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Zubnim tkivom

D. ZAKLAN-KAVIC i I. BASIC

DosadaSnja istrazivanja imunogeni¢nosti zuba pokazuju da alogenié¢an zubni
transplantat pobuduje razvoj imunoloske reakcije u primaocu (Klein i Seco-
sky',Reviere i Hildemann? ZaklanKavié i sur?). Cini se da pre-
sudnu ulogu u procesu odbacivanja transplantata zuba imaju stanice, jer su trans-
plantati infiltrirani limfocitima, plazma stanicama i makrofazima (Ivany i
Klein®). U Zivotinja imuniziranih zubnim tkivima pojavijuju se limfoblasti u lim-
fnim &vorovima (Haley i Costich?), a transplantat alogeni¢ne koze ove od-
bacuje sekundarnom reakcijom (Bartlett i Reade’, ZaklanKavié i
sur.8). Ovo pokazuje da odbacivanju zubnih transplantata posreduje reakcija sta-
nicnog tipa. Kardos i Heslop?, Mincer i Jennings?® medutim,
izvjeSéuju o stvaranju humoralnih protutijela, nakon transplantacije alogeni¢nog
transplantata zuba. U ovom smo radu ispitivali citotoksic¢ki ucinak limfatickih sta-
nica Stakora imuniziranih zubnim tkivima na zubne zametke in vitro, da bismo po-
blize utvrdili ulogu stani¢ne imunosti u procesu odbacivanja zubnih transplanta-
ta.

MATERIJAL I METODE

Zivotinje. Upotrijebili smo Stakore visokosrodnih sojeva Y59 i VM, koji
se medusobno razlikuju u jakom sustavu tkivne snosljivosti AgB (Stark i
Hauptfeld!). Davaoci zubnih zametaka su bili takori u dobi od 10 dana, a
primaoci Stakori stani oko 3 mjeseca. Transplantirali smo zametke kutnjaka uzetih
iz gornje i donje €eljusti.

Imunizacija. Stakore soja YU59 smo imunizirali zubnim zamecima Sta-
kora soja VM na slijedeéi nagin: &etini zubna zametka presadili smo pod bubreZnu
kapsulu, a Sestog i Cetrnaesteg dana nakon prvog presadivanja, istim smo Zivoti-
njama presadili po Cetiri zametka u potkoZje pazuha, da bismo deset dana nakon
posljednje imunizacije, zivotinje usmrtili i od njihovih slezena pripravili suspenziju
stanica.
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Drugu smo skupinu §takora imunizirali alogeni¢nom koZzom i stanicama sle-

zene. Stakorima soja Y59 smo presadili kozu soja VM, a sedmog dana nakon 3to
je koZa odbaCena, istim smo Zivotinjama u trbudnu Supljinu ustrcali 2 puta po
5X 107 stanica slezene soja VM, u razmaku od 7 dana. Zivotinje smo usmrtili de-
setog dana nakon posljednje imunizacije, i od njihovih slezena pripravili suspenzi-
ju stanica.

Priprema suspenzije stanica slezene. Slezene smo isje-
ckali, protisnuli kroz najlonsku mrezicu i rasprsili u mediju 199 (Imunolo§ki
institut, Zagreb). Dobivene suspenzije smo isprali u mediju trokratnim
centrifugiranjem po 10 minuta. Broj stanica u suspenziji odredili smo u hemacito-
metru. Testom iskljuCenja tripanskog modrila odredili smo varijabilnost stanica,
koja je bila 90%.

PLAN POKUSA

UPetrijeve posudice promjera 100 mm, koje su sadrzavale 20 ml medija
199 s dodatkom standardne antibiotske mjeSavine i 10% swjeZeg singeni¢nog se-
ruma, stavili smo 18 swjeze izvadenih zubnih zametaka Stakora soja VM (sl. 1).

pripremljena suspenzija stanica
Petrijeva Salica

sa susp., stanica
N slezene (inkuba-

tor 24 'ili 96 sati.

