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Dosadašnja istraživanja im unogeničnosti zuba pokazuju da alogeničan zubni 
transp lan ta t pobuđuje razvoj im unološke reakcije u primaocu ( K l e i n  i S e c o- 
s k y 1, R e v i e r e  i H i I d e m a n  n2, Z a k l  a n-K a v  i ć i s u  r .3). Čini se da pre
sudnu ulogu u procesu odbacivanja transplantata zuba imaju stanice, je r su trans- 
plantati in filtr ira n i Iim foc itim a, plazma stanicama i makrofazima ( I v a n y  i 
K l e i n 5). U ž ivo tin ja  im uniziranih zubnim tk iv im a po jav lju ju  se lim fob lasti u lim 
fn im  čvorovim a { H a l e y  i C o s t i c  h6), a transp lan ta t alogenične kože ove od
bacuje sekundarnom reakcijom  ( B a r t l e t t  .i R e a d e7, Z a k l a  'n-K a v i ć i 
s u r.8). Ovo pokazuje da odbacivanju zubnih transplantata posreduje reakcija  sta
ničnog tipa. K a r d o s  i H e s l o p 9, M i n c e r  i J e n n i n g is10, m eđutim , 
izvješćuju o stvaranju bum oralnih p ro tu tije la , inakon transp lan tacije  alogeničnog 
transplantata zuba. U ovom smo radu Isp itiva li c ito toks iok i učimak lim fa tičk ih  sta
nica štakora im iin iz iran ih  zubnim tk iv im a na zubne zametke im v itro , da bismo po
bliže u tv rd ili ulogu stanične im unosti u procesu odbacivanja zubnih transp lanta
ta.

MATERIJAL I METODE

Ž i v o t i n j e .  U po trijeb ili smo štakore visokosrodnih sojeva Y59 i VM, koji 
se međusobno razliku ju u jakom sustavu tk ivne snoš ljivos ti AgB ( S t a r k  i 
H a u p t f e l d 11). Davaoci zubnih zametaka su b ili štakori u dobi od 10 dana, a 
prim aoci štakori stani oko 3 mjeseca. Transplanti-rali smo zametke kutnjaka uzetih 
iz gornje i .donje če lju s ti.

I m u n  i z a ć i  j a .  štakore soja YU59 smo im unizlra li zubnim zamecima šta
kora soja VM na s lijedeći način: če tiri zubna zametka presadili smo pod bubrežnu 
kapsuiu, a šestog i četrnaestog dana nakon prvog presađivanja, is tim  smo ž ivo ti
njama presadili po če tir i zametka u potkožje pazuha, da b ism o deset dana nakon 
posljednje im unizacije, ž ivo tin je  usm rtili i od njihovih slezena p rip rav ili suspenziju 
stanica.
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Drugu smo skupinu štakora im unizira li alogeničnom kožom i stanicama sle
zene. Štakorim a soja Y59 smo presadili kožu soja VM, a sedmog dana nakon što 
je koža odbačena, (istim smo životin jam a u trbušnu šup ljinu uštrca li 2 puta po 
5X107 stanica slezene soja VM, u razmaku od 7 dana. Ž ivo tin je  smo usm rtili de
setog dana nakon posljednje im unizacije, i od njihovih slezena p rip rav ili suspenzi
ju stanica.

P r ii p r e m a  s u s p e n z i j e  s t a n i c a  s l e z e n e .  Slezene smo is je 
ckah, p ro tisnu li kroz najlonsku mrežicu i rasprš ili u m ediju 199 ( I m u n o l o š k i  
i n s t i t u t ,  Z a g r e b ) .  Dobivene suspenzije smo ispra li u m ediju trokra tn im  
centrifug iran jem  po 10 minuta. Broj stanica u suspenziji odred ili smo u hem acito- 
metru. Testom isključenja  tripanskog m odrila odred ili smo va rijab ilnos t stanica, 
koja je  bila 90°/o.

PLAN POKUSA

U P e t  r i j e v e posuđice prom jera 100 mm, koje su sadržavale 20 ml medija 
199 s dodatkom standardne a n tib io tike  m ješavine i 10% svježeg singenionog se
ruma, stavilä smo 18 svježe izvađenih zubnih zametaka štakora soja VM (si. 1).

