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Presadivanje zubnih zametiaka
Stakora

Il ImunoloSka reakfivnost roditeljskog soja na kalem
zubnog zametka hibrida F,

D. ZAKLAN-KAVIC, A KASTELAN i |. MISE

Mnoga istraZzivanja koja se bave presadivanjem zuba, opisuju da presadeni
strani kalemi mogu prezivjeti, usprkos razli¢itim stupnjevima tkivne nepodu-
darnosti primaoca i davaoca (Cserepfalvi'). Medutim, podaci kojima se
to potkrepljuje, mahom se temelje na istrazivanjima u nevisokosrodnih sojeva
zivotinja, ukljuéujuéi i ovjeka. Uootrebom zivotinja kojih je geneti¢ka osnova
istraziva¢u nepoznata, tesko je procijeniti da li bi neuspjeh u presadivanju
trebalo pripisati geneti¢kim razlikama izmedu primaoca i davaoca, ili nekim
drugim faktorima. Buduéi da je razvoj transplantacijske reakcije na kalem zub-
nog zametka sloZeni problem, smatrali smo da je za nasa istrazivanja neophodna
upotreba visokosrodnih sojeva* Zivotinja s poznatom geneti¢kom osnovom. U
svojim smo dosada$njim pokusima pokazali da zubni zametak u singenim pri-
maocima** trajno (rezivi i dalje se razvija (Zaklan-Kavié isur?). Medu-
tim, zubni zametak, presaden preko »jake« barijere histokompatibilnosti (AgB),
soja Stakora VM i Y59, pobudio je razvoj snazne imunoloske reakcije (Z a-
klanKavic¢ i sur?). Pojavu smo objasnili time, $to jaki sustav tkivne
snosljivosti (AgB) u Stakora nadzire one antigene histokompatibilnosti, koje
uzrokuju najsnazniju imunolosku reakciju u alogenih primalaca***. Zbog toga
Zbog toga smo u ovom nasem radu odabrali model u kojem upotrebljavamo
dva visokosrodna soja $takora VM i Y59, odnosno njihove krizance prve filijalne
generacije kao davaoce, a roditeljski soj VM kao primaoce. Time smo osigurali
»povoljniju« sredinu za transplantirane kaleme. Naime, bududi da su geni histo-
kompatibilnosti kodominantni, krizanac Fi1 homozigotnih roditelja naslijedi po

* Visokosrodni soj zivoiinja cdobiva se uzastopnim srodivanjem, tj. parenjem brat-sestra. Pripadnici takvog
soja geneti¢ki su gotovo identiéni.

** Pripadnici visokosrodnog soja, koji su geneti¢ki potpuno identi¢ni (npr. jednojajéani blizanci).

**% Pripadnici razli¢itih sojeva iste vrste.
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jedan potpun niz gena od svakog roditelja. Zbog toga krizanac Fi generacije
podnosi kalem obaju roditelja, ali ako se kalem hibrida presadi na bilo koji od
roditeljskih sojeva, on biva odbaden. To se zbiva zbog toga, $to se reakcija
odbacivanja razvija zbog prisutncsti antigena drugog roditeljskog soja.

U pokusima $to ih opisuju Lindert (1961). te Guttman i sur?
(1969), presadujudi bubreg i ovarij $takora, ustanovljeno je da roditeljski soj
mnogo bolje tolerira kalem kriZzanaca, nego alogeni kalem, dok je kalem koze
u obje kombinacije, alogenoj i semialogenoj, odbacivan istovremeno. Stoga
autori pretpostavljaju da kalemi bubrega i ovarija posjeduju slabiju antigeni¢-
nost u usporedbi s kozom.

Ako pretpostavimo da su zubi slabo antigeni¢ni, $to istice vecina autora
(lvanyi i Vacek®, Ivanyii, Sharav i sur® Weinreb i sur.l?),
moglo bi se olekivati da ce i kalemi zubnih zametaka u ovakvom eksperimen-
talnom modelu dulje preZivjeti, nego oni iz ¢iste alogene kombinacije.