M~
™M - VM

Sl. 1. Shematski prikaz plana pokusa.

Nakontoga, Pe trijeve smo posudice podijelili u tri skupine. Prvoj smo skupini
dodali-'12%10%/ml stanica slezene &takora imuniziranih zubnim zamecima, drugoj
skupini stanice slezena Stakora imuniziranih koZom i stanicama slezene, a u trecoj
skupini’-smo imali Pe'trijeve posudice bez dodatka limfatiénih stanica, ili s
dodatkom singeniénih, odnosno alogeniénih stanica slezene neimuniziranih Zivoti- i
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nja. Petrijeve posudice smo zatim inkubirali 24 ili 96 sati, na temperaturi od
37°C, u vlaznoj atmosferi s 10% prototnog CO:. Nakon inkubacije, zametke smo
isprali medijem 199 i presadili ih pod bubreZnu kapsulu singeni¢nih primalaca.-Pri-
maoce zametaka smo usmrtili 7, 14, 21, 28. ili 35. dana nakon presadivanja i od-
stranili im transplantate, koje smo standardnom metodom (Zaklan-Kavié i
s u r.12) pripravili za histoloSku analizu. Histolo$ki smo analizirali morfoloski izgled
pulpnog tkiva, stanje odontoblasta, stupanj i svojstva novonastalog dentina i razvi-
tak korijena pa ih usporedivali s istim parametrima u transplantata zubnih zame-
taka presadenih u singeni¢ne primaoce neposredno nakon vadenja (ZaklanK a-
vié i sur.t?). Dobiveni podaci su rezultat analize Cetiriju uzoraka po svakom
vremenskom intervalu.

REZULTATI

Transplantati inkubirani 24 sata stanicama slezene $takora imuniziranih zubnim
zamecima, a odstranjeni 7. dana nakon presadivanja, pokazivali su razliite stupnje-
ve degeneracije. Stanice zubne pulpe su veéim dijelom bile razorene, a preostalo
tkivo pulpne komorice je bilo proZeto nakupinama mononuklearnih stanica. Vidio
se samo poneki odontoblast, koji je, iako degeneriran, stvorio ne$to nepravilnog
dentina u korijenskom dijelu zuba (sl. 2). Pulpe zubnih zametaka, koji su bili prije
presadivanja inkubirani 96 sati, mahom su nekrotizirale. Odontoblasti se nisu vidje-
li, a dentin se nije odlagao (sl. 3). Transplantati izvadeni 14. dana nakon presadi-

2 3

Sl. 2. Dio transplantata zubnog zametka 7. dana nakon presadi-
vanja u singeniénog primaoca (x 100). Zametak smo prije presa-
divanja inkubirali 24 sata stanicama slezene Stakora imuniziranih
zubnim zamecima. — Sl. 3. Transplantat zubnog zametka 7. dana
nakon presadivanja (x 50). Zametak smo prije presadivanja in-
kubirali 96 sati stanicama slezene &Stakora imuniziranih zubnim
> zamecima.

vanja pokazivali su jednaku histolosku sliku u skupini inkubiranih zametaka od 24
i 96 sati. Tkivo pulpne komorice je bilo atrofiéno, a od stanica se vidio samo poneki
limfocit. Dentin se nije odlagao, kako u koronarnom, tako ni u korijenskom dijelu
zuba (sl. 4). Zameci odstranjeni 21, 28.i 35. dana nakon presadivanja, imali su sli¢na
‘histolodka obiljezja, pulpa im jje bila atrofi¢na (sl. 5 i 6), odontoblasti nisu regene-
rirali, postoperativnog dentina nije bilo, a preoperativni je na nekim mjestima po-
kazivao lakunarnu resorpciju (sl. 6).
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Histolo8ki nalazi transplantata inkubiranih prije presadivanja stanicama sle-
zene Stakora imuniziranih kozom i stanicama slezene, pokazivali su sli¢nosti s na-
lazima transplantata inkubiranih stanicama slezene Zivotinja imuniziranih zubnim
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Sl. 4. Transplantat zubnog zametka 14. dana nakon presadivanja
(x 50). Zametak smo prije presadivanja inkubirali 24 sata stani-
cama slezene &takora imuniziranih zubnim zamecima. — SI. 5.
Transplantat zubnog zametka 21. dana nakon presadivanja
(x 100). Zametak smo prije presadivanja inkubirali 96 sati sta-
nicama slezene $takora imuniziranih zubnim zamecima.