Nakon toga, P e t r i  j  e v e  smo posuđice p od ije lili u tr i skupine. Prvoj smo skupini 
dodali 12% 106/m l stanica slezene štakora imun izi ranih zubnim zamecima, drugoj 
skupini stan ice  slezena štakora im uniziranih kožom i stanicam a slezene, a u trećo j 
skupinii smo imali P e t r i j e v e  posuđice bez dodatka Iim fa tičn ih  stanica, ili s 
dodatkom singenionih, odnosno alogeničnih stanica slezene neim uniziranih ž ivo ti-
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nja. P e t  r i j e v e posudice smo zatim inkubi ral i 24 ili 96 sati, na tem peraturi od 
37°C, u vlažnoj a tm osferi s 10% protočnog CO2. (Nakon inkubacije, zametke smo 
ispra li m edijem  199 i presadili ih pod bubrežnu kapsulu s ingeničn ih  primalaca. -Pri
maoce zametaka smo usm rtili 7, 14, 21, 28. ili 35. dana nakon presađivanja ii od
s tran ili im transplantate, koje smo standardnom metodom (Z a k I a n-K a v  i ć i 
s u r.12) p rip rav ili za histo lošku analizu. H isto loški smo analiz ira li m orfo lošk i izgled 
pulpnog tkiva, stanje odontoblasta, stupanj i svojstva novonastalog dentina i razvi
tak  korijena pa ih uspoređivali <s is tim  'parametrima u transplantata zubnih zame
taka presađenih u singenične primaoce neposredno nakon vađenja ( Z a k l a n - K a -  
v i ć  i s u r . 12). Dobiveni podaci su rezu lta t analize č e tir iju  uzoraka po svakom 
vrem enskom  intervalu.

REZULTATI

Transplantati inkubirani 24 sata stanicama slezene štakora im uniziranih zubnim 
zamecima, a odstranjeni 7. dana nakon presađivanja, pokazivali su raz lič ite  s tupn je 
ve degeneracije. Stanice zubne pulpe su većim  d ije lom  bile  razorene, a preostalo 
tk ivo  pulpne kom orice je  b ilo prožeto nakupinama m ononukleam ih stanica. V idio 
se samo poneki odontoblast, /koji je , iako degeneriran, s tvo rio  nešto nepravilnog 
dentina u korijenskom  d ije lu  zuba (s i. 2). Pulpe zubnih zametaka, ikoji su ibili p rije  
presađivanja inkubirani 96 sati, mahom su nekrotiz ira le . Odontoblasti se nisu v id je 
li, a dentin se n ije  odlagao (si. 3). Transplantati izvađeni 14. dana nakon presađi-

Sl. 2. Dio transplantata zubnog zametka 7. dana nakon presađi
vanja u singeničnog primaoca (x 100). Zametak smo prije presa
đivanja linkubirali 24 sata stanicama slezene štakora imuniziranih 
zubnim zamecima. — SI. 3. Transplantat zubnog zametka 7. dana 
nakon presađivanja (x 50). Zametak smo prije presađivanja in- 
kubirali 96 sati stanicama slezene štakora imuniziranih zubnim 

zamecima.

vanja pokazivali su jednaku histo lošku sliku u skupini inkubiranih zametaka od 24 
i 96 sati. Tkivo pulpne komorice je b ilo a tro fično, a od stanica se v id io  samo poneki 
lim foc it. Dentin se nije  odlagao, kako u koronarnom, tako ni u korijenskom  d ije lu  
zuba (si. 4). Zameci odstranjeni 21, 28 .ii 35. dana nakon presađivanja, im ali su slična 
h isto loška obilježja, pulpa im  lje b ila  atrofična (si. 5 i 6), odontoblasti nisu regene
r ira li, postoperativnog dentina n ije  bilo, a preopera tivn i je  na nekim m jestim a po
kazivao lakunarnu resorpciju  (si. 6).
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H isto loški nalazi transplantata inkubiranih prije  presađivanja stanicama sle
zene štakora im uniziranih kožom i stanicama slezene, pokazivali su s ličnosti s na
lazima transplantata imkuibiranih stanicama slezene ž ivo tin ja  im uniziranih zubnim

SI. 4. Transplantat zubnog zametka 14. dana nakon presađivanja 
(x 50). Zametak smo prije presađivanja inkubirali 24 sata stani
cama slezene štakora imuniziranih zubnim zamecima. — SI. 5.
Transplantat zubnog zametka 21. dana nakon presađivanja 
(x 100). Zametak smo prije presađivanja imkubiraii 96 sati sta

nicama slezene štakora limuniziranih zubnim zamecima.

zamecima. Sedmog dana nakon presađivanja, pulpe svih transp lantiran ih  zubnih 
zametaka su bile razorene, bez obzira na vrijem e inkubacije. Pulpne kom orice su 
b ile  ispunjene jed ino  rije tk im  vezivnim  tk ivom  i po kojom m ononuklearnom  stan i
com (si. 7). Transplantat i, odstranjeni 14, 21, 28. i 35. dana nakon presađivanja, po
kazivali su sličnu h isto lošku sliku, s tom  razlikom  da je  bubrežno tk ivo  in filtr ira lo  
u pulpmu kom ori cu (si. 8).