Ovim pokusima Zeljeli smo dobiti bolji uvid u mehanizam imunoloske
reaktivnosti na kaleme zubnih zametaka, a posebno nas je zanimalo pronalaZe-
nje modela, koji bi mogao posluziti za studiju kroni¢nog procesa odbacivanija
zubnih kalema.

MATERIJAL | METODE

Pokusne zivotinje

Upotrebljavali smo Stakore visokorodnih sojeva Y59 i VM, koji su bili
uzgojeni u Zavodu za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matemati¢kog fakulte-
ta u Zagrebu. Soj Y59 ima alel »c«, a soj VM alel »w« na lokusu histokompati-
bilnosti Agb (H-1) (Stark i Hauptfeld®). Sparivanjem Zenki VM i
muzjaka 559 dobili smo kriZzance (VMxY59)F1, koje ¢emo u daljnjim razlaganji-
ma obiljezavati (VY59)F1.

Tablica 1 prikazuje vrijeme prezivljavanja koznih kalema u tih Zivotinja.

1o o
Davalac Primalac S Bes5T 852
— g 0w 0 © C T © C
°w 9T3F BB T
M55 0o >0— &0
VM Y59 10 8 7—9
(VY59)F1 Y59 10 8 7—9

Tab. 1. Vrijeme preZivljavanja koznih kalema
izmijenjenih izmedu S$takora soja VM i Y59 i
krizanaca (VY59)F1 i Y59.

Primaoci zubnih zametaka bile su Zenke soja Y59, u dobi od 4 do 6 mjese-

ci, teske 180 do 220 grama. Zubne zametke smo uzimali od kriZanaca (VY59)
Fi u dobi od deset dana nakon okota.
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Davaoce smo Zrtvovali stavljajuéi ih u eter. Zametke smo vadili tako, da
smo prerezali kozu i misi¢je lica, uvukavsi jedan krak $karica u usnu 3upljinu.
Nakon toga smo napravili rez po hrptu ¢eljusnog grebena i odljustili mukoperi-
ost. Zametke smo oprezno nadigli zubnim ekskavatorom, pazedi da ih ne odteti-
mo. Drzali smo ih do presadivanja u Henksovoj otopini, na sobnoj tem-
peraturi, a ne dulje od 10 minuta. Svaki primalac je dobio po &etiri zubna za-
metka. Prve kutnjake smo (oresadili pod bubreznu kapsulu, a druge u potkozno
tkivo aksile (sl. 1).

nakon okota. D — dentin, C — caklina, A —
ameloblasti, P — pulpa, O — odontoblasti,
HM — Hertwigova membrana. Strelice oznacuju

mjesto bududeg stvaranja korijena.

v

Priprema histolo$kih preparata i nadcin
procjene ishoda transplantacije

Komadiée potkoznog tkiva i izvadene bubrege s transplantiranim zubima
odstranjivali smo u odredenim razmacima i stavljali u formalin da se fiksiraju
24 do 36 sati. Nakon dekalcinacije i smrzavanja, preparate smo rezali u rezove
debljine 4 mikrona, te bojadisali hemalaun-eozinom.

Nastanak i tijek transplantacijske reakcije pratili smo na histolo$kim pre-
paratima, a stupanj razvoja imunoloske reakcije ocjenjivali smo prema opsegu
infiltracije kalema mononuklearnim stanicama te stupnju vitalnosti kalema.
Pratili smo morfoloski izgled ipulpnog tkiva, stanje odontoblasta te novostvore
ni predentin i dentin.

