZno ispitati
slijedede: a) Prolaze 1li humoralna protutijela iz organizma majke
u mladuncad, te b) ako prolaze, kakvi su odnosi razine hemagluti-
nina u krvi majke i mladih. Da bi se o tome orjentiraii uzimali smo
i uzorak krvi od mladunéadi stare 2 dana, Sto smo objasnili u opi-
su pokusnih grupa. Ovi rezultati su prikazani na slici 1llb, a cd-
noese se na titar ukupnih i 7S hemaglutinina u serumu majki i njiho-
ve mladunéadi, iz 4 legla. Serum majke uvijek ima visSi titar hema-
glutinina nego serum njene mladundéadi. Serum majki je sadrzavao sa-
mo 75 hemaglutinine, izuzev majke iz legla br.2, koja ima u seru-
mu i neStc hemaglutinina velike molekularne teZine. Obrada seruma
mladih s merkaptoetanolom uopée ne snizuje titar hemaglutinina,
Sto znafi da se u njihovim serumima nalaze samo hemaglutinini ma-

lene molekularne teZine.

Nakon Sto smo mladunéad iz grupa A, H i BH kalemili roditelj-
skim kalemima, uzimali smo im uzorak krvi za odredivanje¢ hemaglu-
tinina. ¥rv smo vadili na dan kalemljenja (O-ti dan), te 7, 11 i
21 dan nakon kalemljenja. 0d ove Seme smo djelomiéno odstupili sa-

mo u grupi BH, u kojoj drugi uzorak krvi nismo uzimali T7-og, vec
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5-o0g dana nakon kalemljenja. Slika 12 prikazuje razinu ukupnih i

7S hemaglutinina u serumu mladih protiv eritrocita majke (1lijeva
strana slike) i eritrocita oca (desna strana &like). Stakori u kon-
trolnoj grupi A nemaju prirodnih hemaglutinina protiv majéinih e-
ri%rocita, Sto se vidi iz aktivnosti seruma uzetog na dan kalem-
ljenja (So)' Hemaglutinine veé nalazimo u serumu uzetom 7-og dana
nakon kalemljenja. U ovom serumu prevladavaju hemaglutinini veli-
ke molekularne teZine, iako je veé prisutna i produkcija 73 hema-
glutinina. Hemaglutinacijska aktivnost seruma dostiZe 1l-og dana
vrijednost titra od preko 7, a 2l-og dana je samo neznatno visa.
Potrebno je istaknuti da v serumu izvadenom ll-og dana, a posebno
onom od 21-0g dana, gotovo sva hemaglutinacijska aktivnost pripa-
da hemaglutininima malene molekularne teZine. Hemaglutinaci jski
odgovor u pokusnim grupama H i BH, prema eritrocitima majke, raz-
likuje se od opisane dinamike za grupu A, utoliko Sto je razina he-

maglutinina u svim serumima niZa negoli u grupi A.

Dinamika stvaranja hemaglutinina protiv ocevih eritrocita, u
grupi A, vrlo je sliCna opisanoj dinamici za majéine eritrocite u
istoj grupi (sl. 12). U serumu izvadenom na dan kalemljenja ne na-
lazimo hemaglutinine, a nakon kalemljenja titar im stalno raste 1
dostiZe najviSu vrijednost 2l-og dana. U tome serumu (S.),; gotovo
sva aktivnost hemaglutinina pripada protutijelima malene moleku-
larne teZine (73 tipa). Dinamika produkcije hemaglutinine u grupi
E vrlo je slicna opisanoj dinamici za grupu A. Jedino je m gr»°
H malo niZa ragzina hemaglutinina u svim serumima nakon kalemije-
nja. Dio slike koji prikazuje hemaglutinine u pokusnoj grupi il
bitno se razlikuje od opisanih grupa, ne samo za eritrocite oca,
veé 1 majke. U ovoj grupi serum mladih SO sadrzava hemaglutinine

protiv ofevih eritrocita velé i prije kalemljenja mladih sa njegoven
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kozZom. Titar hemaglutinina u So iznosi oko 5, a obrada seruma sa
merkaptoetanolom ne mijenja razinu hemaglutinina. Pet dana nakon
kaleml jenja (Sl) titar hemaglutinina pada otprilike na vrijednost
3, a gotovo sva aktivnost i dalje pripada hemaglutininima malene
molekularne teZine. I serum koji smo mladim izvadili 11 dana na-
kon kaleml jenja (SZ) ima nizak titar hemaglutinina. Do porasta tit-
ra ipak dolazi i to u serumu izvadenom 21 dan nakon kalemljenja
(SS)’ a titar je viSi od opaZenog u dva prethodna seruma. Intere-
santno je istaknuti da je vrlo slaba zatupljenost hemaglutinina
osjetljivih na merkaptoetanol (hemaglutinini velike molekularne
teZine - 195 tipa) u svim serumima ove grupe, Sto je joS jedna

razlika prema ostalim grupama.
5.4.4. DISKUSIJA

Rezultati preZivljavanja majéinih kalema presadenih na mladun-
¢ad grupe BH, u kojoj su majke injicirane hijaluronidazom, mogu se
objasniti na istom principu kao i rezﬁltati dobiveni na genetilki
Sistim sojevima Stakora grupe SH (5.1.) i grupe H (5.3.), koja je
u ovim pokusima dodatno prikazana radi usporedbe rezultata. Naime,
Zenke iz grupe H injicirane su istom vrstom i dozom hijaluronida-
ze, a pripadaju genetidki nesrodnoj populaciji ("Y"), kao i Zen-
ke iz grupe BH. Prezivljavanje oCevih kalema na mladundadi grupe
BH vrlo je slidno opisanom (5.2.), a u ovom dijelu rezultata i po-
novno prikazanom, produZenom prezZivljavanju olevih kalema u grupi
B, odnosno preZivljavanju Lewisovih kalema u grupi 3G iz pokusa na
genetidki 8istim sojevima Stakora (5.1.). Djelomilno smo ve¢ i ras-
pravlijali o moguénostima kojim se ostvaruje ovo produZenje zivota

kalema (vidi 5.1. i 5.2.). Pri tome smo opetovano isticali mogudu
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ulogu, u tom smislu, humoralnih protutijela koja se mogu prenije-
ti iz organizma majke u fetus i novorodende, pa demo je sada i $i-
re razmotriti u svjetlu opisanih rezultata. Stoga demo u diskusiji
podrobno obraditi prijenos majéinih protutijela i aktivni humoral-
ni odgovor mladundadi, a rezultate prezZivljavanja oCevih kalema
uglavnom ¢emo razmotriti u ovisnosti o humoralnoj imunosti. Jasno
je, veé iz opisanih rezultata, da se to u prvom redu odnosi na re-

zultate u grupi BH.

Stakori genetidki nesrodne populacije ("Y"), na kojim smo iz-
vodili ove pokuse, medusobno se znatno razlikuju u antigenima tkiv-
ne srodnosti. O tome moZemo zakljulivati na temelju srednjeg vre-
mena odbacivanja koZnih kalema (8,9 dana) izmjenjenih medu odras-
lim S$takorima, odabranim nasumce. Stoga i ne zaduduje naloz visoke
razine hemaglutinina u krvnom serumu majki grupe BH (prosjeZor %i-
tar oko 11). U slidnom pokusnom modelu. u grupi 3G, koju smo opi-
sali u pokusima na visokosrodnim Stakorima (5.1.), majke su imale
dvostruko niZu razinu hemaglutinina u serumu (titar 5,2). Razina
hemaglutinina u serumu Zenki grupe BH kontinuirano je visoka, bez
upadljivijih oscilacija, iako je vremensko razdoblje u kojem =mo
odredivali protutijela prilicéno duge (slika 1la). Skoro sva aktiv-
nost hemaglutinina u serumu majki pripada klasi protutijela malene
molekularne teZine, Sto se slaZe sa miSljenjem veéine autora da
hiperimuni serum sadrdava gotovo iskljuéivo ova protutijela (An-

derson i sur. 1967).