zamecima. Sedmog dana nakon presadivanja, pulpe svih transplantiranih zubnih
zametaka su bile razorene, bez obzira na vrijeme inkubacije. Pulpne komorice su
bile ispunjene jedino rijetkim vezivnim tkivom i po kojom mononuklearnom stani-
com (sl. 7). Transplantati, odstranjeni 14, 21, 28. i 35. dana nakon presadivanja, po-
kazivali su sli¢nu histoloSku sliku, s tom razlikom da je bubrezno tkivo infiltriralo
u pulpnu komoricu (sl. 8).

6 7
Sl. 6. Tranplantat zubnog zametka 28. dana nakon presadivanja
(x 50). Zametak smo prije presadivanja inkubirali 24 sata stani-
cama slezene &takora imuniziranih zubnim zamecima. — Sl. 7.
Dio transplantata zubnog zametka 7. dana nakon presadivanja
(x 100). Zametak smo prije presadivanja inkubirali 24 sata stani-
cama slezene §takora imuniziranih koZom i stanicama slezene.

Transplantati inkubirani stanicama slezene neimuniziranih alogeni¢nih ili sin-
geniénih Stakora, ili bez stanica, prihvacali su se i dalje diferencirali nakon presa-
divanja u singeni¢ne primaoce, bez obzira na vrijeme inkubacije. Sedmog dana na-
kon presadivanja, u pulpi transplantata se vidjela nespecificna upala, s edema-
toznim i piknotiénim fibroblastima (sl. 9). Odontoblasti nisu bili svuda u pravilnom
nizu na periferiji pulpe i pokazivali su izvjesne degenerativne promjene. Stanice
pulpe su-bile prorijedene u gornjim i sredi§njim predjelima pulpne komorice, a pre-
ma korijenskom dijelu su bile guSée. Dentin se odlagao u korijenskom dijelu za-
metaka, mahom je bio nepravilna oblika, s ukljuéenim odontoblastima (sl. 9). Cetr-
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naestog dana nakon transplantacije, pulpno tkivo, premda jo$ lagano hiperemicno,
postajalo je bogato stanicama. Odontoblasti su bili pravilno poredani, a oblik im je
ponovno bio tapi¢ast. Novi dentin se obilno odlagao, kako u koronarnom tako i u

8 9
Sl. 8. Transplantat zubnog zametka 28. dana nakon pre-
sadivanja (x 80). Zametak smo prije presadivanja inkubi-
rali 96 sati stanicama slezene Stakora imuniziranih kozom
i stanicama slezene. — Sl. 9. Transplantat zubnog zametka
7. dana nakon presadivanja (x 60). Zametak smo prije pre-
sadivanja inkubirali 24 sata singeninim stanicama slezene.

korijenskom dijelu zuba (sl. 10). Rast i diferencijacija svih presadenih zametaka
su se dalje nastavljali, $to se osobito dobro vidjelo u zametaka uzetih u obradu 28.
i 35. dana nakon presadivanja (sl. 11).

10 11
Sl. 10. Transplantat zubnog zametka 14. dana nakon presadivanja
(x 50). Zametak smo prije presadivanja inkubirali 96 sati neimu-
nim alogeniénim stanicama slezene. — Sl. 11, Transplantat zub-
nog zametka 35. dana nakon presadivanja (x 50). Zametak smo
prije presadivanja inkubirali 96 sati u mediju 199.