SI. 6. Tranplantat zubnog zametka 28. dana nakon presađivanja 
(x 50). Zametak smo prije presađivanja inkubirali 24 sata stani
cama slezene štakora imuniziranih zubnim zamecima. — SI. 7.
Dio transplantata zubnog zametka 7. dana nakon presađivanja 
(x 100). Zametak smo prije presađivanja inkubirali 24 sata stani
cama slezene štakora imuniziranih kožom i stanicama slezene.

Transplantati inkuibirani stanicama slezene neim uniziranih alogenlčniih ili sin- 
geničnih štakora, ili bez stanica, prihvaćali su se i dalje d ife renc ira li nakon presa
đivanja u singenične prim aoce, bez obzira na vrijem e in'kubacijje. Sedmog dana na
kon presađivanja, u pulpi transplantata se v id je la  nespecifična upala, s eđema- 
toznim  i p iknotion im  fib rob lastim a (si. 9). O dontoblast i nisu b ili svuda u pravilnom  
nizu na p e rife r iji pulpe i pokazivali su izvjesne degenerativne prom jene. Stanice 
pulpe su-bile  prorijeđene u gorn jim  i s red išn jim  pred je lim a pulpne komorice, a pre
ma korijenskom  d ije lu  su b ile  gušće. Dentin se odlagao u korijenskom  d ije lu  za
metaka, mahom je b io nepravilna oblika, s uključenim  odontoblastim a (si. 9). Četr-
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T
naestog dana nakon transplantacije , pulpno tk ivo, premda još lagano h iperem ično, 
postajalo je  bogato stanicama. Odontoblasti su b ili pravilno poredani, a ob lik im je  
ponovno bio štapićast. Novi dentin se obilno odlagao, kako u koronarnom tako i u

SI. 8. Transplantat zubnog zametka 28. dana nakon pre
sađivanja (x 80). Zametak smo prije presađivanja inkubi- 
ralii 96 sati stan icama s lezene štakora i munizii rani h kožom 
i stanicama slezene. — SI. 9. Transplantat zubnog zametka
7. dana nakon presađivanja (x 60). Zametak smo prije pre
sađivanja inkubirali 24 sata singemičnim stanicama slezene.

korijenskom  d ije lu  zuiba (si. 10). Rast i d ife renc ijac ija  svih presađenih zametaka 
su se dalje nastavlja li, što se osobito dobro v id je lo  u zametaka uzetih u obradu 28. 
i 35. dana naikon presađivanja (si. 11).

10 11
SI. 10. Transplantat zubnog zametka 14. dana nakon presađivanja 
(x 50). Zameta^ smo prije presađivanja in kub i rali 96 sati neimu- 
nim alogenionim stanicama slezene. — SI. 11. Transplantat zub
nog zametka 35. dana nakon presađivanja (x 50). Zametak smo 

prije presađivanja inkubirali 96 sati u mediju 199.

RASPRAVA

Prikazani rezu lta ti pokazuju da  su stanice slezene štakora im uniziranih zubnim 
zamecima, kao i stanice slezene ž ivotin ja  im uniziranih kožom i stanicama slezene, 
c ito toks ične  za zubne zametke in v itro .
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Ranije smo pokazali da se svježe izvađeni zubni zameci prihvaćaju i rastu u 
singeničnim  prim aocim a (Z a k I a n-K a v i ć i s u r . 12), dok u alogeničnim  p ri
maocima pobuđuju razvoj imunološke reakcije, zbog čega se odbacuju ( R e v i e r e  
i H i I d e m a n n3). Reakcija odbacivanja je  snažna, a posljed ica je razvoja stanične 
im unosti na zubna tk iva  ( Z a k l a  n-K a v i ć i s u  r.3, R e v i e r e  i s u  r.13). Da su 
zaista imune stanice nosioci reakcije primaoca p ro tiv  zubnih tk iva  pokazuju ova 
istraživanja, je r su meka tk iva zubnih zametaka razorena in v itro  jed ino u prisu tnosti 
stanica slezene im uniziranih životin ja . Zubni se zameci, nakon inkubacije imunim  
stanicama te presađivanja u sin gen ione prim aoce, nisu prihvaćali n iti razvija li u 
zrele zube. H istološka analiza odstranjenih transplantata pokazuje da su pulpe svih 
zametaka nekrotiziirale, a regeneracija stanica nije nastupila  ni do 35. dana nakon 
presađivanja. Ukoliko bi poneka stanica preživ je la u ku ltu ri s im unim  stanicama in 
v itro , postojala bi mogućnost da se nakon presađivanja inkubiranih zametaka u 
singen ione primaoce oporavi, a m orfološka d ife renc ijac ija  bar d je lom ično nastavi. 
Stoga ovi podaci pokazuju da je  razaranje pulpe zubnih zametaka posljed ica cito- 
toksičkog učinka stanica slezene ž ivotin ja  im uniziranib zubnim tk ivom , tijekom  
izravnog doticaja u ku ltu ri.

