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PREDGOVOR

Ovaj broj Scripta medica-e posvecen je tumorskoj imunologiji, i to
bazi¢nim istrazivanjima u okviru te oblasti. Tumorska imunologija doZivlja-
va intenzivan razvoj u posljednjih deset godina i stvara osnovu za klinicku
primjenu eksperimentalnih nalaza, tako da se zasluzeno izdvojila kao po-
sebna grana imunologije i po prvi put prosle godine bila obiljeZena Svje-
tskim kongresom iz oblasti imunoterapije karcinoma.

Na Zavodu za fiziologiju Medicinskog fakulteta u Banjoj Luci, veé 3.
godinu intenzivno radi Imunolo$ka grupa, koju ¢ine 13 mladih istraZivaca,
Cije su glavne preokupacije upravo iz oblasti bazi¢ne tumorske imunologije.
Za ovaj broj Scripta medica-e pripremljeni su radovi koji sa razlicitih aspe-
kata ispituju imuni odgovor na eksperimentalno izazvani maligni tumor kod
$takora, zatim probleme individualnih razlika u prijem¢ivosti eksperimenta-
Inih tumora, probleme inhibicije i blokade imunog odgovora na tumor, kao
i razli¢ite metode ispitivanja molekula vaznih u tumorskoj imunologiji. Pri-
sutna su i dva revijalna prikaza, jedan iz oblasti imunoterapije humanih
karcinoma, a drugi iz oblasti neuroimunologije, koja ima sve viSe dodirnih
taaka sa tumorskom imunologijom.

Svi radovi su eksperimentalno izvedeni na Zavodu za fiziologiju Medi-
cinskog fakulteta u Banjoj Luci. Svesrdnu pomo¢, u vidu aparature, hemika-
lija, korisnih savjeta i stru¢ne pomoci, dugujemo: prof. dr Mislavu Jurinu i
saradnicima sa Instituta »Ruder Boskovic« (Laboratorija za eksperimentalnu
biomedicinu), ass. dr sci. Branki Horvat i saradnicima sa Medicinskog fa-
kulteta u Zagrebu (Zavod za fiziologiju), prof. dr Brani Jankovicu i doc. dr.
Draganu Mari¢u i saradnicima sa Instituta »Torlak« iz Beograda (Labo-
ratorija za neuroimunologiju) i brojnim saradnicima iz Klini¢ko-medi-
uskog centra Banja Luka.

U Banjoj Luci, 8. 1. 1991. godine
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GEL FILTRACIJA ASCITESNE TECNOSTI STAKORA
NOSIOCA YOSHIDA-inog ASCITICNOG SARKOMA

IVICA MISKOVIC, DRAGAN TUR, AIDA PJANIC

Stakoru, nosiocu intraperitonealnog YAS-a, uzeta je cjelo-
kupna ascitesna te¢nost. Nakon odvajanja od celularnih eleme-
nata, centrifugiranjem 15 min. na 2000 g, iz supernatanata je
izdvojena §’-globulinska frakcija dvostrukim frakcioniranim ta-
loZenjem sa bezvodnim Na-sulfatom (189/, i 149/). lzdvojena“'——
-globulinska frakcija nanesena je. na kolonu sa Sephadex-om
G-200 (h=90 cm, d=2,6 cm, V ukupni=>500 ml). Eluiranje je vr-
eno fosfatnim puferom (PBS), pH 7,4. Sakupljeno je 50 frak-
cija po 10 ml, &ija absorbanca je olitana na UV spektrofotomet-
ru (280 nm). Dobijeno je ukupno 6 pikova, od kojih su 4 poseb-
no izraiena. Standardni proteini za odredivanje molekulske ma-
se izoliranih proteinskih frakcija bili su: humani albumin (MM=
67000) i humani IgG (MM=150000). Uporedivanjem sa standar-
dnim proteinima, zakljudili smo da gel filtracijom ¥’-globulin-
ske frakcije malignog mscitesa dobijamo sljedeée proteinske fra-
kcije: (1) MM=150000 (¥“globulini), (2) MM = 120000, (3) MM=
100000, (4) MM =90000, (55 MM =80000 (potencijalna supresor-
ska frakcija) i (6) MM =67000 (albumini).

Gel filtracija predstavlja preparacionu fizi¢ko-hemijsku metodu raz-
dvajanja i izolacije makromolekula iz datih uzoraka, odnosno komponenti
iz smjese, na temelju veliCine molekula. Zasniva se na principu filtracije
kroz specifitne gelove, te direktno ovisi od karakteristika upotrebljenog
gela.

Treba naglasiti da je ovo preparaciona metoda i da sa njom do-
bijamo uzorke koji su razdvojeni, ali ne i visoko precisceni, ali koja moZe
posluZiti kao predmetoda za visoko specifiéne izolirajuce tehnike (5).

Prednosti ove metode u odnosu na druge su:

1) pogodni uvjeti za izolaciju i nestabilnih supstanci,

2) neznatan gubitak na supstanci koja se filtrira,

3) mogucnost velikog broja izvodenja, tj. ponavljanja postupka pod isto-
vjetnim uslovima,

4) moguénost odvajanja najrazli¢itijih koli¢ina uzorka,

5) razmjerno kratko vrijeme izvodenja,

6) oprema koja nije suvide skupa (2).

Imunoloska grupa, Medicinski fakultet Banja Luka



Gel filtracija moze korisno posluziti u raznim granama medicine, a
za imunologiju je znafajna jer se pomodu nje mogu izolirati Zeljene sup-
stance, osobito antigene (u nasem sludaju potencijalna supresorska frak-
cija) a koja se na jednostavniji i jeftiniji nadin ne mogu dobiti (7).

Uprkos podrobnih istraZivanja, mehanizam gel filtracije nije jo§ po-
tpuno razjaSnjen (2). Sam gel se sastoji iz malih partikula — kuglica sa
spuzvastom strukturom i porama jednakog promjera. Ako se smjesa raz-
licito velikih molekula nanese na jednu kolonu ovog materijala, tada ce
se vece molekule veoma te$ko zavlaliti u pore i bice sa vrlo malim otpo-
rom eluirane. Male molekule ¢e, medutim, difundirati u pore i tamo se
zadrzati izdvojene iz tekuceg rastvora. Stepen kojim ce se one zadriavati u
koloni ovisi od toga koliko dugo se one zadrzavaju u porama gela, a §to
je opet direktno ovisno od veli¢ine molekula i promjera pora (3).

Eluirani uzorci se potom mogu ispitivati na UV spektrofotometru ra-
ali¢itih talasnih duzina (ovisno od uzorka kojeg trazimo, npr. proteini —
— 280 nm). Pomocu dobijenih vrijednosti pravi se dijagram (3). Zbog ovo-
ga, gel filtracija je pogodna metoda i za odredivanje molekulskih masa.

Ako nekoliko tvari poznatih MW podvrgnemo gel filtraciji mozemo
dobiti standardni grafikon. Naime, postoji linearan odnos izmedu volume
elucije i logoritma relativne molekulske mase, pa se iz podataka za pozna-
te tvari konstruira bazdarni dijagram iz kojeg se interpolacijom moze iz-
racunati MW nepoznate, traZene molekule (8).

Materijal i metode
1. UZORAK

Ascitesna te¢nost dobijena je od $takora soja Wistar, kome su in-
traperitonealno ubrizgane stanice visoko transplatibilnog, Stakorskog tumo-
ra YAS-a (Yoshida asciticnog sarkoma), u koli¢ini od 10 miliona stanica.
Sedmog dana od inokulacije, Stakor je Zrtvovan i odstranjena mu je as-
citesna teCnost. Sama ascitesna te¢nost je veoma slina krvnoj plazmi i
njihov proteinski sastav prikazan je u tabeli 1.

Proteini Molekularna masa
orozomukoid 44000
alfa-1 antitripsin 45000
alfa-2 HS glikoprotein 49000
prealbumin 61000
albumin 67000
haptoglobin 85000
transferin 85000
ceruloplazmin 150000
IgG 150000
IgA 150000
IgD 170000
IgkE 190000
fibrinogen 341000
alfa-2 makroglobulin 820000
IgM 900000

Tabela 1. VaZnije proteinske firakcije krvne plazme
poredane po molekulskoj masi
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Radi eliminacije tumorskih i ostalih stanica, ascites je centrifugiran
15 min. na 2000 g. Bistra, zuckasta te¢nost (supernatant) pazljivo je otpi
petirana Pasterovom pipetom i dalje je koriStena u eksperimentu.

2. §’— GLOBULINSKA FRAKCIJA ASCITESNE TECNOSTI

Isoljavanjem Y’ -globulinske frakcije iz ascitesne tetnosti obavljeno
je dvostrukim frakcioniranim taloZenjem sa bezvodnim Na.sulfatom (189
i 140p), pri temperaturi 25°C i 3000 g. Talog globulinske frakcije je ras-
tvoren u 15 ml destilovane vode i dijaliziran naspram PBS-a (fosfatnog pu-
fera). Dobijena otopina podvrgnuta jé gel filtraciji.

3. GEL FILTRACIJA ASCITESNE TECNOSTI
3a. PRIPREMANJE GELA

Gel kroz koji je vrSena filtracija, Sephadex G—200, nabavljen je u
obliku bijelog praha. Sirina njegove filtracione moci krece se od 10000 do
500000 (Slika 1).
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Slika 1. Prikaz selektivnosti pojedinih gelova iz serije Sephadex G

Hidratizacija gela obavljena je u elucionom sredstvu: PBS-u, pH vr-
ijednost 7,4. Gel je sipan u posudu sa elucionim rastvorom uz lagano mije-
$anje staklenim $tapi¢em. Prethodno je eluciono sredstvo zagrijano na so-
bnu temperaturu, kako bi hidratizacija bila potpuna.

Uslijedilo je preiS¢avanje gela viSestrukim ispiranjem gel matrixa
u PBS-u. Ovo je imalo za cilj da se odstrane sitne Cestice gela (»fines«),
koje mogu zaglavljivanjem u pore gela ili pak u meduprostore izmedu gel
partikula znatno smanjiti brzinu filtracije, a i selektivnost gela.

Na kraju obavljeno je otplinjavanje gela, tako $to je posuda sa prip-
remljenim gelom prikljuena na vodenu (vakum) mlaznu pumpu, kako bi
se spretilo nastajanje mjehurica zraka u koloni.

3b. PRIPREMANJE KOLONE

Kolona je isprana destilovanom vodom i PBS-om radi odstranjenja
eventualnih necistoca i provjere sigurnosnog ventila na dnu kolone. U le-
7idte kolone stavljena je pamulna vata kao sredstvo koje ¢e spreciti isti-
canje gela za vrijeme filtracije. Neposredno prije pakovamja, u kolonu je
nasuto 10 ml. PBS-a kako bi se odstranio zrak iz mrtvog prostora oko is-
pustnog ventila i iz vate.



3c. PAKOVANJE KOLONE

500 ml prethodno pripremljenog gela suspendovano je u 500 ml elu-
cione otopine, jer volumen suspenzije treba biti dvostruko veéi od krajnjeg
volumena kolone gela. Gel je pazljivo lijevan niz stranicu zakrivljene kolo-
ne i pri tom je osobita paznja obracana da ne nastanu zra¢ni mjehuriéi u
njemu. Kolona je ostavljena 30 min. da se gel istaloZi, sa tim da je pret-
hodno ucvrscena za stalak, tako da stoji tono u uspravnom poloZaju. Po-
tom je otvoren ispustni ventil stuba, Cime je omoguéeno proticanje kroz
stub i oticanje iz stuba PBS-a, tj. zavr$no, fino pakovanje gel kolone.

Time su dobijene konatne dimenzije gel kolone: ukupna zapremina
od 500 ml, visina gel stuba od 90 cm i pre¢nik kolone od 2,6 cm.

3d. NANOSENJE UZORKA

Elucioni rastvor koji se nakon taloZenja nalazio iznad gela, ispuiten
je tik do gel povrine. Pripremljeni uzorak za filtraciju, u kolidini od 15
ml, nanesen je pazljvo na samu povrsinu gela. Ispustni ventil kolone je za-
tvoren u trajanju od 15 min, kako bi uzorak sam udifundirao u gel matrix.
Potom je ventil otvoren i poéelo se sa pazljivim opterecavanjem PBS-om.

Pri tom je uspostavljen i konstantan hidrostatski pritisak, pod kojim je
vrSena filtracija.

3e. ELUIRANJE FRAKCIJA

Gel filtracija je vrSena pod navedenim uvjetima u trajanju protoka
500 ml elucione otopine kroz kolonu. Sakupljeno je ukupno 50 epruveta po
10 ml eluata. One su ¢uvane na +4°C do kolorimetrijskog o¢itavanja.

3f. SPEKTROFOTOMETRIJSKA ANALIZA DOBIJENIH FRAKCIJA

Svim sakupljenim frakcijama odredena je apsorbanca na UV spektro-
fotometru pri talasnoj duZini od 280 nm. Dobijeni rezultati posluZili su za
konstruisanje dijagrama.

4. STANDARDNI PROTEINI

Za standardizaciju Sephadex G—200 kolone kori$teni su humani al-
bumin i humani IgG. Albumini su dobijeni isoljavanjem sa Na-sulfatom i
elektroforetski su ispitani, a IgG je dobijen sa jonoizmjenjivatke kolone pa-
kovane DEAE celulozom. Njegova Gistoda potvrdena je radijarnom imuno-
difuzijom sa anti-IgG-om.

Rezultati
(1) Gel filtracija ascitesne te¢nosti Stakora nosioca YAS-a

Na osnovu UV spektrofotometrijske analize na 280 nm frakcija sa-
kupljenih sa kolone Sephadex G—200, salinjen je grafikon (slika 2).
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Slika 2. Rezultati oitavanja apsorpcije eluiranih proteinskih frakcija
ascitesa na UV spektrofotometru

Jasno se uolava 6 izrazenih pikova. Prvi i najveéi od njih nalazi se
od 13. do 18. epruvete i predstavlja IgG frakciju, $to je elektroforetski pot-

- vrdeno. Posljednji od njih se postize izmedu 41. i 44. epruvete i odgovara

piku zaostalih albuminskih primjesa, $to je takoder elektroforetski po-
tvrdeno. )

(2) Gel filtracija izolovane albuminske frakcije

Radi standardizacije, filtrirana je Cista albuminska frakcija humanog
seruma i nakon kolorimetrijskog olitavanja na 280 nm sacinjen je dijagram
(slika 3).
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Slika 3. Apsorpcija eluata dobijenih gel filtracijom Cistih
humanih albumina
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Na datom dijagramu jasno se vidi jedan izraZen pik u rasponu 360.
— 450. ml eluata, koji bi odgovarao albuminu.

(3) Gel filtracija izolovanog IgG

Iz humanog seruma izoliran je IgG i filtriran kroz kolonu sa Sepha-
dex-om G—200 radi odredivania njegove elucione pozicije (slika 4).
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Slika 4. Apsorpcija eluata pri filtraciji humanog IgG

Jedini izrazeni pik IgG-a prostire se u rasponu izmedu 120. i 180. ml
cluata.

(4) Elektroforetsko ispitivanje uzoraka i eluata

Elektroforetski su ispitani: uzorak ascitesne tetnosti koji je podvr-
gnut filtraciji, pojedini uzorci eluiranih frakcija i $takorski serum (slika 5).