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

serumu mladih (titar 7-10), ukazuje da je prijenos majéinih protu-
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tijela prilicéno obiman. To se ipak nije odrazilo na razini protu-
tijela u serumu majki pri kraju trudnoée i u postnatalnom razdobl ju,
kako je veé reCeno. Stoga se moZe pretpostaviti da se u majei i da-
lje odvija produkcija protutijela. Ova produkcija protutijela mo-
gla je biti potaknuta i samom trudnoéom, odnosno porodom. Tome u
prilog govorili bi i rezultati Sazam-a i Breyere-a (1969), koji su
utvrdili da se majcéina tolerancija na dio antigena fetalnog pori-
jekla, koji je mladunce naslijedilo od oca, moZe oCitovati najra-
nije 12-og dana gestacije. Kao 8to je poznato i akt poroda dovodi
do pojacane izmjene stanica izmedu mladog i majke (Kirby 1968),

Sto takoder moZe potaknuti produkciju protutijela u majci. Uzorak
krvi za serum 3 vadili smo 18-og dana trudnole, a za serume 4 i 5
nakon poroda, tj. veé u vrijeme kada je majka mogla odgovoriti ja-
dom produkecijom protutijela i tako kompenzirati obiman prijenos u
mlade. Fostoje brojni podaéi u literaturi koji ukazuju na mogul-
nost prijenosa majéinih protutijela u mladuncéad sisavaca. U Stako-
ra se ovaj prijenos obavlja prenatalno kroz fetalne membrane, ali

i postnatalno putem mlijeka (Halliday 1955b). Postnatalni prijenos
je vjerojatno i znatno obimniji od prehatalnog, jer se majcéina pro-
tutijela peenose do 21l-og dana Zivota mladunceta, tj. skoro do
prestanka dojenja (Halliday 1955a). Mi smo odredivali titar hema-
glutinina u mladuncadi stare 2 dana, pa moZemo pretpostaviti da je
visoka razina majéinih protutijela u njihovem serumu rezultat o-
bimnog prenatalnog, ali i postnatalnog prijenosa. Prijenos majéi-
nih protutijela iz mlijeka, prekc sluznice crijeva, odvija se vrlo
brzo, pa prenesena protutijela velé nakon 3 sata dosegnu maksimalnu
koncentraciju u krvi mladundeta (Halliday 1957b). To mozda i objas-
njava viscku razinu protutijela u serumu mladunéadi. Protutijela

koja se prenose prekc mlijeka i stalno “dodaju™ u cirkulacijski
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sustav mladih, mogla bi podrzavati relativno visoku koncentraci-
Ju hemaglutinina u njihovoj krvi. U serumu mladih smo prcnasSli sa-
mo hemaglutinine 73 tipa (slika 11b). DoduSe i serumi majki sadr-
zavaju uglavnom hemaglutinine 7S tipa. Serum majke iz legla br.2
imao je i nesto, iako vrlo malo, hemaglutinina velike molekular-
ne teZine, ali ni u serumu njene mladunéadi nismo na$li ovih he-
maglutinina. Prema tome, moglo bi se zakljuéiti da samo hemaglu-
tinini malene molekularne teZine prelaze u cirkulacijski sustav
mladih. To se slaZe sa miS3ljenjem da u veéine sisavaca fetalne
membrane sluZe kao “"molekularno sito”, koje u fetus propusta samo
protutijela malene molekularne teZine (Sterzl i Silverstein 1967).
U Stakora se makroglobulinska protutijela ne prenose ni postnatal-
no, jer je za njih sluznica crijeva nepropusna (Halliday i Kekwick
1957). Tako je osigurana efikasna barijera kcja sprijelava prije-

laz majéinih makroglobulina u mladuncad Stakora.

Prolaz majéinih protutijela, u nasoj grupi BH, nije ogranicen
samo na rano postnatalno razdoblje. To potvrduje nalaz hemagluti-
niha, usmjerenih na ofave eritrocite, u serumu mladuncéadi So’ kc-
ji je izvaden na dan usSivanja oleveg kalema. Mladi su tada bili
stari izmedu 25 i 30 dana (slika 12). I u njihovom serumu nalazi-
mo samo hemaglutinine 735 tipa, a titar ima vrijednost 5,2. Nismo
istovremenc uzimali ugorak krvi od majki ove mladunéadi, pa ne zna-
mo kolika je razina hemaglutinina u njihovom serumu. Serum majki
85, koji smo vadili 12-i dan po ckotu mladunéadi (slika 1la) imao
je titar oko 11. Obzirom da su mladi kalemljeni prosjecno 2 tjed-

na poslije uzimanja seruma 3_ od majki, to se moZe pretpostaviti

5
da razina protutijela u krvi majke nije znatnije opala. Tome u
rilog govorila bi i stabilnost razine majéinih hemaglutinina u

prethodnom razdoblju, u kojem smo ih odredivali. Prema tome, vje-
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rojatno je da je razina hemaglutinina u krvi majke viSa od razi-
ne hemaglutinina u krvi mladunc¢adi. To bi bilo u skladu i sa raz-
likama u titru hemaglutinina izmedu majke i mladih, Sto smo ih i-
mali u ranom postpartalnom razdoblju. Slicne odnose u razinama he-
maglutinina opazili su i drugi istraZivadéi (Kaliss 1968). Kako
postnatalni prijenos potpunc prestaje 21l-og dana (Halliday 1955a),
to je prosSlo najmanje 4, a najviSe 9 dana od prestanka prijencsa
do uzimanja seruma SO od mladih (serum je vaden 25-30 dana nakon
okota). S obzirom da protutijela u serumu S, mladih imaju rela-
tivno visoku razinu, to moZda ukazuje da ih mladunée i sporo eli-

minira.

Nalaz protutijela prema odevim eritrocitima, u serumu mladih,
prije nego Sto su kalemljeni njegovom koZom (SO), treba razmotri-
ti uw vezi s znatno duZim prezZivljavanjem ccevih kalema u grupi BH
(Tablica IX). S tog stajaliSta posebno je vaZan nalaz Kaliss-a
(1958), dobiven u pokusima sa tumorskim tkivom, prema kojem je ti-
tar hemaglutinina protuseruma u pozitivnoj korelaciji s facilita-
cijskim uéinkom. Medu naSim regultatima u grupi BH takva korelaci-
ja izmedu specifiénih hemaglutinina (serum SO) i prezivljavanja
oSevog kalema ne postoji ( r = -0,20 ; p \ 0,1 ). Ovo odsustvo ko-
relacije moZe znaliti da hemaglutinini nisu odgovorni za cpaZeni
facilitacijski uinak. Slic¢no misljenje izrazili su Kaliss i sur.
(1963), koji su vrSili pokuse sa tumorskim tkivom, na slicnom eks-
perimentalnom modelu kao Sto je nasS. Oni su facilitaciju kalema
mogli utvrditi u prisustvu visoke razine hemaglutinina, ali i on-
da kada u serumu uopée nije bilo hemaglutinina. Isti autori smat-
raju da je ova Zivotna dob Zivotinje (do prestanka dojenja) pogod-