RASPRAVA
Prikazani rezultati pokazuju da su stanice slezene Stakora imuniziranih zubnim

zamecima, kao i stanice slezene Zivotinja imuniziranih koZom i stanicama slezene,
citotoksiéne za zubne zametke in vitro.
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Ranije smo pokazali da se svjeze izvadeni zubni zameci prihvaéaju i rastu u
singeniénim primaocima (ZaklanKavié i sur.?), dok u alogeniénim pri-
maocima pobuduju razvoj imunoloSke reakcije, zbog ¢ega se odbacuju (Reviere
i Hildemann?). Reakcija odbacivanja je snazna, a posljedica je razvoja stanicne
imunosti na zubna tkiva (ZaklanKavié¢ i sur3 Reviere i sur.t?).Dasu
zaista imune stanice nosioci reakcije primaoca protiv zubnih tkiva pokazuju ova
istraZivanja, jer su meka tkiva zubnih zametaka razorena in vitro jedino u prisutnosti
stanica slezene imuniziranih Zivotinja. Zubni se zameci, nakon inkubacije imunim
stanicama te presadivanja u singeni¢ne primaoce, nisu prihvacali niti razvijali u
zrele zube. HistoloSka analiza odstranjenih transplantata pokazuje da su pulpe svih
zametaka nekrotizirale, a regeneracija stanica nije nastupila ni do 35. dana nakon
presadivanja. Ukoliko bi poneka stanica prezivjela u kulturi s imunim stanicama in
vitro, postojala bi moguénost da se nakon presadivanja inkubiranih zametaka u
singeni¢ne primaoce oporavi, a morfoloSka diferencijacija bar djelomitno nastavi.
Stoga ovi podaci pokazuju da je razaranje pulpe zubnih zametaka posljedica cito-
toksidkog ucinka stanica slezene Zivotinja imuniziranih zubnim tkivom, tijekom
izravnog doticaja u kulturi.

Stanice slezene Zivotinja imuniziranih zubnim tkivom podjednako su citotoksic-
ne za zubne zametke in vitro, kao i stanice slezene Stakora imuniziranih koZnim
transplantatom i limfatickim stanicama. To pokazuje da bi imuncgeni¢nost tkiva
zubnih zametaka mogla biti sliéna imunogeni¢nosti transplantata koze ili limfatickih
stanica.

S druge pak strane, rezultati pokusa, u kojima smo zubne zametke preopera-
tivno inkubirali alogeni¢nim stanicama slezene neimuniziranih Zivotinja i singenic-
nim stanicama slezene bez limfocita in vitro pokazuju da se svi zameci nakon
presadivanja u singeni¢ne primaoce prihvacaju i dalje razvijaju, bez obzira na tra-
janje inkubacije. Transplantati su u prvih sedam dana nakon presadivanja pokazivali
znakove nespecifine upale, ali je veé 14. dana nakon presadivanja pulpno tkivo
regeneriralo, a razvitak zametaka se nastavio odlaganjem-postoperativnog dentina
i osteodentina. Morfoloska diferencijacija zametaka nakon transplantacije ovisila
je o duZzini inkubacije in vitro; zameci inkubirani 96 sati imali su viSe nepravilnog
dentina u koronarnom dijelu zuba nego zameci inkubirani 24 sata.

Zakljuéno moZemo reéi, da stanice slezene §takora imuniziranih zubnim tki-
vom imaju citotoksitki uéinak na pulpno tkivo zametaka in vitro, a to pokazuje da
transplantati zubnih zametaka pobuduju razvoj stani¢ne imunoloSke reakcije u pri-
maocu.