1 -
o o o A -
. S I B
: ) . C
< ¢ |

1 2 3 b 5 6 7
Slika 5. Uzorci ispitani elektroforezom: 1. ascitesna teénost $takora;

2—1. uzorci pojedinih pikova (1—6) dobijenih gel filtracijom;
8. Stakorski serum
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Uporedujuci izolirane frakcije sa kompletnim serumom i ascitesom,
vidi se da frakcijabr. 1 pripada -globulinima, a frakcija br. 6 albuminima.
Ostale ne daju vidljive precipitacione linije, vjerovatno jer su previse raz-
blaZene da bi se mogle elektroforetski ispitati.

Diskusija

Ascitesnu te¢nost $takora nosioca YAS-a, gel filtracijom uspjeli smo
razdvojiti na sastavne komponente, $to smo na UV spektrofotometru i do-
kazali.

Naknadnom elektroforetskom analizom razdvojenih komponenti as-
citesa dobili smo interesantne podatke. Prema mjestu koje su zauzele po-
jedine eluirane frakcije u odnosu na kompletni $takorski serum, zakljucili
smo da prvi pik odgovara IgG frakciji $takora, a posljednji primjesama al-
bumina koji su zaostali iz procesa taloZenja proteina, ostali pikovi nisu
dali karakteristiCan elektroforetski poloZaj, najvjerovatnije zbog male kon-
centracije:

Uzimajuéi u obzir ¢injenice o veliéini molekula u pikovima poznatog
sastava (1. pik IgG, MW=150000; 6. pik albumin, MW =67000) i poznava-
uje odnosa izmedu relativne molekulske mase i elutivnog volumena (koji
bi za molekule ovih masa bio gotovo linearan), pretpostavili smo i veli¢ine
molekula izluéenih u ostala 4 pika, i to: pik broj 2 — oko 1200000; pik
broj 3 — oko 100000; pik broj 4 — oko 900000; i pik broj 5 — oko 80000.

Iz dostupne nautne literature (7) o prisutnosti supresorske frakcije u
ascitesu Stakora nosioca YAS-a i njegovoj MW oko 82000, na$ buduéi zada-
tak bi bio da sve dobijene frakcije, a osobito u sastavu pika broj 5, detalj-
nije ispitamo testovima celularne imunosti i po moguénosti uka‘emo na
prisustvo i efikasnost dejstva eventualnog supresorskog faktora.

Zahvaljujemo se: prof. dr Ibri Tabakoviéu, mr Rifetu Tabakoviéu i mr Esmiru Gu-
niéu sa Jehnoloékog fakulteta u Banjoj Luci na pomoéi koju su nam pruzili prilikom izrade
ovog rada.
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SUMARY

GEL FILTRATION OF ASCITIC FLUID
FROM A YAS BEARING RAT

lvica Miskovi¢, Dragan Tur, Aida Pjanic
Immunology Group, Faculty of Medicine Banja Luka

Ascites from the rat, with intraperitoneal Yoshidas ascitic sarcoma, was centri-
fuged at 2000 g for 15 min. Gamma globulin fraction was separated with anhydrous
Na-sulphate intwo steps. Separated gamma globulin fraction was applicated on the co-
lumn packed with Sephadex G—200 (h—=90 cm, d=26 cm, Vt=500 ml). Gel fi'tration
was performed in phosphate buffered saline (PBS) pH 74. We collected 50 fractions
per 10 ml. The absorbance were detected by UV spectrophotometar (280 nm) and we
got 6 peaks as a result. Four of them were on the extreme high level. Proteins for
the standardization were: human albumin (MW =67000) and human IgG (MW = 150000).
We comparated thair peaks with the eluated by the gel filtration of malignant ascites,
and determined the molekular weight of the separated fractions: (1) MW=150000 (ga-
mma globulin), (2) MW =120000, (3) MW = 100000, (4) MW =90000, (5) MW —=80000
(probable supersion fraction) and (6) MW = 67000 (human albumin).

14

e B D AR TN T LI € W v-u.v/“u.—

»




XXIll, 3/4, 1522, 1988,

RADOVI
REPORTS

CELULARNI I HUMORALNI IMUNI ODGOVOR KOD STAKORA
NOSILACA TUMORA

HABIBOVIC SENAD, BASIC SUBHA, PJANIC AIDA

Uporedivane su dvije grupe $takora nosilaca tumora: (A)
skupina kod koje se razvio tumor male veli¢ine i (B) skupina
kod koje je tumor razvio znatno vecu veli¢inu. Obje grupe Zivo-
tinja su primile istu koli¢inu tumorskih stanica, ali se kod njih
razvio razli¢to velik tumor.

Imunoloska reaktivnost u skupine A Stakora je bila signi-
fikantno jaca od skupine B 3takora, mjereno sa pet testova:
CDC (complement dependent cytotoxicity), CC (cellular cytotox-
icity) ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity), TC (to-
tal cytotoxicity) i CCs (cellular cytotoxicity |- sera). Nasa pret-
postavka je da je upravo imunoloska reaktivnost suprimirala
rast tumora.

U reakciji na tumor prakti¢no, svaka komponenta imunog odgovora
ima svoj udio u manjoj ili veéoj mjeri. Kod imunogeni¢nijih tumora, naj-
vjerovatnije, veéi znadaj imaju specifiéne imunoloske reaktivnosti, dok kod
manje imunogeni¢nih, vjerovatno nespecificne reakcije imaju prioritet (1,
9, 17). U specificne imunoloske reaktivnosti na tumor spadaju aktivnost NK
stanica, makrofaga, K limfocita, aktivnost posredovana limfocitima T i B,
te aktivnost posredovana antitijelima uz pomo¢ komplementa (8, 16, 18).
Nespecifi¢ne reaktivnosti na tumor obuhvataju: uslove mikrookoline, utje-
caj okolnih parenhimskih stanica i strome samog organa u kojem se tumor
razvija, faktore iz plazme, manjak kiseonika i drugih hranjivih materija
(glukoza, faktori rasta hormoni, itd. ) (7, 11, 15). Najveéi znalaj u reakoiji
na tumor imaju aktivnosti NK stanica, makrofaga, T limfocita, a znatno
manji znacaj ima antitijelima posredovana liza tumorskih stanica.

Pored sposobnosti da liziraju tumorske stanmice uz dejstvo komple-
menta ili K limfocita, antitijela mogu imati i »blokadnu« aktivnost, tako
Sto se kao necitotoksi¢na vezu za tumorsku stanicu, s tim §to istovremeno

Imunoloska grupa, Medicinski fakultet Banja Luka
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ne vezu i komplement ili K limfocit, ili $to kao kompleks antigen-antitijela
zauzima Fc receptor na imunoloski aktivnoj stanici i omoguée joj liticku
aktivnost. (5)

Materijal i metode

1. ZIVOTINJE

KoriSteno je 13 visokosrodnih $takora soja Wistar Zgr, uzgojenih u
Stali Medicinskog fakulteta, starosti 2—3 mjeseca. Selekcija po polu nije
vriena.

2. TUMOR

KoriSten je YAS (YOSHIDA-in asciti¢ni sarkom). Tumorske stanice
YAS-a su s. c. injicirane §takorima soja Wistar Zgr. Veli¢ina tumora je
mjerena 14 dana, a izrazavana je kao povrsina poprecnog presjeka.

3. SUSPENZIJA TUMORSKIH STANICA

Suspenzija se dobije centrifugiranjem ascitesa (12 min. na 1200 g)
Stakora nosilaca intraperitonealnog tumora. Tumorske stanice se 2x ispi-
raju i to prvi put sa ACT-om, a drugi put sa PBS-om i taj se postupak

‘moze ponoviti viSe puta, tj. dok ima enitrocita. Suspenzija stanica se pravi

tako da se pomijesaju 3 kapi stanica i 2 ml PBS-a, za CDC, ADCC, TC,
CCs reakciju, a 2 kapi stanica i 2 ml PBS-a za CC reakciju. Cijeli postupak
se izvodi na hlodnom (4°C), a finalne koncentracije iznose: 2 x 107 (za CDC,
ADCC, TC, CCs) i 2 x 10¢ (za CC).

4. LEUKOCITI

Dobijeni su ispiranjem peritonealne $upljine $takora, sa 20 ml PBS-a
(fosfatni pufer). Ispirak se centrifugira 12 min. na 2000 g. Postupak ispi-
ranja i centrifugiranja se ponavlja 3x. Nakon posljednjeg centrifugiranja
i odlijevanja PBS-a, napravljena je suspenzija od 2x 10¢ stanica po mililit-
ru. U toku rada, epruvete se drze na ledu.

5. SERUM

Iz repne vene S$takora uzeta je krv. Krv je zatim centrifugirana 12 .
min. na 2000 g i uzet je supernatant (serum). Endogeni komplement je ina-
ktivisan inkubacijom seruma u vodenom kupatilu 30 min. na 56°C.

6. KOMPLEMENT

Uzeta je suspenzija standardnog pripravka (Imunoloski zavod Zag-
reb) u koncentraciji 2 i. j./50 mikrolitara.

7. CDC—TEST (COMPLEMENT DEPENDENT CYTOTOXICITY)

Test se izvodi tako da se na 0.1 ml suspenzije tumorskih stanica
doda 0.1 ml seruma ispitivane Zivotinje i to inkubira 20 min. na 4°C. Zatim
se dodaje 0.1 ml komplementa i sve inkubira 60 min. na 37°C. O¢itava se
postotak mrtvih stanica.
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8. CC—TEST (CELLULAR CYTOTOXICITY)

Test se izvodi tako da se tumorske stanice inkubiraju sa leukocitima
ispitivane Zivotinje (po 0.1) na 37°C u trajanju 30 min. Ocitava se postotak
mrtvih stanica.

9. CCs—TEST (CELLULAR CYTOTOXICITY 4 SERA)

Test se izvodi tako da se tumorske stanice inkubiraju sa leukocitima
i serumom ispitivane zivotinje (sve po 0.1 ml) na 37°C u trajanju 30 min.
Ocitava se postotak mrtvih stanica.

10. ADCC—TEST (ANTIBODY DEPENDENT CELLULAR
CYTOTOXICITY)

Test se izvodi tako da se na tumorske stanice doda serum ispitivane
zivotinje (po 0.1 ml) i inkubira se na 4°C u trajanju 20 min. Zatim se doda-
ju leukociti dobiveni od normalnih $takora (0.1 ml.) i inkubira se 300 min.
na 37°C. Ocitava se postotak mrtvih stanica.

11. TC—TEST (TOTAL CYTOTOXICITY)

Test se izvodi tako da se na tumorske stanice doda serum ispitivane
zivotinje (po 0.1 ml) i inkubira se na 4°C u trajanju 20 min. Zatim se
dodaju leukociti normalnih $takora i komplement (po 0.1 ml) te se sve in-
kubira 300 min. na 37 °C. Ocitava se postotak mrtvih stanica.

12. POSTOTAK MRTVIH STANICA

Odreduje se tako da se pomije$a 0.05 ml suspenzije stanica sz " *5 !
10% razlazenja Tripan plavog, te se pod srednjim uvecanjem mikroskopa
u 100 stanica izbrojenih, odmah izraunava broj zivih i mrtvih stanica.

13. STATISICKA OBRADA PODATKA

Podaci su obradivani Studentovim t-testom.

Rezultati

1. TESTOVI IMUNOLOSKE REAKTIVNOSTI STAKORA CIJI SU TUMORI
RAZVILI MALU VELICINU

Primijeceno je da se tumori kod $takora razvijaju razli¢itom brzinom
Uoleno je da se Stakori, s obzirom na veli¢inu tumora mjerenu 14-0g dana
mogu grupisati u dvije skupine. Kod ove skupine 3takora (skupina A),
je veli¢ina popreénog presjeka 14-og dana dosegla relativno, malu vrijednost.
Uz mjerenje veli¢ine tumora, isti dan su radeni testovi celularne i humo-
ralne imunosti, odnosno citotoksi¢nosti.
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Slika 1 — Veli¢ina tumora ( VT ) i nostotak citotoksi¢nosti mjeren CDC,
ADCC, TC, CCs i CC testovima, kod Stakora koji su razvili male
tumore.

Sa slike je uocljivo da su Stakori razvili tumore male velidine. Tako-
der, se vidi da postoji reaktivnost na tumor iz vrijednosti testova citotok-
si¢nosti. Ta reaktivnost je visa od reaktivnosti kontrolne grupe normalnih
Stakora, ¢ija je vrijednost uzeta kao nulta vrijednost, a predstavljeni rezul-
tati su samo razlika u odnosu na normalne Stakore. Najvisi postotak cito-
toksicnosti ima CC test, a zatim slijede CCs, TC, ADCC pa CDC test, pore-
dani po visini. Uccljiv je interesantan (enomen da se dodatkom seruma CC
testu njegova vrijednost znaCajno smanjuje.

2. TESTOVI IMUNOCLOSKE REAKTIVMNOSTI STAKORA KOD KOJIE SU
SE RAZVILI VELIKI TUMORI

S obzirom da je uofena razlika u velidimi tumora kod pojedinaénih
Stakora, ova je skupina sastavljena od S$takora Ciji su tumori 14.0g dana
dosegli veliku vrijednost (skupina B). I kod ove skupine $takora su radeni
testovi celularne i humoralne imunosti, istog dana i na isti nalin kao u
prethodne skupine.
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Slika 2 — Veli¢ina tumora (VT) i postotak citotoksi¢nosti mjeren CDC, TC,
ADCC, CCs i CC testovima, kod Stakora koji su razvili velike
tumore.
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Treba primijetiti sa slike 2. da i na ovako veliki tumor postoji imu-
noloska reaktivnost. Ona je najvida u CC testu, a zatim slijede CCs, ADCC,
TC pa CDC poredani po visini postotka citotoksi¢nosti. I kod ove skupine
se uoava smanjenje vrijednosti CC testa dodatkom vlastitog seruma.

Uporedivanjem vrijednosti CC testa sa Slike 1 i 2 se moZe primijetiti
signifikantno (p < 0,1) vida vrijednost CC testa na slici 1. Komparacijom
ostalih testova (CDC, CCs, ADCC, TC) ne moZe se uoliti znadajnija razli-
ka.

3. UPOREDIVANIJE ZBIRNIH VRIJEDNOSTI TESTOVA
CITOTOKSICNOSTI

Ukoliko se zeli dobiti bolji uvid u ukupnu citotoksi¢nost tumorskih
stanica mogu se testovi citotoksi¢nosti grupisati na slijedeéi nacin: Zbir
(Z+) sadrzi vrijednost CDC, ADCC, CC testova, dok zbir? (Z, ) sadrzi vrijed-
nost CDC, ADCC, CCs testova. Zbirove 1 i 2 ima smisla komparirati kako
medusobno i medu skupovima A i B, tako i sa TC testom (koji bi trebao
da najblize imitira »in vivo« uslove).
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Slika 3 = Zbirovi testova citotoksiénosti u skupinama A i B,
$takors nosilece tumora. [ - cc, [ - cce,

-ANG, E-TC, D'm'

Sa slike je uolljivo da je u obe skupine $takora zbirt (Z1) visi od zbi-
raz (I2), a jo$ visi od TC testa iste skupine (p 0,1). Komparirajuéi zbir
skupina A i B uoCava se viSa vrijednost zbiras u skupini A. Izmedu zbiro-
vaz (I ) skupina A i B kao i TC testova navedenih skupina nema znacajni-
jih razlika.