Stanice slezene ž ivo tin ja  im uniziranih zubnim tk ivom  podjednako su c ito toks ič - 
ne za zubne zametke in v itro , kao i stanice slezene štakora im uniziranih kožnim 
transplantatom  i lim fa tičk im  stanicama. To pokazuje da bi imunogem čnost tk iva 
zubnih zametaka mogla b iti s lična im unogeničnosti transplantata kože ili lim fa tičk ih  
stanica.

S druge pak strane, rezultati pokusa, u ko jim a smo zubne zametke preopera- 
tivno inkubira li alogeničnim  stanicama slezene neim uniziranih ž ivotin ja  i s ingenič
nim stanicama slezene bez lim foc ita  in v itro  pokazuju da se svi zameci nakon 
presađivanja u singenične prim aoce prihvaćaju i dalje razvija ju , bez obzira na tra 
janje inkubacije. Transplantati su u prvih  sedam dana nakon presađivanja pokazivali 
znakove nespecifične upale, ali je  već 14. dana nakon presađivanja pulpno tk ivo  
regenerira lo, a razvitak zametaka se nastavio odlaganjem postoperativnog dentina 
i osteodentina. M orfo loška d ife renc ijac ija  zametaka nakon transp lan tacije  ovis ila  
je o dužini inkubacije  in v itro ; zameci inikubirani 96 sati im ali su v iše nepravilnog 
dentina u koronarnom  d ije lu  zuba nego zameci inkubirani 24 sata.

Zaključno možemo reći, da stanice slezene štakora im un iziran ih  zubnim tk i
vom Im aju c ito toks ičk i učinak na pulpno tk ivo  zametaka in v itro , a to pokazuje da 
transp lanta ti zubnih zametaka pobuđuju razvoj stanične im unološke reakcije u p ri
maocu.

Sažetak

Pratili smo citotoksični učinak limfatičkih stanica slezene štakora imuniziranih zub
nim tkivima na zubne zametke in vitro. Štakore soja Y59 smo imunizirali zubnim zamecima 
ili kožom i stanicama slezene štakora soja VM. Zubne zametke 10 dana starih štakora so
ja VM smo inkubirali in vitro stanicama slezene imuniziranih ili neimuniziranih životinja 24 
ili 96 sati, a zatim ih presadili u odrasle singenične primaoce. Presađene smo zametke 
odstranjivalii od 7. do 35. dana nakon presađivanja i histološki analizirali. Stanice slezene 
štakora imuniziranih zubnim zamecima ili kožom i stanicama slezene imale su podjednak 
učinak na zubne zametke — tijekom inkubacije one ,su uništile pulpne stanice odgovorne 
za rast zuba pa se zubni zameci presađeni u singenične primaoce nisu prihvaćali niti dalje
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razvijali. Nasuprot tomu, zubni zameci inkubirani alogeničnlm ili singeničnim stanicama sle
zene neimuniziranih životinja, kao i bez limfatičkih stanica, nakon presađivanja normalno 
su rasle i razvijale se u singemičnom primaocu. Rezultati pokazuju da transplantati zubnih 
zametaka izazivaju razvoj stanične imunološke reakcije u primaocu.

S u m m a r y

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% CO2 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 analiised. 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.

Z u s a m m e n f a s s u n g

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 Zahnkeimein immunisiert oder mit Haut und Miilzzellen 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 syngeniische Empfänger überpflanzt. Die überpflan
zten Keime wurden in 7 bis 35 Tagen nach der Überpflanzung entfernt und histologisch 
untersucht. Die Zellen von Rattenmiilz, welche mit Zahnkeimen oder mit Haut und Milzzel
len immunisiert waren, hatten die gleiche Auswirkung auf Zahnkeime, im Verlaufe der 
Inkubation wurden diie Pulpazellen, verantwortlich für das Zahnwachstum, vernichtet, so 
das die in syngenische Empfänger überpflanzten Zahnkeime weder angenommen noch sich 
weiter entwickelt haben.

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

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