na za olitovanje djelovanja prenesenih protutijela. Kada Zivotinja
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dosegne dob od 31 ili viSe dana, tada je sve manje vjerojatnosti
da ée facilitacija biti uspjesSna. No, i pored toga ne treba pot-
puno otkloniti ulogu hemaglutinina u produZenju Zivota kalema, pa

tako i u ovom modelu,

Opisano smanjenje razine hemaglutinina, koje smo opazili 5-
og dana po uSivanju o8evog kalema na mladundad grupe BH, moglc bi
se pripisati njihovoj apsorpciji na antigene koZnog kalema. Tome
u prilog moZe se iznijeti i miSljenje Moore-a (1965). On je utvr-
dic da 5-og dana nakon presadivanja koZnog kalema miSevima, koje
je prethodno injicirao protuserumuonm, dolazi do maksimalnog pada
razine hemaglutinina. Moore i Pareira (1965) su viSekratnc imuni-
zirali miSeve alogenim splenocitima i tako inducirali snaZnu pro-
dukciju i visoki titar hemaglutinina uw njihovom serumu. Dobili su
duze preZivljavanje koZnih kalema, presadenih na senzibilizirane
zivotinje, samc onda kada je u serumu, koji je izvaden 5-og dana
nakon kalemljenja, bilo hemaglutinina, tj. ako ih kalem nije uspio
potpuno "pokupiti®” iz seruma. Moore i Pareira (1965) su dobili i-
denticdne rezultate i uw pokusima sa pasivnim prijenosom hiperimunog
protuseruma u miSeve, koje su zatim kalemili koZom. I naS serum
koji smo izvadili 5-og dana mladim iz grupe BH, imao je niZi titar
hemaglutinina negoli serum prije kalemljenja (pad titra od 5,2 na
3,2), Sto se vjerojatno moZe objasniti apsorpcijom protutijela na
antigene kalema. VaZno je da je u serumu mladih bilc hemaglutinina
i 5-o0g dana nakon kalemljenja, jer je takav nalaz po miSljenju
Moore i Pareira (idem), od bitncg znalenja za olitovanje facilita-
cijskog uéinka.

Opéenito se moZe reéi da se znatno razlikuje produkcija he-
maglutinina u grupi BH, cd dinamike hemaglutinina u drugim pokus-

nim grupama. Za objaSnjenje ovog nalaza treba detaljnije razmotri-
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ti i karakteristike produkcije hemaglutinina u drugim grupama, kao
i podatke iz literature koji se odnose na utjecaj prenesenih protu-
tijela na aktivni humoralni odgovor. Hemaglutinini seruma 2 i 3,

u grupama A i H; imaju znatnce visSi titar u odnosu na odgovarajude
serume u grupi BH. U grupama A i H svaki naredni serum ima visu
razinu hemaglutinina u odnosu na prethodni. To pokazuje da se, u
ovim grupama, stalno intenzivira produkcija hemaglutinina, Sto
nije sluéaj u grupi BH. U grupama A i H nismo naSli hemaglutinine
prije kalemljenja, Sto moZe biti od vaZnosti za vlastitu produkci-
ju protutijela. Kakc smo pretpostavili da se u grupi BH protutije-
la veZu za antigene kalema, $tc se je 5-og dana ofitovalc u padu
hemaglutinina, isto tako mcZemo pretpostaviti da su ova protutije-
la na neki nalin "ozidala™ antigene kalema, pa tako sprijecila
njihov prijenos do imunih centara domaéina. Tako bi mogla i nes-
to zakasniti produkcija vlastitih hemaglutinina u grupi BH, jer

je mnogo slabije potaknuta, Sto se odrazilo na njihovu razinu u
serumu. To nije slucaj i u grupama A i H, jer su ovdje antigeai
kalema mogli nesmetano dospjeti dc centara imunog odgovora i tako
poticati sve to jadu produkciju hemagiutinina, U grupama A i1 o
mladundad je relativno brzo odbacile oleve kaleme, Sto takoler mo-
Ze utjecati na dinamiku produkcije hemaglutinina i njihovu razinu
u serumu. Povecanje produkcije hemaglutinina obidéno ide paralel-
no sa napredovanjem procesa odbacivanja kalema, a ponekad se he-
maglutinini niti ne mogu utvrditi u serumu prije konacnog odbaci-

vanja kalema (Moore 1965).

Grupa BH razlikuje se od grup® A i H i po tome Sto u serumi-
ma mladih gotovo ucpée ne nalazimo protutijela velike molekularnc
teZine (19S). Poznato je da se u prvoj fazi humoralnog cdgovera

u serumu nalaze uglavnom 1935 hemaglutinini. Produkcija 7S hema-
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glutinina pojacava se tek u kasnijem razdoblju, a tada naglo pa-
da razina 193 hemaglutinina (Kren i sur. 1968). U serumu 1 izva-
denom u grupi BH prakticki nema 1935 hemaglutinina, dok isti seru-
mi_u grupama A i H (Sl) imaju znatan sadrZaj ovih protutijela. Ni
ostali serumi u mladuncadi grupe BH nemaju 19S5 protutijela, bar ne
u znatnijim kolicdinama, Sto ih takoder razlikuje prema grupama A

i H, posebno obzirom na S,. Protutijela malene molekularne teZine

(7S), koja &itavo vrijemezdominiraju u serumu mladunCadi grupe BH,
u pocetku su potjecala od majke. Medutim, u kasnijem razdoblju

ova su protutijela mogla biti i aktivno producirana, posebno u se-
rumima 2 1 3, jer 1 u grupama A i H ova protutijela dominiraju u
kasni jem razdoblju makon kalemljenja. Majéina protutijela, prene-
sena u mladuncéad grupe BH, mogla su u prvoj fazi blokirati ili od-
goditi aktivnu produkciju vlastitih hemaglutinina, Sto prvo poga-

da 195 protutijela, jer ona prethode produkciji 7S hemaglutinina

Takvo su miSljenje izrazili i drugi autori, koji su pri tome po-
sebno istakli ulogu 7S5 protutijela. Tako pasivno prenesena protu-
tijela 75 tipa mogu sprijeciti daljnju produkeiju 195 protutijele,
koja je u domadinu veé zapodeta ( Sahiar i Schwartz 1964 ). Pa-

sivno prenesena protutijela mogu inhibirati i aktivnu produkeiju

e ... _ .
Jeflkasnost u tom smislu, mncgo manja ( Pe-

TS protutijela, ali im
arlman 19567 ). Ako to ~+v%mjenimo na rezultate u grupi BH, onda
bismo mogli prretpostaviti da je produkcija vlastitih protutijela
TS tipa odgodens i u pocetku coslabljena, a u kasnijem razdcblju
se pojalava, 5to se ofituje u porastu njihove razine u s3 mladun-

¢adi.
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Na temelju ovih razmatranja vidi se da je u grupi BH doSlo
de supresije hemaglutinacijskog odgovora mladih na eritrocite
oca, Sto se manifestira u mnoge niZoj razini hemaglutinina u svim
serumima nakon kalemljenja, kada ih se usporedi sa odgovarajuéim
serumima u grupama A i H. Obzirom, pak, na prethodno diskutirane
rezultate proZivljavanja o8evog kalema na mladundad ove grupe,
mogli bismo zakljuciti slijedeée: U grupi BH je preinaclena imuno-
loska reaktivnost mladih prema olevim tkivima, Sto se olituje na

preosjetljivosti odgodenog tipa 1 humoralnoj imuncsti.