Diskusija

Ovisnost pojave i brzine rasta tumora od pnisutnosti i intenziteta
imunog odgovora na njega, predstavlja centralno pitanje imunologije tumora
(2, 16, 17), pa smo i mi pokusali na¢i korelaciju brzine rasta Yoshida-inog

ascitiCnog sarkoma (YAS) i imunog odgovora $takora nosilaca. Citotoksiéne
efekte prema Zivim tumorskim stanicama ispoljavaju i serum (CDC) i imu-
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nokompetentne stanice (ADCC, CC), s tim §to kod YAS-a celularni imuni

odgovor dominira nad humoralnim. To je inace slu¢aj kod vedine malignih
tumora (3, 9).

Uporedujuci skupine $takora koji su razvili male (A) i velike (B) tu-
more, u istom vremenskom intervalu pracenja, jasno se uofava da je imu-
ni odgovor jadi u skupini A, nego u skupini B. To se najviSe odnosi na
citotoksi¢nost posredovanu stanicama (CC), dok u drugim testoima nema
bitne razlike. Po§to su sve Zivotinje dobile istovremeno, istu koliZinu tumor-
skih stanica, s. c., i u istim vremenskim intervalima jedne razvile male, a
druge velike tumore, a citotoksidnost je viSestruko izrazenija u prvoj nego
u drugoj skupini, mozemo izvesti zakljucak da je upravo ja¢i imuni odgovor
u prvoj skupini bio uzrok usporenog rasta.

Kasnije posmatranje Zivotinja pokazalo je da su na kraju sve razvile
smrtonosne tumore, s tim $to su one iz skupine B znatno ranije uginule
(neprikazani rezultati). To se uklapa u nage nalaze o supresorskoj aktivnosti
seruma Zivotinja iz obje skupine (Slika 3.). Naime, ukoliko se imunokompe-
tentnim  stanicama koje dokazano ispoljavaju citotoksinost prema Zivim
tumorskim stanicama (CC), doda serum nosioca tumora (CCS i TC), dolazi
do snazne inhibicije celularne citotoksi¢nosti, §to je prisutno i u skupini A
i u skupini B. Ovakve inhibitorne aktivnosti seruma nosilaca tumora su
poznate od ranije (5, 19) i predstavljaju, mozda, kljuénu prepreku imunoloé
kom odbacivanju tumora.

Stoga smatramo da bi rad na ponistavanju inhibitorne aktivnosti se-
ruma nosilaca malignih tumora, bio mozda najbolji pristup imunoterapiji
maligniteta, naravno, ne iskljucuju¢i i ostale terapijske tretmane (hemote-
rapiju, hirur§ke zahvate itd.), o ¢emu se, u posljednje vrijeme, pojavljuju na-
lazi u literaturi (6, 10, 13), a §to ¢e biti i nase opredjeljenje u daljem radu.

20




10.

1.

12

13.

15.
16.
17.

18,

19.

LITERATURA

. Allegretti, N,, Andreis, I,, Culo, F,, Marusi¢, M., Taradi, M.: Imunologija, Skolska knji

ga Zagreb, 1987.

. Bier, O, G., Dias da Silva, W., Gotze, D., Mota, I.: Fundamentals of Immunology,

Springer-Verlag New York, 1931.

. Brocker, E, B., Zwaldo, G., Hoilzman, B., Machrer, E., Sorg, C.: inflammatory cell

infiltrates in human melanoma at dirierent Stages of tuinor progression, Int J
Cancer, 41:567-567, 1988.

. Frohlich, E, D.: Patofiziologija poremecaji reguiatornih mehanizama u organizmu

GRO Prosveta Beograd, 1982.

. Ferguson, T. A, Ptak, W,, Iverson, G. M., Flood, P.: The role of suppression in

immunoregulation: in vivo analysis using, a monoclonal antibody to a T suppre-
ssor factors, Eur J Immunol, 18:1178-1185, 1988,

. Ferguson, T, A, Iverson, G. M.: Development of monoclonal anti-body with speci-

ficity to murine T suppressor factor, J Immunol, 136:286-2908, 1986,

. Gamulin, S, Marusi¢, M. Krvavica, S.: Patofiziologija, Yumena Zagreb, 1988.
. Hamby, C. V., Liao, S-K., Kanamara, T., Ferrone, S.: Immunogencity of human mela-

noma-associated antigens defined by murine monoclonal antibodyes in allogeneic
and xenogeneic hosts, Cancer Res, 47:5284-5289, 1987.

. Young, J. D. E,, Liu, C-C.: Multiple mechanisms of lymphocyte-mediated killing, Immu

nol Today, 9:140-144, 1988,

Kuchroo, V. K., Hellstrcom, K. E., Hellstrom, J., Halliday, W. J.: Tumor-specific idi-
otopes on suppressor factors and suppressor celis revealed by monoclonal anti-
-idiotope an tibodoes, Cell tmmunol, 104:105-114, 1987,

Kuda, T.,, Yasumoto, K., Yano, T,, Nakahshi, H,, Sugimachi, K. Nomoto, K.: Role of
antitumor activity of alveoar macrophages in lung cancer patients, Cancer Res,
47:2199-2202, 1987.

Onazaki, T., Tamatani, T, Matshushima, K.: Growth inhibition and augmentation of
mouse myeloid leukemic cell line differetation by interleukin-i, Cancer Res, 47:
2397-2402, 1987.

Pjani¢, A.: Pojadanje antiblokade aktivnosti seruma kao novi trend imunoterapije
malignih tumora, 1990,

. Raychaudhuri, S,, Saeki, Y., Chen, J.J., Kohler, H.: Analysis of the idiotypic network

in tumor, J Immunol, 11:3902-2910, 1987,
Robbins, S. L.: Patologijske osnove bolesti, Skolska knjiga Beograd-Zagreb, 1987.
Roitt, I. M.: Temeljna imunologija, Jugoslovenska medicinska naklada Zagreb, 1989,
Stites, P. D., Stobo, J. D., Wels, J. V.: Osnovna i klinitka imunologija, Savremena
administracija Beograd, 1989.
Tadi;r, Ig.éﬁOpéta i specijalna patoloska fiziologija, Medicinska knjiga Beograd-Zag-
reb, 1986.

Takahashi, K., Ono, K., Hirabayashi, Y., Taniguchi, M.: Escape mechanisms of mela-

noma from immune system by soluble melanoma antigen, J Immunol, 9:3244-3248,
1988,

. Thomassen, M. J., Wiedemann, H. P., Barna, B, P, Farmer, M., Ahmad, M.: Induc-

tin of invitro tumoricidal activity in alveclar macrophages and monocytes from
patiens with loung cancer Cancer Res, 43:3949-3953, 1988.

21



—

SUMMARY
CELLULAR AND HUMORAL IMMUNITY IN RATS WITH MALIGNANT TUMORS

Habibovi¢ Senad, Basi¢ Subha, Pjani¢ Aida
Immunology Group, Faculty of Medicine, Banja Luka

We compared two groups of rats with growing tumors: (A) the animals with
smaall tumors, and (B) the animals with large tumors. Both of groups have recevied
the same amount of tumor cells, but they differed in tumor: size,

The immunologic reactivity in group A is significantelly higher than in group B,
measured by five tests: CDC (complement dependent cytotoxicity), CC (cellular cyto-
toxicity), ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity), TC (total cytotoxicity), and
CCs (cellular cytotoxicity + sera). We propose that strong immunologic reactivity is the
cause of suprimised tumor growth.
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IMUNOLOSKA REAKTIVNOST STAKORA KOJI SU ODBACILI TUMOR

KONDIC ALEKSANDAR, NIKOLIC BOZIDAR, PJANIC AIDA

Grupi 3takora soja Wistar Zgr smo injicirali 2x108 Zivih
tumorskih stanmica (Yoshida-inog asciti¢nog sarkoma). Pojavila
se grupa od 5 Zivotinja koje su odbacile tumnorski transplantat-
Njihov imunoloki odgovor na tumorske antigene pracen je
LAI — testom u periodu od 19 dana.

Nasli smo zadovoljavaju¢i imunoloski odgover kod Zivo-
tinja nosilaca tumora, u normalnom i vlastitom serumu. Ovi re-
zultati slijede nasu pretpostavku da su tumori odbaceni specifi-
¢nom imunoloskom reakcijom.

U toku radova pasaZe Yoshida-inog asciticnog sarcoma u Vistar
Zgr Stakore, povremeno se javljaju zivotinje kod kojih se tumor me razvije
(vlastita opaZanja). Razlozi za to mogu biti viSestruki: od nepravilnog injici-
ranja tumorskog transplamntata, neprihvatanja tumorskih stanica u organiz-
mu domadina zbog nespecificnih inflamatornih procesa do specifi¢énog imu-
nolo$kog odbacivanja tumora (2, 8). U posljednjem slutaju moraju biti pri-
sutni pokazatelji specifi¢nog imunog odgovora na tumor u organizmu no-
sioca (15).

Poznato je da serum nosioca tumora djeluje inhibitorno na celularni
imuni odgovor, §to se definiSe kao supresorska ili blokadna aktivnost seru-
ma (1,15). Nasuprot tome, serumi zivotinja ili ljudi Giji su tumori u cjelosti
odstranjeni, ili je doSlo do spontanog odbacivanja tumora, ispoljavaju de-
blokadna svojstva (1,15). To znadi da takvi serumi ponistavaju inhibitorno
dejstvo blokadnih seruma i da pojacavaju celularni imuni odgovor (3,10).
Deblokadna svojstva ispoljavaju i serumi Zivotinja koje ne nose tumor, ali
su imunizovane blokadnim serumom, $to je odraz komplikovane idiotipske
mreze u humoralnom imunom odgovoru na tumor (5,13,14).

Materijal i metode
ZIVOTINJE: U eksperimentu su koriSteni Stakori soja Wistar Zgr,

stari 2—4 mjeseca, bez polne selekcije.

Imunoloska grupa, Medicinski fakultet Banja Luka
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TUMOR: Yoshida—in ascitiéni sarkom (YAS) je visoko transplanta-
bilan tumor, koji vodi ponijeklo od karcinoma jetre i raste i s.c. i ip.. Mi
smo s. e. injicirali 2x108 Zivih stanica YAS-a, u desni bok, $to rezultuje raz-
vojem solidnih, dobro ogranicenih tumora, koji se lako pipaju ispod koze.

LAI-TEST: LAI—test je »in vitro« metod za ispitivanje celularne
imunosti, primjenjljiv kod Zivotinja i ljudi. Njime se moze ispitivati reak-
tivnost leukocita na gotovo sve vrste antigena Metoda je zasnovana na oso-
bini makrofaga da adheriraju za staklenu povriinu, a da tu sposobnost gu-
be u kontaktu sa senzibiliziranim limfocitima i odgovarajuéim antigenima.
Uzrok ove pojave je lucenje limfokina od strane T limfocita (MAF), koji
pokrecu makrofage, pa se oni vise ne lijepe za staklo. Suspenzija leukocita,
koja sadrzi i limfocite i makrofage, moze se dobiti iz periferne krvi, slezene
ili peritonealne Supljine. Mi smo koristili najée$¢e primjenjivani nacin kod
laboratorijskih Zivotinja, tj. iz peritonealne Supljine.

Ukratko, test se izvodi tako da se peritonealne stanice izbroje, inkubi-
raju sa antigenom i serumom, stave pod staklo hemocitometra i ponovo in-
kubiraju, izbroje se, pa se isperu neadherirane stanice, da bi se na kraju
prebrojale preostale peritonealne stanice, Ciji ¢e se broj uporediti sa brojem
dobijenim prije pranja. Rezultati se izraZavaju kao procenat adheriranih
stanica.

Dobijanje peritonealnih stanica

Zivim, etrom anesteziranim Zivotinjama se intraperitonealno ubrizga
rastvor fosfatnog pufera (PBS), (10—15 ml), koji sadrzi heparin (10 i.j./ml)
Kroz istu injekcionu iglu sakupi se peritonealni ispirak u epruvete za centri-
fugiranje koje se drze na ledu. Nakon centrifugiranja (oko 1000 g 5 min.)
izvrsi se jod jedno ispiranje mediumom (MEM — »Imunolodki zavod«, Za-
greb). Eventualni zaostaci eritrocita se mogu odstraniti amonium hloridom
(I ml 0,15 molarnog rastvora), ali kod dobro uzetih peritonealnih ispiraka
to nije potrebno. Takode, radi boljeg prinosa peritonealnih stanica, Zivoti-
njama se moze 2—4 dana prije ispitivanja ip. injicirati mineralno ulje (1,5
ml rastopljenog parafina), ali mi smo i bez toga imali sasvim dovoljno st-
anica. Na kraju, leukociti se resuspendiraju u MEM-u tako da bude oko
2x107 stanica/ml i ¢uvaju se na ledu ili u frizideru (44 °C).

Dobijanje antigena

KoriStenni su gotovi antigeni YAS-a dobijeni sa Zavoda za fiziologiju
Medicinskog fakulteta u Zagrebu, a sam postupak pripravljanja antigena
je sljedeci: tumorske stanice se homogeniziraju u PBS-u i centnifugiraju 30
min na 1000 g 4°C. Supernatant se odstrani i centrifugira na 10000—20000
g, na 4¢C. Supernatant koji sadrzi djelice membrana tumorskih stanica sa
antigenima se Cuva razdijeljen u male volumene od 0,2 ml na -20°C ili niZe.
Ukupni proteini ovog tumorskog ekstrakta iznose oko 10 mg/kg (po Follin-
-ovoj metodi) i potrebno ih je razblaZiti prije upotrebe. Stepen razblazenja
treba odrediti individualno, u vlastitoj laboratoriji, tako da se nade najma-
nja koncentracija dovoljna da stimuli§e imune leukocite. Mi smo radili sa
50 puta razbalZenim antigenom u MEM-u. Veée koncentracije od ove su ak-
tivne u nespecifi¢nom smishy, tj. toksi¢ne.
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Izvodenje LAl-testa

U obiljeZene staklene epruvete stavljamo sljedece sastojke:

leukociti (0,05 ml) 4 antigen (0,05 ml) 4+ serum (0,1 ml).
Leukociti su podeSeni na koncentraciju od 2x107 stanica/ml. Epruvete se
zatvaraju i inkubiraju 30 min. na 37°C u vodenom kupatilu, a svakih 5
min. se dobro protresu da bi interakcija izmedu stanica bila $to bolja.

Iz svake epruvete se stavi dio sadrzaja pod pokrovno stakalce hemo-
citometra. Hemocitometri se pakuju u petrijevke sa ovlaZenim filtar papi-
rom i inkubiraju 1 sat na 37¢C.

Brojanje stanica

Nakon inkubacije prebroje se sve stanice na 5 leukocitnih polja. Za-
tim se vr3i ispiranje neadheriranih leukocita u kadama sa PBS-om tako $to
se lagano uroni hemocitometar u tetnost i pusti da se pokrovno stakalce
samo sklize. Jo§ dva puta se komorica ispere prostim provladenjem kroz
PBS u ¢aSama i stavlja se novo pokrovno stakalce.

Sada se vrsi dugo brojanje preostalih stanica na istim onim poljima
na kojima su brojane stanice prije ispiranja.

IstraZivanje rezultata

Uporedivanjem zbira brojeva prvog i drugog brojanja dobijamo pr-
ocenat stanica koje su ostale vezane za staklo komorice nakon ispiranja,
odnosno procenat neaktiviranih leukocita koji je obrnuto proporcionalan
sa imunolodkom reaktivno$éu prema odredenom antigenu. Znaéi, $to je pr-
ocenat adheriranih leukocita manji, to je imuni odgovor bolji. Prema Ha-
lliday-u, pozitivnim rezultatima smatramo one gdje je adherencija (%) sig-
nifikantno razli¢ita od odgovarajuce kontrole.