REZULTATI

Kaleme smo uzimali 3, 4, 5, 6, 7,9, 11, 14, 16. i 21. dana nakon presadiva-
nja, a zatim svakih sedam dana do stotog dana. Od 100. do 200. dana, kaleme
smo odstranjivali u razmacima od po 25 dana. Sedamdeset kalema, koji su bili
presadeni pod bubreznom kapsulom i sedamdeset tri kalema iz potkoznog tkiva
aksile obradili smo histolo$ki. Histoloske analize pokazuju, da treceg i Cetvrtog
dana nakon presadivanja, nije bilo infiltracije okoline kalema, kao ni samog ka-
lema, mononuklearnim stanicama, premda su kalemi pokazivali upalne pro-
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mjene. Stanice pulpe promijenile su normalan oblik; tioi¢ne trokutaste i vre-
tenaste stanice poprimile su okrugli i ovalni oblik. Odontoblasti su samo mjesti-
mice pravilno u nizu pcredani uz periferiju pulpe, dok na nekim mjestima ne-
dostaju, a pokazuju degenerativne promjene s piknoti¢kim jezgrama.

Sl. 2. Zametak prvog kutnjaka 7 dana nakon presadivanja u semialogenog primaoca (x 50). Vide se
veée nakupine mononuklearnih stanica u okolnom tkivu kalema. Pulpno tkivo (P) je hiperemicno, s

prosirenim lumenima krvnih Zila. D — dentin, C — caklina, G — granulacijsko tkivo, B — bubrezno
tkivo. — SI. 3. Uvedani detalj slike 2 (x 130). U okolnom tkivu zametka izrazena jaka infiltracija
mononuklearnim stanicama. P — pulpa, D — dentin, C — caklina, O — odontoblasti. — SI. 4.

Pulpa drugog kutnjaka 9 dana nakon presadivanja u semialogenog primaoca (x 100). Imunoloska
reakcija je u potpunosti razvijena, $to se vidi iz guste infiltracije pulpe (P) mononuklearnim stani-
cama. D — dentin, C — caklina.

Petog dana nakon presadivanja primjecuje se slaba infiltracija mononukle-
arnim stanicama ckoline kalema i korijenskog dijela zametka. Sestog i sedmog
dana (sl. 2 i 3) ta je infiltracija izrazitija, da bi devetog dana nakon transplan-
tacije gusto prozela ¢itavo pulpno tkivo (sl. 4).

Cetrnaestog dana nakon presadivanja (sl. 5) mononukleari su prorijedani,
osobito u predjelu prema vrhu pulpne komorice, §to je takoder osobito izraten
u kalema 21. dana nakon transplantacije.

Prateci izgled histolo$kih preparata do 28. dana nakon presadivanja, vidi-
mo da je nakon pocetne upale uslijedila djelomi¢na nekroza stani¢nih elemena-
ta pulpe, s krajnim gubitkom normalne strukture sadrZaja pulpne komacrice
(sl. 6 i 7). Fibroblasta i odontoblasta gotovo da i nema, tako da do izraZaja

Sl. 5. Zametak drugog kutnjaka 14 dana nakon presadivanja u semialogenog primaoca (x 40).

Transplantacijska reakcija je u opadanju, celularnost pulpe (P) smanjena. D — dentin, C —

caklina. — SlI. 6. Kalem drugog kutnjaka 28 dana nakon presadivanja u semialogenog primaoca

(x 40). Celularnost pulpe (P) znatno smanjena. Vede nakupine mononuklearnih stanica isticu se

u perivaskularnim podru¢jima. D — dentin, C — caklina. — SI. 7. Uvedani detalj slike 6 (x 100).
P — pulpa, D — dentin.
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dolaze vezivni snopiéi, a izmedu njih rasprsene mononuklearne stanice. Mono-
nuklearne stanice su gus$ce poredane oko lumena krvnih zila (sl. 7). Oskudna
depozicija dentinskog matriksa zapodinje devetog dana nakon presadivanja. Naj-
aktivnije podrucje je predio prema korijenu zuba. Supstancija odlozena tijekom
drugog postaperativnog tjedna bila je nepravilna, s ukljucenjima stanica u lakune
(osteodentin sl. 8). Linija u dentinu koja se tamnije boji predstavlja granicu
izmedu pre- i postoperativno stvorenog dentina (kalciotraumatska linija). U
kasnijim razdobljima nakon presadivanja, u pojedinih zuba osteodentin zauzima
veca podruéja pulpne komorice (sl. 9).