Sazetak

Pratili smo citotoksiéni udinak limfatickih stanica slezene stakora imuniziranih zub-
nim tkivima na zubne zametke in vitro. Stakore soja Y59 smo imunizirali zubnim zamecima
ili koZom i stanicama slezene Stakora soja VM. Zubne zametke 10 dana starih Stakora so-
ja VM smo inkubirali in vitro stanicama slezene imuniziranih ili neimuniziranih Zivotinja 24
ili 96 sati, a zatim ih presadili u odrasle singeniéne primaoce. Presadene smo zametke
odstranjivali od 7. do 35. dana nakon presadivanja i histoloski analizirali. Stanice slezene
$takora imuniziranih zubnim zamecima ili koZom i stanicama slezene imale su podjednak
uinak na zubne zametke — tijekom inkubacije one su unistile pulpne stanice odgovorne
za rast zuba pa se zubni zameci presadeni u singeniéne primaoce nisu prihvacali niti dalje
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razvijali. Nasuprot tomu, zubni zameci inkubirani alogeniénim ili singeniénim stanicama sle-
zene neimuniziranih Zivotinja, kao i bez limfatickih stanica, nakon presadivanja normalno
su rasle i razvijale se u singeni¢nom primaocu. Rezultati pokazuju da transplantati zubnih
zametaka izazivaju razvoj stanitne imunoloske reakcije u primaocu.

Summary
IN VITRO SENSITIVITY OF TOOTH GERMS TO IMMUNE SPLEEN CELLS IN RATS

In vitro citotoxicity of immune spleen cells to tooth germs is described in this stu-
dy. Three-month-old inbred Y59 rats were immunized either with tooth germs or with
skin graft and spleen cells originated from VM rats. Tooth germs from 10-days-old VM
rats were incubated at 37°C in 10% CO: atmosphere with spleen cells from immunized or
nonimmunized animals. Following 24 or 96 hours’ incubation the tooth germs were trans-
planted under the kidney capsula of the syngeneic recipients. The recipients were killed
from 7 to 35 days after transplantation, grafts removed and histologicly analised. The
results showed that the soft tissue of the grafted tooth germs incubated with immunized
spleen cells undergo necrosis. All grafts become acellular within 14 days after transplan-
tation in syngeneic recipients and they did not recover until 35 days after transplantation.
On the other hand, the tooth germs incubated with allogeneic or syngeneic spleen cells
as well as those incubated with no presence of the lymphoid cels maintained their abi-
lity to recover, develop and differentiate in syngeneic recipient. This indicates that tooth
germs induce cellular immune response in allogeneic host and that the spleen cells of
these animals are capable of destroying soft tissue of the tooth germs when incubated
in vitro.

Zusammenfassung

DIE EMPFINDLICHKEIT DER ZAHNKEIME AUF MILZZELLEN VON RATTEN
DIE MIT ZAHNGEWEBE IMMUNISIERT WURDEN

Die zytotoxische Auswirkung von lymfatischen Zellen der Rattenmilz, welche mit
Zahngewebe auf Zahnkeime immunisiert waren, wurde in vitro beobachtet. Ratten vom
Stamm Y59 wurden mit Zahnkeimen immunisiert oder mit Haut und Milzzellen vom
Rattenstamm VM. Zahnkeime von 10 Tage alten Ratten vom Stamm VM wurden in vitro
durch 24 oder 96 Stunden mit Milzzellen immunisierter oder nicht immunisierter Tiere
inkubiert und nachher in erwachsene syngenische Empféanger Uberpflanzt. Die wberpflan-
zten Keime wurden in 7 bis 35 Tagen nach der Uberpflanzung entfernt und histologisch
untersucht. Die Zellen von Rattenmilz, welche mit Zahnkeimen oder mit Haut und Milzzel-
len immunisiert waren, hatten die gleiche Auswirkung auf Zahnkeime. Im Verlaufe der
Inkubation wurden die Pulpazellen, verantwortlich fiir das Zahnwachstum, vernichtet, so
das die in syngenische Empfanger liberpflanzten Zahnkeime weder angenommen noch sich
weiter entwickelt haben.

Dagegen haben sich Zahnkeime, inkubiert mit alogenischen oder syngenischen
Milzzellen von nicht immunisierten Tieren, auch ohne die Anwesenheit von lymfatischen
Zellen, nach der Uberpflanzung im syngenischen Empfanger normal weiter entwickelt.

Die Resultate zeigen dass Transplantate von Zahnkeimen die Entwicklung von
Zellimmunologischen Prozessen im Empfanger hervorrufen.
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