Veé smo na visSe mjesta ukazali na neke nadine kojima bl se
megla ostvariti ova kompleksna promjena reaktivnosti mladih prema
oCevom tkivu. Treba se podsjetiti da smo o tome, 8 neSto opéeni-
tijeg stajalisSta, diskutirali i u prethodnim dijelovima radnje
( vidi 5.1. i 5.2. ). No, za potpunije tumadenje flobivenih rezul-
tata treba iznijeti joS neke podatke iz literature, a neke tocke
iz dosadasSnje diskusije, u neSto drugacijem svjetlu, ponocno is-
taknuti. Tu u prvom redu mislimo na odnos antigen-protuiijelo, te
na facilitacijska protutijela. Tek takc se moZemc pribliZiti is-
pravnijem tumaéenju mehanizma kojim su.se mogle ost—riti ove prom-

jene.,

Opisana opéa supresija humoralne i stanidne imunosti, opaZena
u grupi BH, moZe se objasniti i interakcijom izmedu antigema i
protutijela. Poznato je da imunizirajuéi kompleksi koji sc inji-
ciraju u zivotinju, a sadrZe mjeSavinu antigena i protutijela -
sa suviSkom protutijela, imaju manju antigenost negoli antigea

sam ( Uhr i Baumann 1961b; Leskowitz 1960 ). Injiciranje protuti-
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jela prije unoSenja antigena, istovremeno sa njim, ili kratko
vrijeme nakon antigena, dovodi do nekog atupnja imunolosSke tole~
rancije prema injiciranom antigenu ( Neiders i sur. 1962; Rcwley

i Fitch 1964 ). Ovaj uéinak imaju sva protutijela, bem obzira na
njihovu molekularnu teZinu ( Uhr i Baumann 1961b; Rowley i Fitch
1964 ), ali su ipak 7S protutijela, u tom smislu, efikasnija ( Sa-
hiar i Schwartz 1964; Finkelstein i Uhr 1964; M¢ller i Wigzell
1965 ). Majdina protutijela, koja su prenijeta u mladuncad grupe
BH ( so), sadrZzavala su samo 7S hemaglutinine. Ova protutijela su
bila prisutna u cirkulaciji mladih joS i prije negoli su cni do=
S1i u kontakt sa ofevim antigenima iz koZnog kalema. Nadalje,
prisustvo hemaglutining i u serumu 5-og dana, ( Sl)’ kada je mak-
simalan intenzitet spajanja protutijela iz seruma sa antigenima
kalema ( Mcore 1965 ), vaZan je dokaz da se pasivnc prenesena pro-
tutijela analaze u suvisku. Inale, teSko je pretpostaviti da su
protutijela u serumu 5-og dana nastala vlastitom produkecijom,na-
kon stimulacije antigenom. U to moZemo opravdanc sumnjati iz vi-
Se razloga: a/ prekratko je vremensko razdoblje izmedu antigene ;
stimulacije ( uSivanja kalema ) i vadenja seruma ( 5 dana ); b/
fvezanje" prisutnih protutijela na antigene kalema otezava imuni-
ziranje domaéina; ¢/ kada su pasivno prenesena protutijela u su-
visku, tada inhibiraju vlastitu produkciju protutijela; 4/ 19S5
protutijela nema u serumu kcji je izvaden 5-og dana nakon kalem-
ljenja. Sve navedene tolCke opSirno smo razmotrili i objasnili u

ovom tekstu.

U dosadasnjoj diskusiji isticali smo ulogu protutijela male-

ne molekularne teZine ( 75 tipa ) u supresiji humcralne reaktiv-
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nosti. Opéenito smo govorili i o mogudéoj ulozi ovih protutijela
u facilitaciji presadenih kalema ( vidi 2.1.3. ). Veé smo djelo-
miéno diskutirali i o razlozima koji su nas potakli da mislimo ©
mehanizmu imuncloSke facilitacije kao prihvatljivom objasSnjenju
naSih rezultata. U daljnjem dijelu diskusije trebalo bi nesSto
viSe reéi o svojstvima facilitacijskih protutijela i ¢ nadinu
kojim se, prema naSem miSljenju, ostvaruje facilitacija u ovim

pokusima.

Moze se smatrati sigpxm&?%%?%%%%litaoijska protutijela spa-
daju u grupu protutijela malene molekularne teZine ( Tokuda i
McEntee 1967; Voisin i sur. 1969; Ovary 1966 ). Protutijela 73
tipa ne predstavljaju jedinstvenu frakciju imunnglobulina, a jo8
nije sa sigurnoSéu utvrdenc koja od subklasa ove frakcije ima
facilitacijsku ulogu. U tom smidu nedovcljno je istraZena funk-
cija pojedinih subklasa 7S protutijela u Sbakora, ali se mNogo
viSe zna o njihovoj ulozi u miSa. Elektroforezom gamaglcbulina
miSa mogu se razlufiti dvije subklase: gama 1 i gama 2 ( Fahey
i sur. 1964a i b; Ovary i sur. 1965 ). Voisin i sur. ( 1969 )
pripisuju facilitacijski uéinak primarnc 75 gama 1 protutijeli-
ma, ali smatraju da i 7S gama 2 protutijela mogu djelovati faci-
litacijski, kada su zastupljena u niskim koncentracijama. Toku-
da i McEntee ( 1967 ), medutim, smatraju da su, u tom pogledu,
efikasnija 7S gama 2 protutijela. Daljnju podrSku ovem miSljenju
daju i radovi Takasugi i Hildemann-a ( 1969 a i b ). Isticali smo
pripadnost facilitacijskih protutijela imunoglobilinima 7S tipa
da bismo podvukli znalenje ove Sinjenice za objasSnjenje nadih

rezultata u grupi BH., Nismo odredivali zastupljenost pojedinih



subklasa 78 protutijela, ali smo mogli zakljuéivati, na temelju
hemaglutinaci jske tehnike, o odnosima izmedu protutijela velike
i malene molekularne teZine. Cinjenica da smo u serumu ( so),
mladih iz grupe BH, nas$li samo 73 hemaglutinine, govori u prilog
prisutnosti i drugih protutijela malene molekularne teZine, pa

tako i facilitacijskih.

Za objaSnjenje mehanizma kojim se imunoloSka facilitacija os-
tvaruje, predloZene su teorije aferentne, centralne i eferentne
inhibicije, o Cemu smo u Oplem dijelu opSirnije govorili ( vidi
2.1.3. ). Cini nam se najprihvatiljivijim tumadenje nasih rezul-
tata mehanizmem centralne inhibicije imunoloSkog odgovora. No,
pri tome ne bismo potpuno iskljuc¢ili ni dodatni utjecaj aferent-
ne i eferentne inihibicije, jer su mogli istovremeno djelovati
na supresiju imunoloSkog odgovora. Pod centralnom inhibicijom
misli se na djelovanje protuseruma na razini imunokompetentne
stanice; a ofituje se ili u promjeni imunoloSkog aparaté, ili u
promjeni biosintetskog kapaciteta imunog odgovore ( Billingham
i sur. 1956 b ). Noviji radovi Takasugi i Hildemann-a ( 1969%a i
b) dali su snaZnu podrSku centralnoj inhibiciji, kao vjerovatnom
nac¢inu na koji se facilitacija ostvaruje, iako nisu potpuno is -,
kljuéili ulogu aferentne i eferentne inihibicije. Slicno misle
i McKenzie i sur. ( 1971 ), na temelju pokusa sa normalnim tki-
vima. Smatraju da protutijela direktno djeluju na stanice limf-
nih ¢vorova ( centralna inhibicija ), a cirkulirajuéa protutije-
la dodatnc sprecavaju "brzi" dolazak antigena iz kalema u limfne
&vorove ( aferentna inihibicija ). Prema njihovim rezultatima
"ozidavanje”" antigena kalema, Sto predstavlja eferentnu inihiii-