Rezultati

Nakon injiciranja velikog broja Zivotinja sa 2x108 Zivih stanica YAS-a,
s.c., pojavilo se 5 Zivotinja Cija je imunolo$ka reaktivnost na tumorske an-
tigene bila izuzetno dobra od samog pocetka (slika 1.). Na te Zivotinje smo
posebno obratiki paznju i 19 dana kontinuirano pratili pojavu tumora i
imunolodku reaktivnost peritonealnih leukocita prema antigenima YAS-a,
u normalnom i u vlastitom serumu ispitane Zivotinje.

U svim sluajevima nije doSlo do razvoja tumora u cijelom interva-
lu pradenja, dok su kod ostalih Stakora, izuzev onih 5 prikazanih, tumori
bili u prosjeku veliki 25 x 25 mm. Paralelno, imuni odgovor je svih 19 dana
izuzetno jak, kako u normalnom, tako i u vlastitom serumu ispitivane Zivo-
tinje.

Na pojedinalnim grafikonima je vidljiva osobina vlastitog seruma da
pojacava celularni imuni odgovor u poredenju sa serumom normalnih Zi-
votinja, koji ne uti¢e na celularni odgovor. Kod Zivotinje broj 4, na samom
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Slika 1 — Imunoloska reaktivnost, pracena LAl-testom, kod 5 &takora koji su odbacili
transplantat Yoshida-inog asciticnog sarkoma. A, B, C, D i E — Zivotinje br,
1,12,:3,415),
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kraju intervala pracenja, dolazi do inverzije, tj. vlastiti serum inhibira ce-
lularni imuni odgovor prisutan u normalnom serumu, $to ¢ée naknadno biti
prokomentarisano.

Diskusija

Jak imuni odgovor kod 5 $takora kod kojih se tumori nisu razvili
nakon s.c. injiciranja Zivih stanica YAS-a, ukazuje na to da su tumori bili
odbaceni posredstvom specifi¢nog imunog odgovora na tumor. Kod #ivoti-
nja koje razviju tumore, imuni odgovor je slabiji od samog pocetka, a po-
gotovo sa razvojem tumora sve vise slabi (4, 6, 11). Kod zivotimja koje smo
mi pratili, celularni imuni odgovor je jak u toku cijelog intervala praéenja.

Serum normalnih Zivotinja utide na intenzitet celularnog imunog od-
govora i on se koristi samo kao izvor svih supstanci neophodnih za odrza-
vamje stanica u Zivotu, u toku izvodenja testa. Poznato je da serumi nosilaca
tumora inhibiraju celularni imuni odgovor (11, 12). Serumi $takora koji
su odbacili tumonrski transplantat ispoljili su, u nasem istrazivanju, deblo-
kadna svojstva, jer pojatavaju imuni odgovor u odnosu ma normalni se-
rum. PoSto se deblokadni serumi inate mogu dobiti od Zivotinja koje spon-
tano odbace tumor, to je jo¥ jedan dokaz da su Zivotinje koje smo mi
pratili, odbacile tumore posredstvom specifiénog imunog odgovora na mjih.

Kod jedne od Zivotinja (broj 4) primijecena je blokadna aktivnost
seruma 19 dana od injiciranja tumorskih stanica. Naknadnim posmatra-
njem svih Zivotinja, nasli smo da je kod te Zivotinje, nakon 2 mjeseca,
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ipak doSlo do pojave i razvoja tumora, koji ju je i usmrtio, dok se kod
ostale 4 niti nakon 3 mjeseca tumori nisu pojavili. To se slaze sa na$im
ranijim nalazima da pojava blokadne aktivnosti u serumu »predskazuje«
pospjeSenje tumorskog rasta (11, 12, 16).

Imunomodulacijom koja dovodi do razvoja deblokadnih osobina tu-
mora moglo bi se uticati na imunoloski sistem individue, u smislu zastite
od razvoja maligniteta. Takode, mozemo pretpostaviti da neki individualni
organizmi ve¢ imaju prirodno takvu sposobnost, to i jeste osnova njihove
oscbine da odbacuju tumor, za razliku od onih ¢iji imunoloski sistem nije
u stanju da se suprostavi tumorskom rastu (9).
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SUMMARY

THE IMMUNOLOGIC REACTIVITY IN RATS
WITCH HAVE REJECTED A TUMOR TRANSPLANTATES

Kondi¢ Aleksandar, Nikoli¢ Bozidar, Pjani¢ Aida
Immunology Group, Faculty of Medicine, Banja Luka

The large group of the Wistar Zgr rats has been injected with a 2x108 viable
tumor cells s. c. of Yoshida's ascytic sarcoma. Among them emerged a group of five
animals wich rejected, a tumor transplantat. Their immune response to the tumor anti-
gens has been monitored by the LAl — test (leucocyte adherentio inhibition — test),
within a period of 19 days.

We founded a prominent immunologic response in animals with tumor, as weel
in normal, as in own serum, These results confirme our presumption {hat
the tumors have been rejected by the influence of the specific immunologic reactivity
to the tumor.
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IMUNCELEKTROFORETSKO ISPITIVANJE UNAKRSNE REAKTIVNOSTI
STAKORSKOG ANTI—HUMANOG SERUMA I PROTEINSKIH
FRAKCIJA HUMANOG SERUMA

TUCEK ALMA, PJANIC AIDA, VOJCIC DRAGICA, SAVIC DUBRAVKA

Kompletni $takorski anti-humani serum (KSAHS) koji je
dobijen iz krvi $takora imunizovanih kompletnim humanim
serumom (KHS), posluZio nam je kao osnova za ispitivanje pro-
teinskih frakcija (PF) humanog seruma. Iz KHS-a su izolovane
sljede¢e PF: (1) albumini, (2) & -globulini i (3) IgG. Identifika-
cija pojedinih frakcija izvrSena je na dva nacina: (1) standard-
nom elektroforezom (uporedivanjem mjesta migracije PF sa
KHS-om) i (2) imunoprecipitacionim tehnikama u agaru (1%
agar u PBS-u ili Tris-Veronal puferu PH 9): (a) dupla imunodi-
fuzija, (b) radijalna imunodifuzija, (c) imunoelektroforeza
(6V/cm, 60 min). U svim slu¢ajevima dobijene su jasne precipi-
tacione linije. 1z KSAHS-a izolovana je ¥ -globulinska frakci-
ja, koja je imunoelektroforetski pokazala precipitacione linije
protiv svih proteinskih komponenti KHS-a.

Elektroforeza je metoda separacije proteina na osnovu njihove mo-
lekulske mase i elektriénog naboja, uz koriStenje jednosmjerne elektri¢ne
struje. Na bazno puferiranoj gel traci, proteini putuju razli¢itom brzinom
i zauzimaju razli¢ite poloZaje na njoj. Na osnovu poloZaja proteinskih li-
nija, moze se tatno utvrditi kojoj vrsti proteina pripada uzorak a na os-
novu opti¢ke gustine, njihova ta¢na koncentracija (2, 3, 4, 10).

Imunoprecipitacione tehnike se zasnivaju na reakciji vezivanja an-
tigena i antitijela pri ¢emu nastaje imuni kompleks, koji usljed svoje veli-
ine ostaje fiksiran na mjestu na kojem je i nastao (4). Kontakt izmedu
antigena i antitijela moZe biti ostvaren obiénom difuzijom u agaru, 3to je
osnova imunodifuzionih tehnika, ili moZe biti ubrzan elektroforetskom si-
lom, 3to je osnova za imunoelekiroforetske tehnike (3, 4). Kada se posti-
gne optimalna koncentracija antigena i antitijela imuni kompleksi se vide

Imunoloka grupa, Medicinski fakuliet Banja Luka
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u obliku precipitacionih linija. Ovim metodama se moze ispitivati unakrs-
na reaktivnost izmedu seruma (i/ili njegovih komponenti) i antiseruma
proizvedenog na njih (1, 5, 8).

Materijal i metode

| Kompletni humani serum (KHS) dobijen je od zdravih dobrovolj-
nih davalaca krvi od Zavoda za transfuziju krvi, Banja Luka.

2. Anti serum (AS) na kompletni humani serum dobijen je imuniza-
cijom Stakora (soj Wistar Zgr) sa KHS-om. Imunizacija je izwriena s. c.,
na 6 mjesta na tijelu, mjesavinom CFA i KHS-a (omijer 1:1, 2 ml po Zivoti-
nji) i 7 dana kasnije mje$avinom PBS-a i KHS-a na isti naéin.

3. Albumini i Y’ -globulini humanog seruma (HS) dobijeni su meto-
dom isoljavanja proteina po Howe-u sa bezvodnim Na.sulfatom, $to je de-
taljno opisano drugdje (5).

4. ¥"-globulinska frakcija AS-a dobijena je metodom isoljavanja pro-
teina po Howe-u.

5. Humani IgG dobijen jonoizmjenjivalkom hromatografijom na
DEAE-celulozi, $to je detaljno opisano drugdije (5).

6. Komercijalna RID plo¢a: Koritena je Nor-Partigen (radijalna imu-
nodifuzijska) plo¢a, sa umije$anim anti-IgG antitijelima (BEHRING, Mar-
burg).

1. Standardna elektroforeza: Izvodi se na aparatu za eclektroforezu
(CHEMETRON, Italy), semimikro postupkom sa semimikro aplikatorom na
Cellogel trakama 57 x 14 cm. Koridtena je Na-Veronal-Veronol-Tris pufer
Ph 9, uz voltazu od 200 V i vrijeme 30 min. Trake su obojene u rastvoru
PONCEAU S boje, zatim cbojenc u 50/, siréetnoj kiselini i o¢itane na den-
sitometru (560 nm).

8. Dupla imunodifuzjija je radena na predmetnim stakalcima preko
kojih je u debljini od 23 mm nanesen 1% agar u PBS-u. U dva bazena preg-
nik 5 mm, na medusobnoj udaljenosti od 0,5 do 1 om, nanesenisu antigen ian-
titijela u koli¢inama od 50 ul. Nakon inkubacije od 12 h na sobnoj tempe-
raturi posmatra se da li je doSlo do stvaranja precipitacione linije izmedu
reagujucih komponenti.

9. Radijalna imunodifuzija se izvodi po istim propozicijama kao i pretho-
dna metoda s tim $to je u 1% agar u PBS.u umijesano 50ul antigena. U
niz bazena nanesena su rastuéa razblazenja antiseruma u PBS-u. Inkuba-
cija kao pod 7.). _

10. Imunoelektroforeza: Na staklenim ploama u debljini od 2 do 3 mm
nanosi se 1% agar rastvoren u Na-Veronal-Veronal-Tris puferu Ph 9. Pro-
teini antigena se prvo elektroforetski separiraju (koli¢ina uzorka 50 ul, vol-
taza 6 V/cm, vrijeme 60 min.). Nakon zavrSene elektroforeze antiserum je u
koli¢ini od 50 pl pusten da difunduje kroz prorez (1x50 mm) napravljen
paralelno sa smijerom kretanja antigena. Inkubacija kao i kod imunodifu-
zionih tehnika.
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Rezultati

ISPITIVANJE KOMPLETNIH SERUMA I NJIHOVIH FRAKCIJA
ELEKTROFORETSKIM I IMUNOPRECIPITACIONIM TEHNIKAMA

1. ELEKTROFOREZA (EF)

l1a) EF kompletnih seruma

Kompletni humani serum (KHS) i Stakorski anti-humani serum (AS) ispi-
tani su standardnom elektroforezom. Procentualna zastupljenost pojedinih
proteinskih frakcija je uporedena sa normalnim vrijednostima (Tabela 1.).

KHS oy KHS 9%, AS % NSS$
PROTEINI ispitivani  normalne  ispitivani normalne
vrijednosti vrijednosti
albumini 539 60,0 338 48,0
al 8,0 50 21,0 17,0
a2 10,0 8,0 10,0 10,0
i} 9,5 10,0 19,0 19,0
¥ -globulini 14,5 17,0 16,2 6,0

Tabela 1. Procentualna zastupljenost pojedinih komponenti seruma

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 1. vidimo da se procentualna
zastupljenost pojedinih proteina kreée u granicama normale, izuzev }§° -gl-
obulinske frakcije AS-a, jer se radi o hiper imunom serumu.

1b) EF proteinskih frakcija
U cilju odredivanja elektroforetske migracije pojedinih izoliranih frakcija,

uradena je paralelna elektroforeza pojedine frakocije i seruma iz kojeg je
izolirana (Slika 1, 2. i 3).

R

Slika 1.Mjesto migracije albumi- Slika 2. Polozaj migracije E’-glo

na HS-a (a) u poredenju sa bulinska frakcije (a) u porede-
KHS-om (b). nju sa KHS-om (b).
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Slika 3. Mjesto migracije Ig-a (a) u odnosu na KHS pod (b)

VL AR B S S A

Izolovani proteini humanog seruma: albumini (SI. la), ¥"globulini (SI.
2a) i IgG (SI. 3a), pokazali su identicna mjesta migracije kao i istoimene
komponente prisutne u KHS-u (Slike 1b, 2b i 3b).

o

2. DUPLA IMUNODIFUZIJA

U prvoj fazi je ispitano postojanje unakrsne reaktivnosti izmedu
KHS-a i AS-a (Slika 4a), a zatim antiseruma i proteinskih komponenti huma-
nog seruma: albumina i §"globulina (slika 4b i 4c).
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Slika 4.Precipitacione linije u obliku luka nastale duplom imunodifuzijom

U svim slu¢ajevima je doslo do stvaranja precipitacione linije §to po-
tvrduje postojanje unakrsne reaktivnosti (Slika 4a, 4b i 4c). Vidljiva pre-
cipitaciona linija izmedu IgG-a i AS-a nije nastala.
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3. RADIJALNA IMUNODIFUZIJA

3a) RID na komercijalnoj RID ploc¢i
RID-om sa umijeSanim anti-IgG antitijelima ispitivana je unakrsna reaktiv-
nost na IgG koji je izdvojen iz KHS-a (Slika 5).

oy AT s S O S8 0 AT B i S R

SR

Slika 5. KruZne precipitacione linije dobijene reakcijom
vezivanja IgG-a i anti-IgG-a RID-om

Precipitacione linije su dobijene, S$to dokazuje da je izolirani pro
tein upravo IgG. Mjerenjem precnika precipitacione linije koji izmosi 4,6
mm odredena je i taCna koncentracija IgG-a, na osnovu standardnog di-
jagrama. Ona iznosi 5,1 g/1. .

3b) RID na plo¢ama vlastite proizvodnje
RID-om je utvrden titar antitijela na pojedine proteinske frakcije humanog
seruma, tako $to je posmatrano pri kojem razblaZenju AS-a dolazi do stva-
ranja posljednje vidljive precipitacione linije (Slika 6).

35



Pri razblazenju AS-a od 1:8 stvara se poslijednja vidljiva precipitacio-
na linija, $to odgovara titru anti-KHS antitijela (Slika 6a). Titar anti-§’glo-
bulinskih antitijela iznosi 1:4, a anti-albuminskih antitijela 1:2 (Slike 6b i
6c).

4. IMUNOELEKTROFOREZA (IEF)

Imunoelektroforetski je ispitana unakrsna reaktivnost izmedu KHS-a
i 7§’ -globulinske frakcije izolovane iz antiseruma.