Sl. 8. Dio pulpe i dentina drugog kutnjaka 16 dana nakon transplantacije u semialogenog primaoca
(x200). CI — kalciotraumatska linija dijeli preoperativni od postoperativno stvorenog dentina.
D — dentin, P — pulpa. — SI. 9. Kalem prvog kutnjaka 150 dana nakon presadivanja u semi-
alogenog primaoca (x 70). Pulpna komorica mjestimice prozeta osteoidnim tkivom (OS). P — pulpa,
D — dentin, C — caklina. — SI. 10. Kalem drugog kutnjaka 100 dana nakon transplantacije u
semialogenog primaoca (x 40). Morfoloska diferencijacija zametka obustavljana, pulpa (P) atrofi¢na,

a pulpnu komoricu ispunjaju snopiéi vezivnih niti i mononuklearne stanice. D
klina, B — bubrezno tkivo.

dentin, C — ca-

Od 28. do 200. dana nakon presadivanja, kalemi pokazuju podjednaku
histolosku sliku s neznatnim razli¢itostima (sl. 10). Stani¢nih elemenata pulpe
nema, ili su veoma oskudni, a do izrazaja dolaze gusée ili rjede poredani vezivni
snopici, a izmedu njih nakupine mononuklearnih stanica. Oskudne naslage den-
tina javljaju se samo u nekih kalema, tako da se o rastu korijena ne moze go-
voriti, kao ni o stvaranju cementa i parodontalnog ligamenta. Tvrda zubna tki-
va, koja su postojala prije presadivanja, odrzala su se gotovo nepromijenjena
do kraja pokusa.

RASPRAVA

Rezultati ovog rada pokazuju da je kalem zubnog zametka presaden u se-
mialogenoj kombinaciji, tj. izmedu soja (VY59) Fi i primaoca roditeljskog soja
(Y59), pokazivao rane znakove odbacivanja.

Ubrzo nakon presadivanja, razvila se nesoecifi¢na upala, a ve¢ petog dana
uolen je poletak razvoja transplantacijske reakcije. Infiltracija mononuklear-
nim stanicama, koja je petog dana bila vidljiva u okolini kalema, Sestog i sed-
mog dana proteZe se i na pulpno tkivo kalema, da bi devetog i desetog dana
nakon presadivanja dostigla svoj maksimum. Cetrnaestog dana nakon presadi-

123



vanja, imunoloska reakcija je u opadanju, §to se vidi iz slabije infiltracije mono-
nuklearima, kako okoline tako i pulpnog tkiva kalema. Gusée nakupine limfo-
cita postoje jo§ oko lumena krvnih Zila.

Tijekom prvih triju tjedana nakon transplantacije, kalem je pretrpio veéa
odtecenja, a do nove organizacije mekih tkiva zametka nije doslo. Dvadeset i
prvog dana nakon presadivanija, celularnost pulpe je toliko smanjena, da se vide
samo mononuklearne stanice, rasprSene po Citavoj pulpnoj komorici, s nesto
opseznijim nakupinama tih stanica oko lumena krvnih Zila te snopiéi vezivno
tkivnih niti. Razvojem imunoloske reakcije, doslo je do propadanja gotovo svih
mekih struktura kalema.

Usporedimo li na histoloskim preparatima skupine semialogenih transplan-
tata s odgovaraju¢im singenim kalemima (Zaklan-Kavid i sur’) u odrede-
nim postoperativnim vremenskim razdobljima, razlike su veoma uoéljive. Hete-
rotopicki presadeni singeni kalemi, nakon kratkog perioda prilagodivanija, na-
stavljaju razvojem u primaocu. Ti kalemi pokazuju morfolo$ki normalnu pulpu,
s kontinuiranim slojem odontoblasta, stvaraju tubulatni dentin i razvijaju ko-
rijen, s cementom i parodontalnim ligamentom. Heterotopicki kalemljeni zamec
u semialogenoj kombinaciji, medutim, induciraju jaku imunolosku reakciju,
koja uniStava gotovo sve meko tkivo kalema, tako da je daljnja morfologka di-
ferencijacija zametka zaustavljena, ili znatno poremedena.