ciju, ne mozZe biti najvaZnije mjesto na koje protutijela djeluju,
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iako i to moZe imati neku ulogu u zaStiti kalema. VaZno je pod-
vuéi i njihovo miSljenje da je imunoloSki odgovor domalina, pre-
ma antigenima kalema, prije odgoden, negoli inihibiran. SUpre-
~sija reakcije odbacivanja kalema, kao i produkeije humcralnih
protutijela, koju smo opazili u grupi BH, privremenog je karak-
tera. U kasnijim fazama obje se reakcije oporavljaju, pa moZemo
tvrditi da su za neko vrijeme odgodene, a u intenzitetu znatno
oslabljene. TesSko je objasniti mehaniamom periferne inhibicije
ovo izrazitc slabljenje oba tipa imunoclosSke reaktivnosti, pa
djelovanje prenesenih protutijela na razini imunokompetentne
stanice, ostaje kao najprihvatljivije tumacenje. OpaZena visoka
razina hemaglutinina mogla je pomoéi u facilitaciji kalema,napr.
vezanjem hemaglutinina za antigene kalema i oteZavanjem prije-
nosa “"oslobodenih" antigena do centara imunog odgovora. No, ni-
je megla u potpunosti objasniti facilitaciju jer nema nikakve
korelacije izmedu hemaglutinina i preZivljavanja kalema. Prema
t~me, osnovno djelovanje treba pripisati faciliatacijskim pro-
tutijelima, koja su istovremeno prisutna u serumu, a u tome su
im mogla pomo¢i ne samo hemaglutinacijska, veé i druga protuti=-

jela hiperimunog seruma. .

0d interesa je utvrditi i kakav je udio, u ovim rezultatima,
imala hijaluronidaza, koju smo injicirali u gravidne Zenke grupe
BH. Treba ponovno istaknuti da su majke mladuncadi u grupi B
identicéno senzibilizirane kao i majke u grupi BH, osim Sto nisu
injicirane hijaluronidazom. Kako je bilo vidijivo iz razmatranja
rezultata ( Tablica IX ) izmedu ovih grupa ne postoje znadaj-

nije razlike u prezivljavanju olevih kalema na mladuné¢ad. Prema
tome,na opisane ucinke hijaluronidaza nije znatnije utjecala.To j
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i razumljivo kada se podsjetimo da protutijela 75 tipa mogu slo-
bodno, i bez pomoéi hijaluronidaze, prolaziti preko fetalnih ba-
rijera u cirkulaciju mladih. Postnatlni prijenos protutijela,ko-
ji je i obimniji od ;ypenatalnog, mogao se odvijati jednakim in-
tenzitetom u obje grupe. No, ako hijaluronidaza nije utjecala na
prezivljavanje ocfevih kalema, njeno djelovanje se je moglo oci-
fovati na prezZivljavanje majéinih kalema, o Cemu ¢e biti govora

u nastavku diskusije.

KoZni kalemi majki, koji su istovremeno sa oclevim kalemima

presadeni na mladuncad, preZivljavaju duZe samo u grupama H i BH

( Tablica X ).Ovaj rezultat u grupi H smo vedé prethodno %skuti-
rali, a pripisali smo ga utjecaju hijaluronidaze ( vidi 5.3. ). I
gravidne Zenke iz grupe BH takoder su injicirane hijaluronidazom.
Veé smo u diskusiji slicénog opaZanja na genetilki &ietim scjevima
Stakora ( vidi 5.1. ), pretpostavili da se vjerovatno radi o pri-
jenosu imunokompetentnih stanica preko propusmije placente, iz
cirkulerije majke u fetalni krvotok. I u tim pckusima smo dobili
produZenje Zivota kalema kcji ima isti antigenski sastav kac i
prenesene stanice. ProduZenje Zivota kalema bilo je skromnije iz-
raZeno, negoli u . grupi H, a ni jedna Zivotinja nije trajno prih-
vatila presadeni kalem, kao u grupama H i BH. Smatrali smc da je
te rezultat jakih razlika u tkivnoj srodnosti izmedu prenesenih
stanica 1 fetusa, pa je broj stanica bio nedovoljan za indukciju
trajne tolerancije. Medutim, u grupama H i BH, hijaluronidazu smo
injicirali u gravidne Zenke heterozigotne populacije, pa smo mogli
oCekivati i poveljnije efekte na preZivljavanje majcinih kalema,
negoli u kombinaciji &istih sojeva koji se razlikuju na Rt H-1 lo-

kusu. Kada su slabije razlike u antigenima tkivne srodnosti, izmedu
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stanica i domaéina, tada je tcleranciju mnogc lakSe inducirati,
pa 8ak i sa manjim brojem stanica ( Woodruff 1960 ). Medu prene-
senim majdinim stanicama vjerovatno ima i imunokompetentnih,Sto
je od posebnog znacaja. Imunckompetentne stanice se mogu i u do-
macéinu rgéhcirati, pa tako svojim prisustvom trajno odrZavati
stanje tolerancije na tkiva koja imaju isti antigenski sastav .
kao i one ( Billingham i Silvers 1962b; Billingham i sur. 1962b).
Na taj nalin se osigurava i trajna tolerancija ( viscko toleran-
tni ) na majéine kaleme u neke mladundadi. U grupi H je i znatno
viSa vrijednost SVO negoli u drugim grupama ( Tablica X ), jer
su mnoge od ovih Zivotinja, prema naSim kriterijima, tolerantne
na majéine kaleme. Tolerancija nije fenomen “sve ili nista®™, tj. .
ne moraju sve Zivotinje koje su injicirane stanicama biti i traj-
no tolerantne ( visokc tolerantne ). Tclerancija se moZe pojaviti

u svim stupnjevima, od vrlec slabe, do potpune ( Woodruff 1960 ).

U prilcg iznesencg objasSnjenja za rezultate tolerancije mla—
dih prema m2jCinim kalemima, Stc smo naSli u grurama H i BH, go-
vore i naSi pokusi u kojima smo odredivali broj stanica, koji je
potreban ma izazivanje bolesti krZljanja ( Rukavina 1968; Rukavi-
na i Vlahovié 1968 ). Navedene pokuse smo takoder izvodli na ge-
neticki nesrodncj populaciji Stakora ("Y") i utvrdili da je naj-
manji broj stanica, koji jersophodan za indukciju bolesti krzlja-
nja, iznosi: 8 x 106. Maksimalnu ulestalost bolesti §| 100 % ) mog-
lo se ocekivati, u uvjetima tih pokusa, tek nakoh injiciranja visSe
od 100 milijuna stanica. Ovi podaci ukazuju dafje u genetidki ne-
srodnoj populaciji vrlo teSko ofekivati povelaru djelotvornost

injiciranih stanica ( toleranciju/bolest krZljanja ) paralelnc sa
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povedéanjem njihovog broja. Sve kada bismo i pretpostavili da ce
hijaluronidaza dovesti do jednakog uclinka unutar svakog legla,tj.
do prijencsa istog broja majcéinih starica u sve fetuse, ipak ne
bismo mogli olekivati jednako preZivljavanje majcinih kalema.Jas-
n5 je da to joS viSe dolazi do izraZaja kada se promatraju rezul-
tati na mladunCadi iz viSe legala, iako su njihove majke identic-

no tretirane.