Slika 7. Precipitaciona linija dobijena imunoelektroforezom

Nakon inkubacije uofena je jedna precipitaciona linija koja je nas-
tala vezivanjem antitijela prxsutmh u ASa sa prethodno sepanramm an-
tigenima iz KHS-a. Na osnovu njegovog polozaja, utvrdeno je da su se
specifitna antitijela prisutna u AS-u, u ovom skulaju vezala za §’-globulin-
sku frakciju humanog seruma.

Diskusija

Kombinacija elektroforetskih i imunoprecipitacionih tehnika se ko-
risti za ispitivanje razliCitih proteinskih izolata. Cesto je to jedna od neizo-
stavnih faza u dokazivanju i ispitivanju Cistoce pojedinih izolata, dobijenih
razli¢itim preparativnim tehnikama (gel filtracija, jonoizmjenjivacka hro-
matografija, SDS—PAGE elektroforeza i sl). Mi smo umnakrsno, putem vi-
Se elektroforetskih (EF) i imunoprecipitacionih (IP) tehnika, 1sp1ta11 finalni
produkt jonoizmjenjivatke hromatografije — ¢isti humani IgG, i sve faze
u toku njegove izolacije, pocevéi od kompletnog seruma (7,9). '

Upotrijebljene tehnike su dale ocekivane rezultate. Pri tome, one se
razlikuju po svojoj specifi¢nosti i osjetljivosti. Standardna elektroforeza je
osjetljiva za koli¢ine uzorka od 1 do 5pl i sluZi kao dobra orijentacija da
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li izolirani uzorak zauzima potrebni polozaj. Medutim, posto se proteini se-
pariraju samo prema naelektrisanju i molekulskoj masi, pojedine klase i
potklase imuno-globulina je na ovaj nalin, nemoguce separirati (3,6,7).

Imunoprecipitacione tehnike su visoko specificne, zbog same osobine
antitijela da mogu reagovati samo sa odgovarajucim antigenom. Zato, dupla
i radijalna imunodifuzija, daju precipitacione linije samo ukoliko je prisut-
na trazena frakcija (Slike: 4 a, bic, 516 a, b i c). Takode ove tehnike su
i kvantitativne, jer se moZe odrediti titar bilo antigena, bilo antitijela, t;j.
njihova tac¢na koncentracija. Nedostaci ovih tehnika su sljedeci: (1) mala
osjetljivost, jer je potrebna veca koli¢ina reagujucih komponenti, pa je ne-
moguce otkriti vrlo male koncentracije i (2) nemoguce je utvrditi stepen
Cistoce ispitivanog izolata, jer sve nefistoce ostaju nevidljive. Ovi nedostaci
se mogu nadoknaditi upotrebom dopunskih ispitivanja: a) Osjetljivost IP
tehnika je ogranicena koli¢inom ispitivanih uzoraka koja daje vidljivu pre-
cipitacionu liniju (oko 1 mg). Vedu osjetljivost pruzaju samo imunoeseji
(imunofluorescenca, RIA, ELISA i sl), i b) IP tehnike koje otkrivaju upravo
ocekivane netistoce, takode mogu povecati kvalitet ispitivanja. U naSem
postupku dokazivanja Cistog IgG-a, izolat nije pokazivao precipitacione linije
sa anti-IgA i anti-IgM Nor-Partigen plotama (neprikazani rezultati), pa mo-
Zzemo sa velikom sigurno$éu tvrditi da se radi o vrlo Cistom pripravku
IgG-a (9).

Imunoelektroforeza u agaru (Slika 7.) nije dala ocekivane rezultate.
Naime, dobijena je samo jedna precipitaciona linija, na -globulinsku fr-
akciju, $to je takode posljedica ogranicene osjetljivosti tehnika u agaru
(7). Komponente separirane elektroforetski difundirale su u agar, ¢ime je
opala koncentracija, pa se optimalan omjer antigena i antitijela neophodan
za nastajanje vidljivog precipitata, nije postigao. Ovaj problem se moZe pre-
vazi¢i upotrebom agaroze umjesto agara, §to planiramo u daljem radu.
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ELEKTROFORETSKO ODREDIVANJE VRIJEDNOSTI GAMA-
-GLOBULINSKE FRAKCIJE SERUMA STAKORA KOJI SU
ODBACILI TUMOR

Hajder Slobodan, Kardum Dusko, Pjani¢ Aida

Veéoj skupini Stakora soja Wistar Zgr. smo inokulisali
po 2x10te éelija YAS-a (Yoshida-in asciti¢ni sarkom (s. c.) Nakon
petnaest dana jedna grupa givotinja je odbacila tumore (grupa
A), dok ih je druga razvila (grupa B). Kao kontrolu koristili
smo skupinu normalnih $takora (grupa C).

Elektroforetskom metodem odredili smo nivoe gama-glo-
bulinske frakcije u serumu sve tri skupine $takora.

Nivoi gama.globulinske frakcije u serumu 3$takora skupi-
ne A bili su normalni, dok su u skupini B zna¢ajno niZi.
Dakle, moZemo pretpostaviti da je nizak nivo gama-globulin-
ske frakcije kod Zivotinja koje su razvile tumor znak slabog ili
iscrpljenog humoralnog imuniteta.

Reakcija organizma na tumorske antigene odvija se u dva pravca:
prvi i vaZniji vid imunog odgovora predstavlja razvoj celularnog imunmiteta
koji poCiva na T limfocitima dok bi drugi vid reaktivnosti bilo stvaranje
specificnog humoralnog imunog odgovora koji se zasniva na B limfocitima,
odnosno njihovom razvoju u plazma stanice. (1,2)

Mada navodi literature ne pridaju veliki znadaj ovoj vrsti imunoloske
reakcije u eventualnom savladivanju neoplazme od strane organizma pozna-
ta su dva nafina na koji humoralni imuni odgovor moZe unistiti tumorsku
stamicu. Prvi nalin bio bi vezivanje specifinog antitijela na antigensko
mjesto tumorske stanice a zatim vezivanje i aktivacija komplementa od
strane tog istog antitijela Sto bi na kraju dovelo do lize tumorske stanmice
(CDC) (3,9). Drugi natin bio bi putem delijske citotoksiénosti ovisne o anti-
tijelima, gdje bi specificna antitijela predstavljala »most« izmedu tumorske
stanice i citotoksiénih T limfocita (ADCC). (6,7,8)

Imunoloska grupa, Medicinski fakultet, Banja Luka
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Materijal i metode

. ZIVOTINJE: Stakori soja Wistar Zgr. oba spola, starosti 2—3 mjeseca,

uzgojeni na Medicinskom fakultetu u Banjoj Luci.

. TUMOR: Tumorske stanice YAS-a (Yoshida-in ascitiéni sarkom), visoko

transplantabilni tumor koji vodi porijeklo od Ca jetre, raste i i.p. i s.c.

- SERUM: Izdvojen je iz krvi $takora dobijene zasijecanjem repne vene.
. ELEKTROFOREZA: Metoda je radena na aparatu CHEMETRON TANK

mod. 2 PAC/5 uz upotrebu semimikro 4P aplikatora, na celogel trakama
14x55 cm, u Na-veronal puferu pH 9, pri struji od 200 V, a u trajanju
od 45 minuta. Bojenje je vrieno u Ponceau-S boji u trajanju od 5 min-

uta, a odbojavanje u 5% sircetnoj kiselini. Trake su ocitavane na den-
sitometru.

STATISTICKA OBRADA: Student-ovim T testom.

Rezultati

Metodom elektroforeze odredivane su vrijednosti gama-globulinske

frakcije u serumima $takora soja Wistar Zgr. nosioca s.c. YAS-a, te odgova:
raju¢ih zdravih Zivotinja istog soja. Stakori nosioci tumora podijeljeni su
na dvije grupe od po 10 Zivotinja, a na osnovu toga da li su razvili ili
odbacili s.c. injicirane tumore.

Petnaest dana od datuma injiciranja tumorskih stanica, zivotinjama je

uzet serum i elektroforetski su odredene vrijednosti gama-globulinske fr-
akcije serumskih proteina (Tabela 1).

SKUPINA A SKUPINA B SKUPINA C

1. 20 15 16
% 20 17 19
38 20 15 20
4. 18 16 19
S: 19 16 18
6. 19 17 21
il 19 12 22
8. 19 16 22
9, 20 17 19
10. 21 12 18

Tabela 1. Elektroforetske vrijednosti gama-globulinske frakcije pojedinih

zivotinja rasporedenim po skupinama

Skupina A — Zivotinje koje su petnaest dana nakon injiciranja odbacile

tumor

Skupina B — Zivotinje koje su nakon 15 dana razvile tumor
Skupina C — Kontrolna grupa zdravih Zivotinja.
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Makon toga izraunate su prosjene vrijednosti gama-globulina za sve
tri skupine, te je odredena statisticka greska Student-ovim T testom.

Mjerenjem povr$ine poprec¢nog presjeka, u isto vrijeme kada im je
uziman i serum za ispitivanje, odredene su veli¢ine tumora kod Zivotinja
iz skupina A i B. Izratunate su njihove prosjetne vrijednosti i odredena
je statisticka greska. Na kraju je izvrSena korelacija vrijednosti gama-glo-
bulinske frakcije i veli¢ine tumora u skupinama A i B, $to je i graficki
prikazano. (Slika 1) Kao uporedna vrijednost dat je nivo gama-globulinske
frakcije u skupini zdravih Zivotinja.

skupina skupina skupina

400 S :q

350 ¢

20

15

250
10 200

150

50

Slika 1 — Vrijednosti gama-globulinske frakcije (|~ | ) i veli¢ine tumora
( (%) po skupinama.

Razmatrajuci dobivene rezultate vidimo da u skupini A, gdje se na
laze Zivotinje koje su odbacile injicirani tumor, postoje visoke vrijednosti
gama-globulinske frakcije (19,7 + 0,35%), te da ni jedna od pojedinacnih
zivotinja iz te skupine nije pokazala uoljiv pad gama-globulina u odnosu
na skupinu zdravih Zivotinja (19,4 +0,6%). U istoj toj skupini rast tumo-
ra pokazao je zanemarljivo malu veli¢inu (59 + 03 mm? u odnosu na
stakore skupine B (370 + 9 mm?), a kod kojih je, u isto vrijeme kada im
je izmjerena ta veli¢ina tumora, naden signifikantno niZi nivo gama-globu-
linske frakcije (153 + 0,5%) u odnosu na skupine A i C. Pored toga sku-
pina B je pokazivala i znaajnije varijacije u vrijednosti gama-globulinske
frakcije mjereno kod pojedinih Zivotinja. (Tabela 1)

Diskusija
Posmatrajuci rezultate dobijene u sve tri skupine Zivotinja ono $to
mozemo prvo zapaziti jesu sli¢ne vrijednosti gama-globulinske frakcije do-

bijene u skupinama A i C, odnosno signifikantno niZe vrijednosti izmjerene

4



u grupi B. Znamo da je skupina C u ovom slu¢aju kontrolna grupa zdra-
vih Zivotinja za razliku od $takora skupine A i B koji su istovremeno bili
s.c. injicirani stanicama YAS-a. Nakon injiciranja Stakori skupine B prog-
resivno su razvili tumore, a $takori skupine A odbacili.

Mada savremena literatura ne pridaje veliku vaZnost humoralnom
odgovoru na tumor, pa ga &ak i optuzuje za tzv. fenomen »blokadex, iz do-
sada$njeg nauénog iskustva je ipak poznato da dobar imunologki odgovor
moZe postojati samo kao kompletan, odnosno uz potpunu saradnju delij-
skog, humoralnog i nespecifiénog imunog odgovora. (4, 7) Uz to dokazana
je i nepobitna éinjenica o uticaju humoralnog imuniteta na savladivanje
tumora putem ADCC i RVK. (9, 10)

Uzevsi u obzir naprijed navedeno, logiéno je zakljuditi da ce orga-
nizmi sa boljim humoralnim odgovorom, a uz odgovarajuéu celularnu re-
akciju imati i bolju odbranu od tumora, odnosno da Zivotinje sa slabijim
i iscrpljenim imunim odgovorom necde biti u stanju da adekvatno imuno-
loski reaguju i eliminidu stanice tumora,

Kao potvrdu ovakvih pretpostavki o znalaju humoralnog imuniteta
u imunoloskoj reakciji na tumor bilo bi dobro spomenuti i upotrebu mo-

noklonskih antitijela na poznate tumorske antigene u svrhu imunoterapi-
je. (5, 6)
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SUMMARY

GAMA-GLOBULIN FRACTION IN THE SERUM OF RATS WHICH HAVE
REJECTED A TUMORS

Hajder Slobodan, Kardum Dusko, Pjani¢ Aida
Immunology Group, Faculty of Medicine, Banja Luka

Wistar Zgr. rats were inoculated with 2 x 1010 cells of YAS (Yoshida ascitic sa-

rcoma) s. c. After 15 days one group of the animals rejected tumors (group A), while
the other one developed the tumors (group B). As a control we used a group of normal
rats (group C). Using electrophoretic measurement we investigated the level of the
gama-globulin fraction of serum.

The valus of gama-globulin fraction in group A are normal, while in the group

B are significantly lower.

We can propose that low values of gama-fraction in animals developing tumors

might be a sing of weak humoral immunity.
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MODIFIKACIJA REAKCIJE VEZANJA KOMPLEMENTA

UNCANIN DRAGAN, PJANIC AIDA

Klasi¢na reakcija vezanja komplementa (RVK) sluzi za
odredivanje titra antitijela na odredeni antigen, uz pomo¢ do-
danog komplementa i hemoliti¢kog sistema. Titracijom komple-
menta kod Stakora nosilaca tumora ustanovili smo da se on ja-
ko mijenja, $to pored titra antitijela bitno uti¢e na efikasnost
humoralnog imunolo$kog odgovora. Zato smo uveli sljedecu mo-
difikaciju RVK: nismo dodavali komplement, nego smo nakon
inkubacije tumorskih antigena i neinaktivisanog seruma nosi-
oca tumora dodali samo hemoliti¢ki sistem.

Na taj nacin smo se daleko viSe priblizili »in vivo« situaciji,
jer je citoksi¢nost posredovana ne samo koli¢inom antitijela
nego i koli¢inom raspolozivog komplementa u serumu nosioca
tumora. Rezuliati dobijeni ovom modifikacijom slazu se sa re-
zultatima dobijenim drugim metodama (CDC, elektroforeza), te
je smatramo podesnijom od klasi¢ne RVK.

Pocetkom ovog vijeka Bordet i Gengou su otkrili da antitijela IgG
i IgM klase, kada se spoje sa odgovarajucim antigenom, formiraju komplek-
se sposobne da vezu komplement Sto predstavlja efektorski dio humoral-
nog odgovora (2). Ovaj pronalazak je posluZio kao osnova za izvodenje re-
akcije vezanja komplementa (RVK) koja se ukratko izvodi tako $to u pr-
voj fazi pomijeSamo adekvatnu koli¢inu antigena, komplementa i ispitiva-
nog seruma. Nakon inkubacije dodaje se hemoliti¢ki sistem koji se sastoji
od eritrocita ovce i hemolizina. Ukoliko postoje specifi¢na antitijela na da-
ti antigen, komplement ¢e istroiti u prvoj fazi. Za drugu fazu komplemen-
ta nece preostati te eritrociti nece biti hemolizirani. Suprotno tome pojava
hemolize oznacava odsustvo specifi¢nih antitijela (1).