Rezultati ovog rada pokazuju, nadalje, da je razvoj imunoloske reakcije na
kaleme zubnih zametaka nesto slabiji, nego u kombinaciji ¢istih sojeva (aloge-
noj kombinaciji). Razlika je u vremenu nastupa imunoloske reakcije, kao i u
daljnjem tijeku morfoloske diferencijacije zametka. U semialogenoj kombinaciji,
infiltracija mononuklearima pocinje kasnije, a opada ne$to ranije nego u aloge-
noj kombinaciji. Ipak, pokus semialogene transplantacije nije ispunio nasa
olekivanja, jer je odumiranje mekih tkiva kalema bio akutan, a nikako kroni-
¢an proces. Vrijeme nastupa imunoloske reakcije, kao i njezina jacina, vjerojat-
no su u prvom redu odraz imunoloske razlike izmedu primaoca i davaoca zame-
taka. Poznato je da je proliferacija mononuklearnih stanica unutar kalema v
razli¢itim kombinacijama sojeva kvantitativna (Guttman i sur.?). Kozni ka-
lemi, koje smo presadili semialogenim i alogenim primaocima, bili su odbaci-
vani istovremeno. Prema tomu, ¢ini se da bi imunoloSka reakcija na kaleme zub-
nih zametaka bila nesto blaza nego na kozne kaleme. PreZivljavanje koZe ne mo-
ra biti mjerilo i za prezivljavanje drugih tkiva i organa. Razlika u jadini imuno-
loske reakcije moze biti rezultat vede koncentracije antigena koze u odnosu na
druga tkiva (Grittes i sur.), razlike u brzini imunizacije kozom i drugim
tkivima (Hume i EgdahI®), razlike u krvnom optoku, limfnoj drenaZi te
regenerativnoj sposobnosti odredenih tkiva (Devlin i Ramm®).

Ovim smo pokusima pokazali da tvrdnje Ivanyija i Vaceka®
(1964), Ivanyija™ (1965), Weinreba i sur (1968),te Sharava i
sur® (1969) o slaboj antigeniénosti zubnih tkiva nisu u suglasnosti s na$im
rezultatima. Za sada nema pouzdanih podataka da su zubi uistinu slabije anti-
genicni od vedine ostalog tkiva. Tome u prilog govore i opazanja Reviere
i sur (1971), te Kleina® (1971), koji izvjeStavaju da presadeni zubni za-
meci u miSeva pobuduju snaznu imunolodku reakciju. Sto vise, isti autori iznose
da i presadivanje zametaka u Zivotinja, koje su se razlikovale samo u nekoliko
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lokusa tkivne snodljivosti, dovode do o$te¢enja kalema i prestanka njegova dalj-
njeg rasta.

U zaklju¢ku mozemo redi, da zubni zametak, koji se presadi u semialoge-
nog primaoca, pobuduje relativno snazne imunoloske reakcije. Kalemi su poka-
zivali jaku infiltraciju mononuklearnim stanicama, a njihov daljnji rast bio je
ili sasvim zaustavljen ili pak znatno poremecen.*

Sazetak

U radu smo ispitivali razvoj imunologke reakcije na kaleme zubnih zametaka u visokosrodnih
sojeva Zivotinja, u kojih se odbacivanje tkiva i organa odvija odredenim redoslijedom. U ovim ekspe-
rimentima, davaoci kalema su bili hibridi prve filijalne generacije (VMxY59) F1, a primaoci kalema
roditeljski soj Y59, koji su se razlikovali u jakom histokompatibilnom lokusu AgB (H-1). Zubne
zametke prvih i drugih kutnjaka deset dana starih $takora presadivali smo u potkozno tkivo aksile i
i pod bubreznu kapsulu odraslih Zenki. Kaleme smo odstranjivali u razli¢itim vremenskim razmacima,
potevsi od 3. do 200. dana nakon presadivanja i histoloski smo ih analizirali. Stupanj Jrazvoja imuno-
lotke reakcije ocjenjivali smo prema gustodi infiltracije mononuklearnim stanicama te vitalnosti i
daljnjoj diferencijaciji zubnih zametaka.