Interesantno je, da ni jedno mladunce nije pokazivalo mnakove
bolesti krZljanja, iako je broj visoko tolerantnih vrlo visok,
nosebne u grupi H ( 73 % ). Tolerancija i bolest krzljanja u suS-
tini su samc dvije manifestacije istog procesa: ravnoteZze ili
poremeéaja u ravnoteZi izmedu stanica domacéina i tudih stanica
( Nakié 1962; Nakié¢ i 3ilobrié¢ 1962; Nakié¢ i sur. 1962; Voisin
1962 ). Moglc bi se misliti da je broj prenesenih majCinih stani-
ca bio nedovoljan, u smislu nafih prethodno citiranih rezultzta
(Rukavina 1968; Rukavina i Vlahovi¢ 1968 ). Za razliku od tole-
rancije, bolest krZljanja je ulestalija kada su geneticke razlike
izmedu primaoca i davaoca veée, tj. kada se radi ¢ razlikama na
jakin lokusima histokompatibilnosti ( Gowland 1965; Billingham
i sur. 1960 1 1962b; Billingham i Silvers 1962b; Sinkowics i Howe
1964 ). Kako se, u naSim pokusima, prenose majéine stanice, koje
su djelomiéno sliéne sa fetuson, tosaoée lakSe skvatiti vedéu u-
¢estalost visoko tolerantnih Stakora, u grupama H i BH, a da pri
tome ni jedno mladunée ne pokazuje znakove bolesti krzljanja. Mog-
lo bi se misliti i da je broj prenesenih majéinih stanica, u da-
tim odnosima u tkivnoj srodnosti, bio upravo dovcljan da seune—
ke mladunc¢adi uspostavi toleraneija ili viscka tolerancija, ali

nedovoljan za indukciju bolesti krZljanja.
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Pazljiva analiza rezultata prezivljavanja majéinih kalema,
u grupama H i BH, pokazuje da medu njima postoje, pored diskuti-
ranih slicCnosti, i znatne razlike. Iako su gravidne Zenke, u ob-
je grupe, injicirane istom dozom hijaluronidaze, ipak se znatno
razlikuje ulestalost viscko tolerantnih na majéine kaleme. U gru-
pi BH ima 34 # visoko tolerantnih, a u grupi H 73 # ( Tablica X ).
No, to nije i jedina razlika, jef se razlikuju i SVO majcinih
kalema. SVO u grupi H iznosi 19 dana, Sto je znatne duZe nego u
grupi BH ( 10,3 dana ). Kako pri izradunavanju SVO nismo uzimali
u ratun visoko tolerantne, koji su zastupljeni u obje grupe, to
znac¢i da i ostali Stakori u grupi H mnogo duZe nose majéine kale-
me, negoli Stakori iz grupe BH. Cinjenica da hijaluronidaza nije
Zenkam2 injicirana u iste dane trudnoée, veé¢ 4-5 dana prije oko-
ta mladih u grupi BH, a 2-4 dana u grupi H, tesko da moZe objas-
niti ovako velike razlike. Prije bi se moglo misliti da je tome
doprinijela razlika u tretmanu Zenki iz ovih grupa. Naime, Zenke
iz grupe BH snaZno su senzibilizirane, trokratnim kalemljenjem,
na tkiva muZjaka, jc$ i prije rasploda sa njim. Tako su imunokoi-
petentne stanice majke, kojima je hijaluronidaza omoguéila prije-
nos u fetuse, primile "informaciju” o stranim antigenima. Ove ¢e
atanice mnogo snaznije djelovati, negoli normalne-nesenzibilizi-
rane stanice u mladim grupe H, protiv onog dijela grade, koji je
fetus naslijedio od oca. Ovaj snaZni imunolosSki atak ne treba
smatrati bezopasnim za reaktivne stanice, o Cemu postoje brojni
dokazi., Tako Boyse ( 1959 ), te Gorer i Boyse ( 1959b) smatraju
da imunokompetentne stanice mogu pretrpjeti znatna osStelenja za

vrijeme reakcije. Oni su opazili vrlo brzo isSCezavanje prethodno
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senzibiliziranih perentalnih stanica, koje su injicirane u Fl

hibride. Kako je F. hibhrid geneticki tolerantan na parentalne

1
stanice, to =e ni pomenutc eliminirarje ovih stanica ne moZe
pripisati aktivnosti njegovog imunoloSkog sustava. Autori (idem)
smatraju da je doSlo do "alergijske smrti” injiciranih stanica u
ponovnom.kontaktu sa antigenima protiv kojih su senzibilizirane,
Sli¢no miSljenje izrazili su MatoS$ié i Allegretti ( 1966 ), na
temelju citoloSke analize rezultata pokusa na czrafenim miSevima,
koji su bi}i injicirani stanicama Fl hibrida. MoZemo pretposta-
viti da sulsnaﬁno senzibilizirane majéine imunokompetentne sta-
nice, nakon kontakta sa fetalnim tkivima, prosle kroz fazu “is-
crpljujuée” aktivnosti, Sto je moglo dovesti do njihovog brzeg
eliminiranja, negoli u grupi H. Vjerovatno se je zbog toga traj-
ni kimerizam mogao uspostaviti u mnogo manjem broju mladuncadi
grupe BH, a njihova reaktivnost na majc¢ine kaleme skoro da pot-
sjea na fenomen "sve ili niSta". Naime, u ovoj grupi nalazimo
dvije skupine Zivotinja: visoko¢holerantne ( 34 % ) i netolerant-

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

Obzirom na ovu diskusiju o snaZnoj reaktivnosti senzibili-
ziranih stanica, kao i na prethodno opisani nalaz viscke razine
hemaglutinina u serumu majki i mladih grupe BH, moglo se je ole-
kivati oStedéenja mladuncadi bilo prenesenim humoralnim protuti-
jelima ili stanicama. Takva oSteéenja opaZena su samc u mladundéa-—
di iz 1 legla. S1licéno smo opaZanje izmijeli i u opisu rezultata
grupe B ( vidi 5.2. ), u kojoj je takoder mladundad iz jednog
legla uginula nekoliko dana nakon &kota. I mladi iz spomenutog
legla grupe BH su bili kahektiéni i skoro skeletirani, iako su

uzimali mlijeko. KoZa im je bila Zuckaste boje, a uginuli su u
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prva 4 dana nakon okota. NJihova majka imala je u serumu vrlo
visokv vazinu hemaglutinina ( titar 16 ), a hemaglutinine u se-
rumu mladih nismo odredili. JoS je jedna Zenka, iz grupe BH, ima-
la tako visoku razinu hemaglutinina, ali njena mladuncad nije
pokazivala nikakve promjene, u tom smislu. Obzirom da su majke
iz grupe BH bile injicirane i hijaluronidazom, to nismo mogli
utvrditi dali je oStecdenje mladunadi nastupilo zbog djelovanja
majéinih stanica ili humoralnih protutijela. Da bismo to ipak
utvrdili, stavili smc u rasplod 2 normalne Zenke pcpulacije 7Y*#
Sa muZjacima iz spomenuta 2 legla grupe BH. Kada su Zenke bile
visoko gravidne, injicirali smo ih, kroz 3 dana, sa ukupno 3,6
ml odgovarajuleg protuseruma, izvadenog od ovih Z®nki iz grupe
BH. Taj protuserum je specifiéan, jer je stvoren na tkivo oca
mladunc¢adi. ferum majke, ¢iji su mladi uginuli, izazvac je, i u
ovom pokusu, teSka cSteéenja mladih i njihovu smrt unutar 4 da-
na po. ckotu. Iako je %erum druge Zenke imao istu razinu hemag-
lutinina, njegov prijencs ni ovaj puta nije deveco do oStelenja
mladih. Kako ove majke nisu injicirane hijaluronidazom, to c¢pi-
sana oStelenja mladih treba pripisati djelovanju humoralnih pro-
tutijela. Prema tcme, i oStedenja mladih u odgovarajuéem leglu
grupe BH vjerovatno ie, takoder, izazvano humoralnim protutije-
lima. Tome u prilog govori i vrlo kratko vrijeme unutar kog je
uginula sva mladuncad. Opisana klinicka slika mladuncéadi potsje-—
¢a na hemolitidki sindrom, koji je realtivmo Cest u klinilkoj
praksi. Medutim, vrlo teékog%e izazvati spontano ( trudnodom )