U pocetku se RVK koristila samo za dokazivanje sifilisa ali je do
danas nasla dijagnosticku primjenu u brojnim infektivnim oboljenjima (ba-
kterijskim, virusnim itd.). Korak dalje je predstavljala primjena RVK u
odredivanju tipova i subtipova mnogih virusa (6).

Imunoloska grupa, Medicinski fakultet Banja Luka
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RVK je naSla odgovarajuée mjesto i u tumorskoj imunologiji sa ci-
liem da otkrije prisustvo specifi¢nih antitijela na tumorske antigene (3).

Treba naglasiti da koli¢ina komplementa ne raste u toku imunolo$kog
odgovora (7). Buduci da se on troi, logiino je da se pored specifi¢nih an-
titijela, kao ograni¢avajuéi fakior efikasnosti imunoloskog odgovora, javlja
i koli¢ina prisutnog komplementa, §to klasi¢na RVK ne razmatra.

Materijal i metode

1. SERUMI

Izolovani su iz krvi zarezivanjem repne vene, centrifugiranjem 10
min. na 2000 g. Izvor seruma su bili visokorodni $takori soja Wistar Zgr: a)
normalni, b) nosioci tumora (2x 106 tumorskih stanica Yoshida-inog asciti-
¢nog sarkoma injiciranih ip.), ¢) imunizovani IgG-om humanim, prema kl-
asi¢noj proceduri imunizacije uz dodatak CFA i IFA, $to je opisano drug-
dje (4).

2. ANTIGENI

KoriStena su 2 antigena: a) djeli¢i membrane tumorskih stanica
YAS-a, koncentracije od 1,8 mg/ml, b) humani IgG dobijen na naéin opi-
san drugdje (5), u koncentraciji od 5,1 mg/ml.

3. HEMOLITICKI SISTEM

Sastoji se od jednakih volumnih jedinica: a) 19, otopine ovéijih eri-
trocita, b) hemolizina titra 1:2 400.

4. TITRACIJA KOMPLEMENTA

Izvedena je u mikroelisa plodicama. Ispitivani serum je u rastuéem
razblazenju (do 256), u neinaktiviranom obliku (nije inkubiran na 560C ¢&i-
me je ofuvan endogeni komplement) upotrijebljen u koli¢ini od 50 ul. Do-
dano je 100 ul hemolititkog sistema. Inkubacija traje 60 min na 376C.
Plo¢ice se ostave preko nodi u frizideru (4 C). Narednog dana se otitava-
ju rezultati.

5. TITRACIJA ANTIGENA

IzvrSena je po principu »3ahovske table« u mikroelisa ploticama. Ho-
rizontalno su nanoSena rastuca razblaZenja antigena (do 2 048), a u oko-
mitom smjeru rastua razblazenja seruma (do 8§ 128). Nakon inkubacije u
vodenom kupatilu (60 min. na 37°C) dodan je hemoliticki sistem i izvrena
druga inkubacija (60 min. na 37°C). Plodice se ostave preko noéi u frizideru
i sutradan se ofitavaju rezultati. Nasli smo da je najpodesnija koncentracija
tumorskog antigena 1,8 mg/ml, a IgG-a 5,1 mg/ml.

6. MODIFICIRANA RVK

Rastuéem razblaZenju (od 256) neinaktiviranog seruma (50 pl) se
dodaju antigen (50 pl). Umjesto egzogenog komplementa dodato je 50p 1
fizioloske otopine. Nakon inkubacije (60 min. na 37¢C) dodano je 100 ul
hemolitikog sistema. Sljedeca inkubacija je provedena pod istim uslovima
kao i prethodna. Rezultati su oCitavani nakon $to su plocice prenoéile u
frizideru na 40C.
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1. AKTIVNOST ENDOGENOG KOMPLEMENTA IZ SERUMA

U klasi¢noj RVK serum se inaktivira 30 min. na 37:C, da bi se unis-
tio endogeni komplement, a u reakciju se naknadno dodaje komplement
zamorca. Da bismo ispitali aktivnost endogenog komplementa neinaktivira-
ni serum je dodan u hemoliticki sistem. Preko rastucih razblazenja seruma
odreden je titar komplementa u normalnom serumu (Slika 1) i serumu
$takora nosilaca tumora (Slika 2).
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Slika 1. Titracija endogenog komplementa u serumu norrﬁéiﬁih Stakora
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Slika 2. Titracija endogenog komplementa u serumu $takora nosilaca
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Na slici 1 se vidi da je hemoliza prisutna do 3. bunaréi¢a mikroelisa
ploice §to odgovara titru komplementa od 1:4. Titar komplementa Zivo-
tinja nosilaca tumora se mijenja tokom rasta tumora. U toku cijelog in-
tervala pracenja on je iznad normalnih vrijednosti, izuzev 3. dana. Najvedi
titar zapazen je 7. cana cd injiciranja tumorskih stanica i odgovara titru
od 1:16. Bitno je primijetiti da u toku rasta tumora endogeni komplement
znatajno varira.

2. ISPITIVANJE PRISUSTVA ANTI-TUMORSKIH ANTITIJELA

U predhodnom ispitivanju su u reakciju bili uvedeni samo serum (kac
izvor endogenog komplementa) i hemoliti¢ki sistem. Sada smo u paralelnom
nizu bunarcica uveli u reakciju i antigen. Ispitani su sljede¢i serumi:
( A) normalni serum (a) i normalni serum uz dodatak tumorskih an-
tigena (b),

( B') serum $takora nosilaca tumora (a) i serum iste zivotinje uz do-
datak tumorskih antigena (b),

( C ) serum Stakora imunizovanih humanim IgG-om (a) i serum iste
Zivotinje uz dodatak IgG-a kao antigena (b).

00000000k

COOa -

A B

Q

Slika 3—Hemoliza u bunar¢i¢ima sa: a) serumom i hemoliti¢kim sistemom,
i b) serumom, hemoliti¢kim sistemom i atigenom.

Uocava se da serumi koji posjeduju antitijela protiv dodatnih antige-
na ispoljavaju razlike u mjestu prestanka hemolize pod uticajem endogenog
komplementa. Hemoliza ranije prestaje, tj. potencijalno prisutna antitijela
se vezuju za antigen, »kupe« komplement, te ga ne preostaje za hemoliticki
sistem. U serumu $takora imunizovanih humanih IgG-om je razlika izme-
du niza bunarfica bez antigena i sa antigenom izrazenija nego u serumu
nosilaca tumora, 3to se moZe povezati sa veéim titrom antitijela. Kod nor-
malnih seruma nije ispoljena razlika u mjestu prestanka hemolize izmedu
niza bunartica sa antigenom i bez njega.
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3. MODIFICIRANA REAKCIJA VEZANJA KOMPLEMENTA KOD NO-
SILACA TUMORA U TOKU NJEGOVOG RAZVOJA

Kod Zivotinja nosilaca tumora, paralelno sa pradenjem oboljenja od
injiciranja do smrti, svaki drugi dan je u serumu ispitivan: a) titar komp-
lementa i b) titar antitumorskih antitijela modificiranom reakcijom vezanja
komplementa. Titar antitumorskih antitijela je odreden oduzimanjem broja
hemoliza sa antigenom od broja hemoliza bez antigena.
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Slika 4—Graficki prikaz kretanja titra komplementa (1) i titra anuiwwuors-
kih antitijela (2) u toku razvoja tumora.

Uotljivo je da titar antitijela (kriva 2) raste do 3. dana kada doseze
najvecu vrijednost (0,8) i da nakon toga opada da bi u terminalnoj fazi pao
na O. Takode se vidi da najveéim dijelom postoji obrnuto proporcionalan
odnos izmedu 2 krive. Bitno je naglasiti da titar antitijela odreden modifici-
ranom RVK korelira sa tokom oboljenja.

Diskusija

Odredivanje titra komplementa Cini sastavni dio modificirane RVK.
Komplement, koji smo koristili u klasicnoj RVK, je nabavljen od Imuno-
loskog zavoda Zagreb, nije posjedovao ocekivanu aktivnost iako je cuvan
i doveden u radno stanje po propisanim uputama. Samim tim su rezultati
dobijeni posredstvom ovakvog komplementa nepouzdani. Kod modificirane
RVK je to izbjegnuto jer je sastavni dio reakcije odredivanje titra komple-
menta.
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Cak i da je bio potpuno ispravan egzogeni komplement, klasi¢na RVK
ne daje cjelovit uvid u stanje humoralnog imunoloskog odgovora jer se njom
moze odrediti sa:o titer specifi¢nih antitijela. Drugi bitan faktor (ako ne i

ui ) za efrastost humoralnog imunoloskog odgovora, komplement,
nc tretiya.

Iiodificirancm RVK se moZe odrediti orijentacioni titar antitijela. Do-
iiati su poducarni sa rezultatima dobijenim drugim metodama
‘ vcza ADCC, itd.), koje pokazuju da je maksimalna predukceija anti-
tumorskih antititijela upravo 3. dana od injiciranja tumorskih stanica. Na-
kon 1oga imuni odgovor (kako humoralni, tako i celularni) slabi, a tumor
vio raste. Zivotinje sa ip. tumorima koje smo mi pratili do egzitu.
sa (3. can od injiciranja tumorskih stanica), pokazale su takode 3. dana
maksimalan humoralni odgovor, mjeren modificiranom reakcijom vezanja
kompliemenia (slika 3). Nakon toga titar antitijela i komplementa jako opa.
da. Paraleluo radena elektroforeza i CDC reakcija, daju naknadno jo§ jedan
pik 5. dana, ali to ne korelira sa tokom oboljenja (neprikazani rezultati).
Mediiicirana reakcija vezanja komplementa, dakle, prati oba faktora
humeralnog imunolodkog odgovora, njihovo prisustvo, odsustvo kao i vari-
i - Mz taj nain je mnogo bliZa »in vivee situaciji. Organizam u borbi
prolv stranog agensa ne koristi nikakav egzogeni komplement, kao ni egzo-
geng jeie, nego samo ona koja sam posjeduje. Ishod te borbe ovisi kako
0 kolifipi antitijela tako i o koli¢ini raspolozivog komplementa, i da bi se

mogac predvidjeti, neophodno je pradenje oba faktora.
Na osnovu svega izlozenog modificiranu reakciju vezanja komplementa

smatramo podesnijom od klasi¢ne jer mnogo bolje odslikava zbivanja u or-
ganizmu.

i
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SUMMARY
MODIFICATION OF THE COMPLEMENT FIXATION REACTION

Unéanin Dragan, Pjani¢ Aida
Immunology group, Faculty of Medicine, Banja Luka

Classic COMPLEMENT FIXATION REACTION (CFR) serves for the ordering of
a titar antibodies on a given antigen, with a help of the added complement and hemo-
Iytical system. We have evaluate that the titar of the complement in rats with growing
tumors changes through the disease. Because of that, we introduced the following
modification: we did not add compelement in the reaction, than only non-inactivated se-
rum (with endogenou complement). In that case, the antigen-antibody reaction could use
only the complement from the tested serum.

With this modification we are closer to the »in vivo« conditions, because the
cytotoxicity depends not only of the amount of antibodies than also of the amount of
the disposable complement.

Our results agree with the results of the others methods and present status of
tumor bearers, better than those obtained with classic CFR. We consider that present
modification of CFR is more suitable than obvious assay.
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REPORTS

INTENZITET IMUNOG ODGOVORA PRACEN TESTOVIMA
CELULARNE (CC) I HUMORALNE (CDC) CITOTOKSICNOSTI
POVEZAN JE SA BRZINOM RASTA TUMGRA

BASIC SUBHA, HABIBOVIC SENAD, PJANIC AIDA,

U visokosrodne $takore soja Wistar Zgr injicirano je s.c.
2x10%0 stanica YAS-a (Yoshida-in asciti¢ni sarkom). Povrsina po-
pre¢nog presjeka je pracena 14 dana. Paralelno je pracen i imu-
ni odgovor testovima celularne (CC-cellular cytotoxicity) i iumo-
ralne (CDC-complement dependent cytotoxicity) imunesti. Pri-
mijeceno je da su vrijednosti CC i CDC testova kod nosilaca tu-
mora viSe od vrijednosti dobijenih u kontrolnoj skupini norma-
Inih Stakora, te da su vrijednesti CC testa znatno vise od vrijed-
nosti CDC testa.

Jedna skupina $takora je nakon 14 dana imala tumore ve-
li¢ine 230 * 63,8 mm:2 (skupina A), a druga tumore velitine
600 + 161 (skupina B). Uporedivanjem intenziteta imunog odgo-
vora skupina A i B primjecuje se da je imuni odgovor jadi u sku-
pini A nego u skupini B i da je celularni imuni odgovor u sku-
pini A signifikantno ja¢i nego u skupini B, iako je svima injiciran
isti broj tumorskih stanica. MoZe se pretpostaviti da individualna
imunolodka reaktivnost pojedinog $tzkora odreduje veli¢inu i br-
zinu razvoja tumora.

Imunoloski odgovor na tumor obuhvata &itav spektar reakcij-
Cavanja do pospjeSenja rasta tumora. Taj odgovor se zasniva na postojanju
tzv. neoantigena na tumorskim stanicama, a koji se ne nalazi na normalnim
stanicama istog tkiva. (10,11)

U imunolo$ki odgovor na tumorske stanice ukljudeni su nespecifi-
¢ni oblici imunosti i oba oblika specifi¢ne imunosti: humoralni i staniéni.
(2, 5, 9) Stani¢na imunost uklju¢uje citotoksi¢no djelovanie limfocita T, sta-
nica NK i K, makrofaga, monocita, i dr. polimorfonuklearnih leukocita.
(4, 6, 13) Humoralnu imunost ¢ini itav spektar antitijela raznih razreda
koja u dodiru sa povriinskim tumorskim antigenima mogu izazvati niz efe-

Imunclodka grupa, Medicinski fakultet Banja Luka
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kata: od potpunog uniStenja tumciz, 5
mjenom povisine Koja Siiti tuinor. ()

Antitijela Loja stvara nosilac tumora I tLior ne 1ogu pruzi- ‘
ti djelotvornu reakciju bez istovicrene akiivacije T sionica all megu po- 0.1 ml

do pospjcienin rasta tiaca pro-

moci u ograniavanju Sirenja tumora, cmetajudi pejava metastaze (anti- dodaje

tijela se u cirkulaciji vezuju na tumorske stanice i unistavaju ik, (2, 12) stotak

Dakle, na postojanje tumorskih stanica u organizimu nosioca se javlja
imunolodki odgovoi, a od intenziteta tog odgovora zaviside dal’a cudbina
rasta tumora. 1

ispitivi
Materija! i metode stotak
1. ZIVOTINJE
Koristeno je 13 visokosrcdnih Stakora soja Wistar Zgr, vegoicnih u ‘
stali Medicinskog fakulteta, starosii 2—3 mjsscea. Selelicija pe polu nije 109, r
vrsena, u 100
2. TUMOR
KoriSten je YAS (YOSHIDA-in asciti¢ni «arkem). Tumerske stanice
YAS-a su s.c injicirane $takorima soja Wistar Zgr. Velidina tumera je mje-
rena 14 dana, a izrazavana je kao povréina poprednog presieka
3. SUSPENZI}A TUMORSHIH STANICA
: . L : — . TUMO
Suspenzija se dobije centrilugivanjem ascitesa (12 min. pa 2000 g)
Stakora nosilaca intraperitoncalnog tumora. Tumorske stanice se 2¢ ispi- :
raju i to prvi put sa ACT-um, da sc odvoic od lc.m'ucim, a drugi put sa zvili t

PBS-om, i taj se postupzk moze ponavljati sve dok ima eritrocita. Suspe- o)) e
nzija stanica se pravi tako da se vzimaju 3 kapi stanica i 2 ml PES-a, za 5
CDC reakciju, a 2 kapi stanica i 2 ml PBS-a, za CC realciju. Cijeii postupak
se izvodi na hladnom (4°C), a finaine koncentracije iznose: 2x107 (za CDC)
i 2x10¢ (za CC).