Rezultati su pokazali, da su kalemi pokazivali razli¢ite stupnjeve odbacivanja, ovisno o vremenu
koje je proglo nakon transplantacije. Daljnji je razvoj zubnih zametaka bio ozbiljno poremecen, ili
potpuno zaustavljen.

Summary

TOOTH GERM TRANSPLANTATION IN RATS
11l IMMUNOLOGICAL ACTIVITY OF THE PARENTAL STRAIN
ON THE TOOTH GERM GRAFT OF Fi HYBRID

The purpose of this paper is to study allograft immune reaction using the model of tooth germ
transplantation between highly inbred strain of rats, where rejection proceeds at a relatively uniform
rate. The experiments were carried out in inbred rats of the Y59 and VM strain combinations differing
in their major histocompatibility system (AgB). A strong unilateral histocompatibility barrier was
made using F1 hybrid grafts to a parental strain. The donors of the tooth germs were 10-day old rats,
and recipients were adult female rats. Germs of the first and second molar tooth dissected from the
uper and lower jaw were transplanted into the subcutaneous tissue of the axilla, and beneath the renal
capsula. The grafts were removed at different intervals from 3 to 200 days after transplantation and
examined histologically. The transplants were evaluated according to infiltration of the grafts with
mononuclear cells, and the viability and further development of the tooth germs.

The results revealed that the grafts showed various signs of rejection at each of the experimen-
tal period. Further development of the tooth germs was seriously impaired or completely arrested.

Zusammenfassung

DIE UBERPFLANZUNG DER ZAHNKEIME VON RATTEN
I11. DIE IMMUNOLOGISCHE REAKTIVITAT DES ELTERNSTAMMES
AUF PELZLINGE DER ZAHNKEIME BEI HYBRIDEN Fi

In dieser Arbeit wurde die Entwicklung der immunologischen Reaktion auf Pelzlinge der Zahn-
keime bei engvervandten Tierarten bei denen sich die Ausstossung der Gewebe und Organe in
einer bestimmten Folge entwickelt, untersucht. Die Pelzlingspender waren Hybride der ersten Tochter-
generation (VMxY59) F1, der Empfanger ein Elternstamm von Y59, welche sich nach starkem histo-
kompatibilen Lokus AgB unterschieden (H-1).

* Ovaj rad je financirao Republi¢ki savjet za nauéni rac SR Hrvatske, br. IX/14, kao i Klini¢ki bolni¢ki
centar u Zagrebu.

125




liale Gewebe der Achselhéhle und unter die
Die Pelzlinge wurden in verschiedenen Zeitabstinden vom dritten bis 200-sten Tag

Zahnkeime der ersten und zweiten Mahlzdhne von 10 Tage alten Ratten wurden in das subepithe-

Nierenkapseln

erwachsener  Weibchen eingepflanzt.

nach der Uber-

pflanzung entfernt und histologisch untersucht. Der Grad der immunologischen Reaktion wurde nach

der Dichte der Infiltration mit mononukledren Zellen bewertet, ausserdem nach der

weiterer Differenzierung der Zahnkeime.

Vitalitat  und

Die Resultate zeigen dass die Pelzlinge verschiedene Grade der Ausstossung aufwiesen, abhingig
von der Zeitspanne nach der Transplantation. Die weitere Entwicklung der Zahnkeime war ernstlich
gefdhrdet oder véllig verhindert.
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