u drugih vrsta sisavaca. MiSljenje Kaliss-a i sur. | 1963 ), da

je tome razlog niska razina protutijela u serumu majki ne moZe
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se prihvatiti u naSim pokusima, jer su majke snaZno senzibilizi-
rane na ofeva tkiva i posjeduju viscki titar protutijela. MoZe
se pretpestaviti da je za ovakva oSteéenja odlulan sastav protu-
tijela u serumu, o cemu mi nemamo podatke, jer smo odredivali
samo henaglutinine..Pri tome vjercjatnc najveéi utjecaj imaju
specificdne razlike u antigenima tkivne srodnosti, izmedu majke

i ocs mladih, Sto je moglo doéi do posebnog izraZaja u opisa-

nim k.mbinaci jana.

Iakce smo, na temelju ovih dodatnih pokusa, utvrdili da su
za oSteéenje mladih odgovorna humoralna protutijela, ipak zacu—
duje da u grupi BH nije bilo Zivotinja sa znacima KFD reakcije.
Cirgjenica da su mnoge cd majdinih stanica mogle pretrpjeti ted-
ka oSteéenja, pa i brzc pofreéi u kontaktu sa fetalnim tkivima,
ne moZe predstavljati adekvatno objasSnjenje. Naime, Simonsen
( 1960 ) smatra da se bitno oSteCenje domalina, koji je injici-
ran imunckompetentnim stanicama, dogada ~ric¢ vano, Davanje imwm
ncg seruma ili imuniziranih stanica domaéinovog soja, u svrhu _
sprijedavanja bolesti krZljanja, efikasno je samo 1-2 dana nakon
injiciranja splenocita u novorodencad miSeva ( Russell 1962 ),
Stc se slaZe sa miSljenjem Simonsena. MoZda hi reakcija senzi-
biligiranih stanica na fetalna tkiva, u grupi BH, bila i snaz-
nija, a moZda za fetuse/novorodendad i fatalna, da mladundad
ove grupe nije bila zaStiéena humoralnim protutijelima majke.
Naime, ove su protutijela takcder stvorena na oleve antigene, pa
prema tome mogu i djelovati na onu komponentu antigene grade
kcju je fetus naslijedio od oca. Ova protutijela su prenesena
u fetuse i prije senzibilizi—~~ih stanica, a prenose se i na-

kon ste su majCine stanice presSle u cirkulaciju fetusa.Opetovano
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smo naglaSavali, a prema rezultatima i dokazali, da medu ovim
protutijelima ima i facilitacijskih, Mnogi autori pripisuju up-
ravo ovim protutijelima, koja se stvaraju i za vrijeme normalne
trudnoée, vaZnu ulogu u sprjecavanju imunoloSkih oSteéenja fe-
tuss ( Kaliss i Dagg 1964 ). No, za vrijeme trudnoée moZe se
manifestirati, u imunoloSkom sustavu majke; i stanicna imunost.
Takc je 38rén ( 1967 ) dobio intenzivnu KpD reakciju kada je
inficirao limfatidke stanice multimre u odgovarajule Fl hibride.
Hellstrm i sur. ( 1969b ) su utvrdili da limfociti majke mogu
oStetiti fetalne stanice, kada ih se zajedno uzgaja in vitro,
sto se 1inale ne dogada in vivo. No, ako se u kulturu doda se-
rum majke, tadanpisani ucinak limfocita znatno oslabljen ili
inhibiran ( idem ). Prema tome, humoralna protutijela iz scru-
ma majke sprjecevaju olitovanje ulinaka istovremeno prisutnih
stanicénih protutijela. Na temelju iznesenog mogli bismo pretpos—
taviti da su se prenesena facilitacijska, kao i druga protutije:
la ( napr. hemaglutinini ), u naSoj grupi BH, vezala 2& veli-
nu antigenih determinanti fetalnih stanica i tako ih "prekrila®,
Na taj nadin su fetalna tkiva bila donekle zasStilena od snaZrog
napada senzibiliziranih stanica majke, Sto je inacfe moglc imati

i fatalne pcsljedice za fatuse.

Obzircm da smo majke cve mladuncadi senzibilizirali oéevin
tkivina, to se je moglo pretpostaviti da ée ovakc snaZna senzi-
bilizacija imati odraza i na tok same trudncée. Tim viSe, Sto se
i u klinicko] praksi neki slulajei viSekratnih spcntanih abortu-
sa pckudavaju objasniti reakcijom organizma majke, kcja j@ senzi.

bilizirana na antigene Stc¢ ih je fetus naslijedic od oca. Meduti
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ni u jednom slucaju nismo opazili spontane abortuse,.loZda se
i cvaj nalaz moZe objasniti istovremenim prisustvom humcralnih
pa take i facilitacijskih protutijela, u organizmu senzibilizi-
rane majke. Naime humoralna protutijela bi mogla sprijeciti u-
¢inak staniénih protutijela, po istom principu, kako smo to ved
objasnili u prethodncj diskusiji, pa tako zastititi fetuse od

majcine reakcije odbacivanja.



6. ZAKLUCNTI PREGLED
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Kako je vidljivo, iz izloZenih pokusa, htjeli smo ispitati
kako stanicna i humoralna protutijela, koja se prenose iz or-
ganizma majke u mladuncad, utjedu na njihovu reaktivnost prema
alogenim tkivima. Pri tome smo pratili i stanicéni i humoralni
odgovor mladih, jer su to nedjeljive komponente reakcije na pre-
sadenc alogeno tkivo. Na temelju rezultata ovih istraZivanja,ko-
ja su obavljena u pokusima na geneticki nesrodnim, kao i visoko-
:rodnim Stakorima, moZemo iznijeti neke najvaZnije, opée, zakljul-

ke.
A. PREZIVLJAVANJE ALOKALEMA PRESADENIH MLADIM STAKORINA

a/ ViSekratna senzibilizacija majke tkivima oca mladih ( tro-
kratnim kaleml jenjem koZom ili jednokratnim kaleml jenjem i trok-
ratnim injiciranjem krvnih stanica ) znadajno produZuje Zivot
oCevog kalema presadenog mladima ( p Z 0,01 ). Ovaj ufinak je
specifidan, jer mladi odbacuju na uobicajeni nadin istovremeno
presadeni majcin kalem. Mislimo da je za ovaj ufinak odgovoran
prijenos facilitacijskih protutijela iz organizma senzibilizi-

rane majke, u mladundad.

b/ Slabiji intenzitet stimulacije Zenki ( jednokratno kalem-
ljenje ili injiciranje krvnih stanica samih ) ne dovodi do pro-

duZenja Zivota ofevih kalema na mladima.