2.

4 LEUKOCITI

Dobijent su ispiranjem peritonealne Supljine $takora, sa 20 m! PBS-a
{lostatni pufer). Ispirak se centrifugira 12 min. na 2000 g. Postunak ispira-
nja i centrifugiranja se ponavija 3x. Nakon posliednjeg centrifugiranja i
odlijevanja PBS-a, napravljena je suspenzija od 2x10¢ stanica po mililitru.
U toku rada, epruvete se drze na lediw.

5. SERUM

Iz repne vene $takora uzeta je krv. Krv je zatim centrifugirara 12 &
min. na 2000 g, i uzet je supernatant (serum). Endogeni komplement ie ina- 1 i
ktivisan inkubacijom scruma u vodenom kupatilu na 566C u trajanju 30
min.

6. KOMPLEMENT

Uzeta je suspenzije standardnog pripravka (Imunoloski zavod Zagreb)

et A ; ma cit
u koncentraciji od 21i. j. /50 mikrolitara. :
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7. CDC—TEST (COMPLEMENT DEPENDENT CYTOTOXICITY)

Test se izvodi tako da se na 0.1 ml suspenzije tumorskih stanica doda
0.1 ml. seruma ispitivane zivotinje i to inkubira 20 min. na 4¢C. Zatim se
dodaje 0.1 ml. komplementa i sve inkubira 60 min. na 37¢C. Qcitava se po-
stotak mrtvih tumorskih stanica.

8. CC—TEST (CELLULAR CYTOTOXICITY)

Test se izvodi tako da se tumorske stanice inkubiraju sa leukocitima
ispitivane Zivotinje (po 0,1 ml) na 37¢C u trajanju 30 min. OCitava se po-
stotak mrtvih tumorskih stanica.

9. POSTOTAK MRTVIH TUMORSKIH STANICA

Odreduje se tako da se pomijesa 0.05 ml suspenzije stanica sa 0.45 ml
109/, razblazenja Tripan plavog, te se pod srednjim uvecanjem mikroskepa
u 100 izbrojanih stanica odmah izracunava broj zivih i mrtvih stanica.

10. STATISTICKA OBRADA PODATAKA
Podaci su obradeni Student-ovim t-testom.
Rezultati:

1. INTENZITET IMUNOLOSKE REAKTIVNOSTI I BRZINA RASTA
TUMORA KOD STAKORA KOJI SPORO RAZVIJAJU TUMORE

Skupina A predstavlja Stakore koji su nakon 14 dana mjerenja ra-
zvili tumore povrdine 230 1 63.8 mm:. Paraleino sa razvojem tumora pra-
¢en je imunoloski odgovor (Slika 1).
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Slika 1 — Veli¢ina tumora i imunoloska reaktivnost pracena testovi-
ma citotoksi¢nosti (CC i CDC) u skupini A Stakora koji su razvili male tu-
more. N — normalne Zivotinje.
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Analizom vrijednosti testova imunoloike ciiotoksiénosti se vidi da
su one znatno viSe u ovoj skupini u cdnosu na reaktivnost noiraainih $ta-
kora iz kontrolne grupe. Humoralni imuni odgover pracen prekc CDC iesta
ima najviSu vrijednost 5-0g dana, a poclije njegova vrijednost progresivno
opada priblizavajuci se vrijednostima reaktivnosti $takora u kont ‘olnoj sku-

pm1 normalnih Zivotinja. Vrijednosti celulainog imunog odgovora su <ijelo
vrijeme izrazito visoke.

2. INTENZITET IMUNOLOSKE REAKTIVNOSTI I BRZi:IA RASTA
TUMORA KOD STAKORA KOJI BRZO RAZVIJA TUMORE

Skupina B predstavlja 3takore koji su nakon 14 dana mijerenja razvili
tumore povrsine 600 + 161 mm2. Paralelno sa razvojem tumora praden je
1 imunoloski odgovor (Slika 2).
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Slika 2 — Veli¢ina tumora i imunolo$ka reaktivnost pracena testovi-
ma citotoksi¢nosti (CC i CDC) u skupini B $takora koji su razvili velil:e tu-
more. N — normalne zivotinje.

Analizom vrijednosti testova imunoloske citotoksi¢nosti i u ovoj
skupini se primjecuju viSe vrijednosti u odnosi na normalnu reaktivnost
Stakora iz kontrolne skupine. Vrijednosti humoralnog odgovora visoke su
S-og dana, a onda opadaju i bitnije se ne razlikuju u odnosu na skupinu A.
Vrijednosti celularnog odgovora su 7-og dana bile izrazito visoke da bi 14
dana bile signifikantno nize (p < 0.05).

Diskusija
Iz rezultata dobijenih u ovom radu primjecuje se da se na prisutnost
tumorskih stanica u orgonizmu nosioca tumora javlja imuni odgovor, §to
se vidi komnaracijom vrijednosti testova humoralne i celularne imunosti

Stakora nosilaca tumora sa Zivotinjama iz kontrolne skupine (1, 2). Intenzi-
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let imunog odgovora kod $iakora mosilaca tumora u obrnutoj je srazmjeri
sa veli¢inom 1 bizinom rasia tumora. Skupina Stakora koja je razvila
male tumore (A) imala je jaCi imuni odgovor od skupine $takora sa razvije-
nim velikim tumorima (B), iako su $takorima iz obje skupine injicirane iste
doze tumorskih stanica.

Intenzitet humoralnog imunog cdgovora se bitnije ne razlikuje u sku-
pinama A i B (3). MoZe se primijeiiii da je humoraini imuni odgovor djelo-
tvoran samo u poletku rasta primarneg tumore, ie da sa daljim rastom tu-
mora siabi, i pribliava se vrijednostima onog u kontrolnoj skupini norma-
Inih $takora. To upucuje na Cinjenicu da humeralni imuni odgovor samosta-
Ino nije u stanju da sprijeci razvoj tumora te da je za njegovu aktivnost
bitno ucedée i dr. faktora imunosti (4, 7, 10).

Celularni imuni odgovor (CC) ima dominantniju ulogu u imunolodkoj
reaktivnosti od humoralnog $to je vidijivo kod obje skupine $iakora, §to se
uklapa u rezultate radova drugih autora (11, i3). Nadalje, celularni imuni
odgovor bolje korelira sa rastom tumorz od humoralnog, tj. pad vrijednosti
celularnog odgovora (CC) pracen je porastom veli¢ine tumora i razvojem
velikih tumora (Slika 2), a konstantno visoke vrijednosti celularnog odgo-
vora dovoce do stagnacije rasta, a zatim opadanja velitine tumora (Slika 1).
Nase miSljenje je da bi navedeni rezultati korelacija veli¢ine tumora i imu-
nolodke reaktivnosti mogli imati zna¢aj i u humanoj patologiji za pracenje
efekata antitumorsie terapije te u prognosticke svrhe.
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SUMMARY

THE TUMOR GROWTH IS CONECTED WITH INTENSITY OF THE IMMUNE
RESPONSE TO THE TUMOR

Basi¢ Subha, Habibovié Senad, Pjanié Aida
Immunology Grewp, Faculty of Medicine, Banja Luka

Wistar Zgr rats have been injected with 2x10t0 cells of Yoshida's ascitie sarcoma
s. c.. The size of cross-section area of tumor has becn monitored through the 14 days,
in parallel with the percentage of cellular (CC) and humoral (CDC) cytotoxicity. The
values of CC and CDC in tumor bearers were significantely higher than in control gro-
up of normal rats and CC values were higher than CDC values in each animal,

Although, all of the animals received, a same amount of tumor ce!ls, thg group
A developed, a smaller tumors than group B. We can propose that individual immuno-
logic reactivity in separate animals define the size of, a tumor,
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listracija
—Zagreb Imuni sistem je samo jedna od komponenti u kompleks-
nduction nom sistemu Zivog organizma. Mnoge reakcije unutar njega jos
'om pati nisu razjaSnjene. Moderni naulnici pokuSavaju da unesu malo
viSe svjetia u neurc-imune komunikacije.
Sve je pofelo sa ponasanjem usiovijenim imunim odgovo-
rom: neki uslovni stimulus meZe izazvati neuslovan odgovor — u
ovom slu¢aju, imuni odgovor. U stvari, postoji mogucnost ucenja
. stimulacije ili inhibicije imunog odgovora, kroz ponavljane oblike
ponasanja.
U ovom mini-revijalnom ¢lanku pokusali smo prezentovati
najnovija saznanja iz podruéja imunologije ponasanja.
?2“30'“3 Do sada je objavljen veliki broj radova u kojima su opisane promjene
ity. ?ﬁf u imunom sistemu pod dejstvom nervnih i endokrinih funkcija (8). Mehani-
-Tio' !IJ"O- zmi komunikacije izmedu tih sistema su dobrim dijelom poznati i zasnivaju
:ng;:o.up se na sposobnosti limfocita da specifi¢no reaguju na veliki broj" bioloski
mmuno- aktivnih supstanci (sl. 1). Medutim, najznadajniji napor u pokusajima da
se pokazu od psihi¢kih faktora inducirane homeostatske promjene, ucinjen
je u radovima koji su pokazali mogucnost kondicioniranja, il usloﬂman]a
® imunog odgovora. v
Imunolodka grupa, Medicinski fakultet Banja Luka




UNOA/HINI NEUROPEPTIDI

acetilholin angiotenzin
advenalin kalecitonin
insulin
noradrenalin
dopamin ST
aerotonin okai\l‘.ocin
vazopreuin
histamin holesistokinin
gaatrin
somatostatin supsta/nca P
bombezin vazoaktival crijevai
bradikinin po/lipeptid

dinorfin
beta-endorfin
TRH enkefalini

neuropeptid Y

neurotenzi;

Slika 1. Limfocitov osjetni svijet

Osnova klasi¢nog kondicioniranja je sparivanje dva stimulusa, neuslo-
vnog (NS) i uslovnog stimulsa (US). Uslovne drazi, kao §to su svjetlo ili
zvuk, izabrane su jer ne proizvode jasne odgovore, ili proizvode slabe odgo-
vore nevezane za odgovor koji e se kasnije eventualno nauciti. Sa druge
strane, neuslovne drazi, kao §to su hrana ili bolni agens na nozi, izabrani
su zato $to uvijek izazivaju jasnu reakciju, ili neuslovni odgovor, kao $to su
salivacija ili povlaCenje noge. Razlog §to je ccgovor nazvan ncuslovnim je
zato Sto je uroden; dobijen je pomocu neuslovae drazi bez ucenja. Kada je
US ponavljano pracen sa-NS u preciznim vremenskim intervalima, US po-
Cinje da izaziva odgovor, nazvan uslovnim odgovorom, koji 1i¢i na neuslo-
vni odgovor. US tada postaje signal koji predvida pojavu NS-a, i Zivotinja
odgovara na njega ve¢ pripremljena na neuslovni stimulus.

Prvi radovi koji su pokazali moguc¢nost uslovljavanja imunog odgovo-
ra, odnosno primjene klasi¢cne Pavlovljeve teorije uslovnih refleksa na, do
tada od drugih fizioloskih funkcija izolirano promatrane funkcije nervnog
sistema, imali su za cilj dokazivanje funkcionalne povezanosti CNS-3 i imu-
nog sistema (10). U ovim radovima kao neuslovna draz koriSteni su odrede-
ni antigeni i modulatori nespecifi¢nog imuniteta, kao $to su, izmedu ostalih,
virusi, eritrociti, albumin, konjski serum, paraziti i bakterijske vakcine. Po-
rast titra antitijela izazvan prezentacijom same uslovne drazi smatrao se
glavnim argumentom u korist teze o direktnom uticaju centralnog nervnog
sistema na imunolo$ku reaktivnost. U tabeli 1 sistematizirani su eksperime-
nti u kojima je koriSten ovaj metod, na osnovu tri razlicite kategorije ne-
uslovnih drazi.
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Tabela 1. Klasi¢no kondicionirani imuni odgovori.

NEUSLOVNA DRAZ USLOVLJENI 02GOVOR
A. Aktivatori nespecifinog imuniteta kao neuslovne a2
Tapioka Leukocitoza
Gama globulin Pojaanje fagocitoze
Poly I:C fcjacunje NK aktiviosti
B. Aniigeni kao neuslovne drazi
V. cholerae Povecanje titra antitijela
Tifusna vakcina Povecanje titra antitijela
o Virus influence Povecanje titra antitijela
Ovalbumin Anafilakticki Sok
Alloantigen Povecanje broja citotoks. limfocita
Kravlji serumski alb. Otpustanje histamina
C. Imunomodulirajuce supsiance kao neuslovne drazi
il Ciklofosfamid Imunosupresija
Anti-limfocitni serum Imourosupresija
Ciklofosfamid Leukopenija
Levamizol Imunopotencijacija

Najcesce koriStena imunomodulatorna supstanca u ckoerimentima sa
klasi¢no kondicioniranim imunim odgovorom je ciklofosfamid. Uporednim
davanjem ciklofosfamida i neke neuslovne draZi kao $to je aromatiziran
Fae rastvor za pic"e, iixotiqjq su stigale uslovnfa reflekse. Kao re‘:zulFat toga, kada bi
i etlw kpmdaomramm Zivotinjama bio prezentiran sam \.x.sl_ovm 's‘tlmul.us .(gl.romg-
% odgo- tizirana voc!a_), pokazivale bi usporen rast titra antitijela pri imunizaciji ov¢i-

Jim eritrocitima, $to upravo oponasa reakciju na ciklofosfamid. Sa druge

a druge St Et 3 A : e
feabrani strane, k.oz_ldxf:lomral_le Zivotinje kojima nije prezentiran uslovni s.tlmulu's?
S Sloten i nekonc.hmomre.xq(.e Zivotinje su koo kontrolne grupe pokazale znadajno brzi
vnim je porast titra antitijela (1).

Kada je Sli¢an primjer testa gdje je kao neuslovna draZ koristen ciklofosfamid
US po- je i oslabljena reakcija odbacivanja kod Zivotinja kojima je prezentiran samo
neuslo- US, a koje su ranije bile kondicionirane paralelnim davanjem ciklofosfa-

ivotinja mida i aromatiziranog rastvora za pice (3). Intenzitet reakcije je odredivan

mjerenjem teZine regionalnih limfnih &vorova i najslabiji je bio kod kondi-
odgovo- cioniranih ?ivqtinja kojima je Prezeptiran ‘usl?.vni_st‘imulus. Ka_o §to se mo-
na. do glo i ocekivati, uzastopno bro;nf) izlaganje Zzivotinje uslovnoj drazi dovo-

nerx" dilo je do slabljenja imunosupresivnog odgovora (4).