¢/ Trokratno kalemljenje Zenki Y-59, Lewisovim koZnim kale-
mima, dovodi do znalCajnog produZenja Zivota Lewisovih kalema pre-
sadenih na mladunéad ( p Z 0,001 ). Ovo opaZanje je na razini

opaZanja iznesenog pod a/, pa se i tumadi istim mehanizmom.
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d/ ProduZenje Zivota majdinih kalema, presadenih na mlade,
moZe se postiéi injiciranjem gravidnih Zenki hijaluronidazom
(p /0,01 ). Pri tome mnoga mladundad trajno prihvada majéine
kaleme. Ovaj nalaz se tumaci specificénom steclenom toleranci jom,
koja nastaje kao rezultat kimerizma u mladuncéadi. Spomenuti u-
¢inak je specifican, jer mladi odbacuju na ughicajeni nacin is-

tovremeno presadene oceve kaleme.

e/ Hijaluronidaza omogudéuje i prijenos tudih stanica ( Le-
wisovi splenociti ) injiciranih u visoko gravidne Zenke Y-59,
Sto se ofituje u produZenju Zivota Lewisovih kalema presadenih
na mladuncad ( p / 0,001 ). Isto se dogada i sa Lewisovim sple-
nocitima injiciranim u gravidne Zenke geneticki nesrodne popula-
cije ( "Y' ), jer i njihova mladundad duZe nosi Lewisove kaleme
{ p £ 0305 ). |

B. HUMORALNA REAKTIVNOST MLADIH STAKORA

a/ Hemaglutinacijska protutijela iz krvi majke prelaze u
cirkulaci jski sustav mladih. Razina hemaglutinina u serumu .-
vorodentadi niZa je negoli u serumu njihovih majki. U serumu
mladih mogu se utvrditi samo protutijela malene molekularne te-
Zine (7S tipa). Fetalne membrane i sluznica crijeva djel ije po-

put “"molekularnog sita®™, koje propuSta samo ova protutijela.

b/ Stakori genetidki Sistih sojeva, kao i nesrodni Stalr
ri, nakon senzibilizacije alogenim tkivom, prvo produciraju hc-
maglutinine velike molekularne teZine ( 195 tipa ). Ubrzo zatim
slijedi snaZna produkcija 7S hemaglutinina. U serumima izvade -

nim 1l-og i 21l-og dana, nakcn kalemljenja, skoro sva hemagluti-
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naci jska aktivnost pripada protutijelima 7S tipa.

c/ Pasivno prenesena majdina protutijela utjedu na aktiwmi
humoralni odgovor mladih prema istom, alogenom tkivu. Odgovor
mladih nije potpuno inhibiran, ve¢ je oslabljen i vremenski od-
‘goden. Naro€ito je pogodena produkcija hemaglutinina 193 tipa,

koji se prakticki niti ne nalaze u serumima mladih.

d/ Hemaglutinacijska protut+ijela, prenesena iz cirkulacije
senzibilizirane majke u mlade, nisu odgovorna za produZenc no-
Senje kalema presadenih mladima. Naime, preZivljavanje kalema
moZze biti produZenc pri visokoj razini prenesenih hemaglutinina

i .. Se . - e
ali i onda kada ih u serumu uopCe ne moze utvrditi.

e/ ProduZcno preZivljavanje tudih alokalema, na mladunéadi
senzibiliziranih majki, treba pripisati prijenosu facilitaci j-
skih protutijela. Iako ih nismo odredivali u serumu majki i mla-
dih, to ipak moZemo tvrditi na temelju rezultata preZivljavanja
presadenih kalema. ProduZeno preZivljavanje kalemd tumacimo me-
hanizmom centralune inhibicije, tj. djelovanjem protutijela na

razini imunokompetentne stanice.

C. UCINAK PRENESENIH STANICA I STANICNIH PROTUTIJZELA

a/ Kako smo veé istakli ( pod A.d ) prijenos majdinih stani-
ca inducira u neke mladuncadi trajnu toleranciju ili produZenje
Zzivota majcinih kalema. Ako prenesene stanice potjedu od majki
koje su senzibilizirane tkivima muZjaka ( grupa BH - 5.4. ),
tada je ovaj ulinak slabiji, Sto se tumali "alergijskom smréu

reaktivnih stanica u ponovnom kontaktu sa olevim antigenima,
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koji su zastupljeni na stanicama mladih.

b/ Ako se u mlade istovremeno prenosi dvije vrste stanicas:
majéine i Lewisove stanice (grupa SHY - 5.3.), tada ¢e u mladome
do¢i i do kompeticije izmedu ovih stanica. U neke mladundadi
"prevladaju” majcéine stanice, a u druge Lewisovi splenociti, Sto
se oCituje u duljem noSenju majinih ili Lewisovih kalema. Neka
mladuncad eliminira obje vrste stanica, Sto se olituje “normali-
ziranjem” reaktivnosti mladih na tkiva davaoca stanica. Nijedno
mladunce nije istovremeno tolerantno na oba kalema, Sto znali da
se obje vrste stanica ne mogu odrZati u limfatickom aparatu mla-
dih. Maj¢ine stanice su ipak“"povoljnije” za mlade, jer visoko to-

lerantne Stakore nalazimo samo na majCine kaleme.

¢/ Samo dio mladundadi, koja je visoko tolerantna na prvi
majcin kalem, trajnc prihvada i drugi kalem. Stoga se moZe pret-
postaviti da je u ove mladunéadi kimerizam stabilan i trajan.
Preostala mladuncad odbacuje ponovljeni kalem, iako je prvi ka-
lem i dalje ostao prihvaden. Ovaj nalaz tumadéi se mehanizmom a-

daptacije prvog kalema.
D. PATOLOSKE MANIFESTACIJE NA MLADUNCADI

a/ Navedeni postupci senzibilizacije majki, koZnim kalemima
i stanicama oca mladih, nisu doveli do spontanih abortusa, tj.
do odbacivanja fetusa kao alokalema. Pretpostavljamo da su isto-
vremeno prisutna humoralna protutijela sprijedila manifestiranje
reakcije specificno senzibiliziranih majéinih imunokompetentnih
stanica (staniénih protutijela), pa tako sprijedila i oStedéenja

u tom smislu.
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b/ I'ijedno mladune nije pokazivalo znakove KpD reakcije
( bolest krZljanja ), pa ni u sluéaju prijenosa majéinih stanica
koje su senzibilizirane na oéevu komponentu grade fetusa. Vjero-
jatno je fetus bio zaStiden istovremeno prenesenim humoralnim
pfbtutijelima, koja su mogla "prekriti™ antigene determinante,

protiv kojih bi reagirale senzibilizirane stanice.

¢/ Iako prenesene stanice nisu dovele de o3tedenja mladih, i-
pak su takva ofSteéenja nastala zbog humoralnih protutijela. UCes-
talost ovih oSteéenja bila je vrlc niska, pojavila su se samo u
2 legla. Pasivni prijenos protuseruma majke iz jednog od ovih le-
gala{grupa BH - 5.4. ), u drugu gravidnu majku, izazvac je istu
klinicku sliku sa fatalnim ishodom. Visoka razina hemaglutinina
u serumu ove majke ( titar 16 ) nije uzrok oStecenja mladih, jer
mladunc¢ad majke, koja je imala isto tako visoku razinu protuti-

jela, nije pokazivala znakove cStelenja.
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