3 1 IM0- Odgovor na tumor kod ranije kondicioniranih miSeva ispitivan je na
odrede- BALB/c soju sa plazmocitomom koji proizvodi antifosforilholin antitijela
ostalih, sa karakteristicnom determinantom identificiranom kao TEPC-15 idiotip (5).
ine. Po- Zivotinje kondicionirane uzastopnim davanjem ciklofosfamida i saharma
itrao se u vodi za pice, Zrtvovane su 10 dana nakon inokulacije tumora, a U s
nervnog " seruma testirani na prisustvo imunoglobulina sa TEPC-15 idiotipom. U
iperime- vrijeme napravljena je kultura splenocita i nakon pet dana u s
rije ne- odredena koli¢cina TEPC-15 imunoglobulina. Tako su dobijeni

metri o brzini rasta tumora u odnosu na vrijeme umiranja. Znaca




u sadrzaju TEPC-15 imunoglobulina kod kondicioniranih Zivotinja testiranih
saharinom, u odnosu na nekondicionirane, prikazane su na slici 2, da bi se,

barem na ovom primjeru, stekao utisak o intenzitetu kondicioniranog imu-
nog odgovora.
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Slika 2. Nivoi TEPC-15 idiotip pozitivnog imunoglobulina u serumu i
kulturi splenocita.
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Sljede¢i primjer uslovljavanja imunog odgovora je farmakoterapija
sistemskog lupusa u New Zealand miseva koji sponiano razvijaju ovu bo-
lest (2). Kod kondicioniranih Zivotinja zamjena aktivnog lijeka uslovnom
drazi dovela je do odgadanja pojave autoimune bolesti, z: razliku od neko-
ndicioniranih Zivotinja kojima je data doza imunosupresiviic supstance ne-
dovoljna da izmijeni tok razvoja bolesti. Karakteristi¢no, misevi sa manife-
stnim simptomima bolesti nisu pokazivali averziju na izmijenjen okus vode
za pice, ranije kombinovane sa aplikacijom imunosupresivne supstance, kao
§to je bio slucaj sa drugim, normalnim Zivotinjama (6). Ovi podaci pokazuju
da su Zivotinje sposobne osjetiti imunoloske poremecaje, i da se to odraza-
va na njihovo ponasanje, ¢ime se pokuSava popraviti homeostatski disba-
lans. Medutim, najveéi nedostatak ovog modela je nemoguénost da se vre-
menski i imunolodki definiSe neuslovni odgovor, usljed opste citotoksi¢nosti
i sporednih dejstava ciklofosfamida, te je veoma teSko govoriti o specifi¢nim
posljedicama njegove administracije i uslovljavanja imunosupresivong od-
govora.

Umjesto ciklofosfamida su se, kao neuslovne drazi, koristile i druge
imunomodulatorne supstance, kao §to su antilimfocitni serum (9) i levami-
zol (7), poSto imaju specifi¢nije dejstvo na imuni sistem. Medutim, njihovo
dejstvo je dugotrajno i moZe imati trajne efekte na imuni sistem.

Kao zaklju¢ak moze se rec¢i da se pravi znacaj ovih eksperimenata
jos uvijek ne moze predvidjeti; ali je sigurno da oni ukazuju na najmanje
tri vazne ¢injenice na koje treba obratiti paznju prilikom daljih istraziva-
nja. Kao prvo, ovi eksperimenti ukazuju na jasnu funkcionalnu vezu izme-
du centralnog nervnog sistema i imunog sistema, bez obzira na fiziolo§ku
osnovu te komunikacije. Dalje, upucuju na ¢injenicu da imunoloski eksperi-
menti in vitro ispituju imune funkcije organizma izolovane od uticaja ner-
vnog sistema i uopste Zivog tkiva u kojem su komponente imunog sistema
konstantno pod uticajem razli¢itih i jo§ nedovoljno poznatih faktora. I
konacno, radovi koji ukazuju na povezanost visoko slozenih kortikalnih
funkcija kao Sto je ucenje kod zivotinja, i za opstanak esencijalno vaznih
{izioloskih sistema kao Sto je imuni sistem, mozda u daljem radu mogu
dati odgovor na pitanje kako kompleksni faktori socijalne sredine i psihi-
¢kog Zivota Covjeka mogu uticati na integritet i opstanak individue.
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SUMMARY
BEHAVIORAL IMMUNOLOGY

Jovi¢ Vladimir, Pjani¢ Aida
Immunelogy group, Faculty of Medicine Banja Luka

The immune system is only one of the components in the organised system of
the living being. Many relationships which make the system possibile, are unknown.
The modern scienciest are trying to look inside the neuro-immune communications.

Everything staited with the behavioraly conditioned immune response: one condi-
tioned stimulus can provoke one unconditioned response; in this case, one immune
response. In fact, we can learn to stimulate or inhibite cur immune resposivenes thro-
ugh repeated behavioral reactions.

In this mini-review we will present recent studies from this field of research.
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I%UNOTERAPIJA MALIGNIH TUMORA UZ POMOC VIRUSA
d Clancy,

TUR DRAGAN, MISKOVIC IVICA, PJANIC AIDA

Imunoterapija malignih oboljenja je nau¢na i klinicka dis-
ciplina koja se naglo razvija u posljednje vrijeme. Koriste se ra-
zne metode da se poveca imuni odgovor na tumor. Mnoge od njih
su kliri¢ki testirane i neke daju veoma dobre rezultate.

U posljednjih par godna pojavio se novi oblik imunoctera-
pije malignih tumora, uz pomo¢ virusa. Neke vrste virusa injici-
ranjem dirckino u tumorsku masu ili u okolinu tumora, modifi-

iystem of ciraju tumorske antigene. Koriste¢i ovaj postupak tumorske celi-
postup:

;‘;‘i‘;‘l’;”“- je postaju bolje prepoznatljive za imunolodki sistem.

:"?mﬁﬂg; Imunoterapijski postupci

nes thro-

Svrha svih imunoterapijskih postupaka je potenciranje imunog odgo-
vora na tumor. Postoji vide imunoterapijskih postupaka i jo§ uvijek se
istraZuju nove mogucnosti. Imunoterapija se moZe primijeniti u preventivne
svrhe, zatim kod razvijenih i metastatskih tumora i kao dcdatna terapija
u kombinaciji sa drugim terapijskim postupcima. Vecdina ispitivanja vrsi
se na eksperimentalnim Zivotinjama ali raste i broj pozitivnih efekata do-
bijenih ked belesnika sa malignim tumorima.

U osnovi imunoterapijski postupci su sljedeéi: terapija »in vitroc ku-
Itivisanim imunim stanicama, tumorskim antigenima, antitijelima, zatim ci-
tokinima, imunostimulansima, postupcima koji umanjuju supresiju u imu-
nom odgeveru te kombinacijama ovih pojedinih postupaka.

U posljednjih par godina pojavio se novi oblik imunoterapije virusima.

Svi postupci imaju za cilj pojacanje specificnog imunog odgovora na
tumor.

rese‘A.

Potencijalni mehanizmi djelovanja

Princip imunoterpije pacijenata oboljelih od malignih tumora baziran
je ma Cinjenici da su tumor asocirani antigeni (TAA) imunogeni¢ni cdnosne
da induciraju imuni odgovor protiv tumorskih celija. TAA specifi¢ni imuni

Imunoloska grupa, Medicinski fakultet Banja Luka
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odgovor moZe biti uvecan razli¢itim tipovima antigena koji modificiraju tu-
morske Celije. Jedan od moguéih modifikatora je virus.

Shimizu i saradnici (1) smatraju da virus djeluje kao pomoéni anti-
gen proizvodeci T helper (Th) limfocitnu aktivnost koja ¢e dovesti do pove-
¢anja TAA induciranog (anti TAA) B limfocitnog odgovora kao i aktivnosti
citotoksi¢nih limfocita (CTL). Koriste¢i ovaj mehanizam stvorili su tumor
specifi¢ni imunoprotektivni model. Ukratko, inokulacijom zivih virusa indu-
cira se stvaranje Th limfocita specifi¢nih za virus. Ponovnom imunizacijom
sa virusom inficiranim (modificiranom) singeniénim tumorskim delijama
indukuje se povecana tumor specificna otpornost saradnjom izmedu Th
limfocita specifi¢nih za virus i tumor specifi¢nih efektorskih celija.

Hoegen i saradnici (2) su pokazali da jednokratna vakcinacija sa
virus modificiranim tumorskim Celijama zaStiuje miSeve sa metastazama
singeni¢nog tumora dok je vakcinacija samo sa tumorskim celijama neefi-
kasna. Ovaj podatak ukazuje na mehanizam neovisan o preimunizaciji vi-
rusom. Dokazali su (pod svojim eksperimentalnim uslovima) da virus speci-
fiéni CTL nisu bili inducirani. Umjesto njih djelovali su TAA specifi¢ni CTL-i.
Pretpostavljaju da se neliticki virus adsorbuje na povrdinu celije, inficira
Celiju i replicira se u njoj. Na taj nadin ispoljeni virusni antigeni na povr-
Sini celije mogu olaksati vezivanje susjednih TAA na efektorske T limfocite
sa nisko afinitetnim receptorima. Moguce je i da enzimska aktivnost viru-
sne neuraminidaze moze otkriti antigenske komponente na tumorskoj Zeliji
ili da virusima inducirani neoantigeni na povrsini delije mogu stimulisati
Th limfocite da pomognu efektorskim T limfocitima u prepoznavanju odre-
denih antigenih determinanti kao §to su TAA.

Neki virusi imaju onkoliti¢ku aktivnost zahvaljuju¢i razmnozavanju u
tumorskim celijama. Klinicke eksperimente sa ovakvim virusima (neki od
njih su Stetni za ljude) na pacijentima sa uznapredovalim tumorima vrsio
je Asada sa saradnicima (3). Njegovi ogledi su imali tezi$te na direktnoj on-
kolitikoj aktivnosti virusa pa imuni odgovor pacijenata nije bio jasan.

Ocigledno je da svi aspekti ovog problema jo$ nisu sagledani i da su
potencijalni mehanizmi jo$ uvijek — potencijalni.

Klini¢ka primjena imunoterapije virusima

Wallock i saradnici (4) su klini¢kim ispitivanjem utvrdili mogucnost
imunoterapijske primjene virusom modificiranih tumorskih delija kod paci-
jenata sa melanomom. Postupak je povecao tumor specifi¢ni imuni odgovor.
Modifikaciju tumorskih Celija su radili »in vitroc.

Shimizu je do$ao na ideju da pokusa »in situ« modificirati tumorske
stance jednostavnim injiciranjem virusa u neposrednu okolinu ili direktno
u tumorsku masu.

Za rad je izabrao virus parotitisa {mumps virus — MV) zbog dokazane
sigurnosti njegove klinitke primjene (3).

Prethodno je pokazano (1) da imunizacija miSa sa zivim vakcinija
virusom (VV) i kasnija imunizacija sa VV-modificiranim singeni¢nim tumo-
rskim celijama povecava stvaranje tumor specifine imunosti saradnjom
izmedu VV-specifi¢nih Th limfocita i tumor specifi¢nih efektorskih Ccelija.

Osim toga, Nakayama (5) je pokazao da imunizacija ljudi sa MV mo-
Ze izazvati produkciju interferona ofi ¥’ od strane B i T limfocita.
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Ove dvije Cinjenice su navele autora na zaklju¢ak o neophodrosti imu-
pizacije pacijenata MV-om prije terapije. Dvadeset dvije pacijentice sa uzna-
predovalim ginekoloSkim karcinomima (12 ovarijalnih karcinoma i 10 ce-
rvikalnih karcinoma) rezistentnim na konvencionalnu citotoksiénu terapiju
uslo je u ovo istrazivanje. Sve su prvo bile senzibilizirane subkutanom inje-
keijom male doze MV. Terapija se sastojala od ponavljanih injiciranja MV-a
lokalno i sistemski. Kod ograniceih tumora MV su davani $to je mogude
blize malignoj leziji. Reagovanje na MV terapiju je ocjenjivano promjenom
klini¢kih parametara, kao $to su tumorski markeri, citoloski nalazi, klini¢ki
znaci i subjektivne tegobe*. Nezeljeni efekti MV terapije su bili blagi i
podnosljivi, najcesce temperatura koja se lako snizavala antipireticima. So-
lidne tumorske lezije nisu dobro reagovale na MV terapiju, ali je kod pet
pacijentica postignuto stabilno stanje. Izostanak dramati¢nog odgovora so-
lidnih tumora mozda zavisi od terminalnog stanja bolesti (prevelike lezije).
Sa druge strane, maligni izlivi su bili dobro kontrolirani lokalnim injicira-
njem MV nakon senzbilizacije. Kod pet od sedam pacijentica pleuralna te-
¢nost ili ascites su se potpuno povukli i nisu se vise javljali.

Imunclodki mehanizam MV terapije kod ljudi ostaje nejasan. Preli-
minarna analiza limfocita iz periferne krvi jedne od pacijentica pokazala je
da je OKT4 T limfocitna populacija povecana, a OKT8 T limfocitna populacija
smanjena. Ovo se slu¢ajno poklapa sa rezultatima dobijenim u prija$njim
redovima Shimizua i saradnika gdje su koriSteni virus. ovisni Th limfociti
kod miSeva (1). Bila Th aktivnost specifi¢ino povecana ili ne, potrebna je
dalja analiza pacijenata koji primaju MV imunoterapiju. Takode se treba
provjeriti potreba prethodnog senzibiliziranja pacijenata.

Ovi ohrabrujuéi klini¢ki rezultati i preliminarna analiza limfocita iz
periferne krvi jedne od pacijentica trebalo bi da podstaknu dalje razvijanje
MV terapije na pacijentima oboljelim od tumora.

Reagovanje Prezivljavanje

Pacijent Starost Stadij na MV ter.  u mjesecima
H. M. 57 v Da 15
XrY, 62 R Ne 3
M. L 61 R Da 19
H. K. 45 III Neodr. > 40
K. K. 58 III- R Da >39
T. M. 49 v Da 8
H. S. 56 IV Neodr. > 4
F. S. 52 v Da > 17
A.S. 57 v Ne SO
T. M. 53 111 Da > 39
M. K. 27 111 Da >19
K.'S. 38 II- R Ne >3

Tabela I: Pacijenti sa ovarijalnim tumorima koji su primali MV terapiju

* U tabelama I i II su prikazani svi slu¢ajevi pojedinacno
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(FIGO) Reagovanje Prezivljavanje

Pacijent Starost Stadij na MV ter.  u mjesecima
A W. 47 IIb- R Neodr. 6
T. M. 64 IIb- R Neodr. - 2
M. Y. 58 IIb- R Neodr. 203
H:'S, 66 lIb-R Ne 3
S: 49 IVb Ne 5
E.'N. 35 ilb--R Da > 10
K. M. 40 Ib-R Da > 30
C. N, 35 IIb - R Da > 18
F. K. 50 IIb Da > 10
N. N. > 8

46 IIb-R

Neodr.

Tabela 1I: Pacijenti sa cervikalnim tumorima koji su primali MV tera-
piju
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SUMMARY

IMMUNOTHERAPY OF MALIGNANT CANCER UTILIZING VIRUS HELP

Tur Dragan, Miskovi¢ Ivica, Pjani¢ Aida
Immunology group, Medical faculty Banja Luka

The immunotherapy of malignant diseases is a scientific and clinical discipline
promptly diveloped in a last decade. A different approaches are performing to increase
the immune response to a tumor. Many of them are clinicly tested and some of them
give very good results.

In last few years appeared a new form of the immunotherapy of melignant tu-
mors, utilizing a virus help. Seme applicable types cf the viruses can be injected di-
rectly in the tumor mass or in a tumor environment, modificated a tumor antigens. Usi-
ng this approach tumor cells become better recognizable for the imunologic system,
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