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1. ZAELOZENTIA I CEL PRACY

W odpowiedzi immunologicznej ssakéw bierze udzial sze-
reg komérek scisle wspodidziatajacych ze sobg, pobudzaja-
cych lub hamujacych sig¢ wzajemnie. Naleza do nich limfo-
cyty T i B oraz komérki uktadu fagocytarnego /1/.

Populacja diugozyjacych limfocytéw T jest odpowiedzielna
zz wytworzenie odpowiedzi immunologicznej typu komérkowego,
a wigc za reakcje typu nadwrazliwosci pdéznej, m.in. za od-
rzucenie przeszczepu /1,2,3,4/.

Subpopulacja limfocytéw T, tzw. "komérek pomocniczych",
/helper cells/ uczestniczy w odpowiedzi humoralnej umozli-
wiajac limfocytom B wytwarzanie przeciwcial /5,6/.

Inna funkcjonalnie subpopulacja limfocytdéw T tzw.
“supresyjnych" /suppressor cells/, reguluje odpowiedZ po-
przez kontrole wytwarzania przeciwcial przez limfocyty B /7/.

Subpopulacja limfocytdéw T, tzw. "cvtotoksycznych"
/killer cells/, reaguje z antygenami blon komérkowych, ko-
dowanych przez zespdi genéw zgodnosci tkankowej /4,8/.

ano, iz limfocyty T oraz w sniejszym stopniu lim-
focyty B, posiadaja zdolno$¢ recyrkulacji w ustroju, tj.
przechodzenia z krwi do narzadéw chionnych jak wezly chion-
ne, $ledziona, kepki Peyer'a, szpik kostny, a takze do tka-
nek pozachlonnych., Z obszaréw tych powracaja one poprzez
przewéd piersiowy do krwi /9,10,11/.

Ck. 90% recyrkulujgcych limfocytéw dopiywa z krwia do
narzadéw chionnych, w ktérych przechodzi poprzez wyspecja-

lizowane struktury $érédblonka naczyniowego do przestrzeni



pozanaczyniowej i odpowiednich ugrupowan tkanki chlonnej,

a nastepnie zatok chlonnych, by eferentnym naczyniem chio

nym poptyn ¢ do przewodu piersiowego i z powrotem do krwi

/9,10,12/, Limfocyty $ledziony i szpiku kostnego opuszcza-
j te tkanki bezposrednio do krwi zylnej /13/.

Wykazano, ze ok, 10% recyrkulujacych limfocytéw prze-
chodzi z krwi do tkanek pozachlonnych, z ktérych naczynia-
mi chionnymi plynie do wezidédw chitonnych, by nastepnie na-
czyniem chlonnym odprowadzajgcym osi gn ¢ poprzez przewdd
piersiowy prawy k t 2zylny /211,14/. Brak jest doktadnych
ilosciowych danych na temat recyrkulacji limfocytdéw przez
tkanki poz chlonne. Nieznaczna ilo$¢ komérek wykrywalna w
chlonce aferentnej nie umniejsza roli, j k moze speilnizé
ta droga w odpowiedzi immunologicznej ustroju. Limfocyty
przeptywaj ce przez narz dy i tkanki pozachiton ¢ moga od-
grywac istotn role w fezzie rozpoznawczej miejscowego nad-
zoru immunologicznego w tych obkszarach /14/, oraz moga
spetniec¢ role komérek efektorowych w miejscach pojewienia
sie antygenu /15/.

Recyrkulacja limfocytow umozliwie rekrutacje, z caiej
puli kr z cej, komérek wrazliwych na dany antygen zlokali-
zowany w tkance lub regionalnym wezle chionnym, co w kon-
sekwencji pozwala na wywolanie odpowiedzi immunologicznej
/16,17/. Recyrkulacja przyczynia sie ponadto do szerzenia
pamigci immunologicznej /18/.

Przypisuj c recyrkulacji limfocytdéw centraln role w

procesach immunologicznych zachodz cych w ustroju wazne



jest poznanie praw rz dz cych tym zjawiskiem w warunkach
fizjologii, w tym réwniez regulacyjnego wplywu hormondéw
oraz centralnego uktadu nerwowego. Dla badania tego typu
regulacji potrzebne sa ilosciowe dane dotycz ce kinetyki
ogdlnoustrojowej dystrybucji komdérek odpornosciowych w
warunkach preawidiowych.

Ogélnie przyjete metody badania recyrkulacji limfocytodw
wymagaj wyznakowania badanych komérek znacznikami izoto-
powymi. Znakowanie radioizotopami jest sposobem najczesciej
stosowanym z powodu prostoty jakoéciowego i ilos$ciowego
okreslania lokalizecji komérek w narz cach i tkenkach.

Najczesciej stosowanym co znakowania calej populecji
limiocytéw T i B izotopem jest “°Cr /11,19,20/ - w postaci
chemicznej N32510r04. Wi si¢ on w sposdéb trwaity z bial-
kiem cytoplazmy komérki. Proces ten wymaga energii w celu

~

zredukowania szeéciowartoéciowego kationu Cr'~ do tréjwar-
tosciowego Cr+3 /18/. Limfocyty uzyskuja energie w toku
tlenowych przemian metabolicznych zachodz cych in vitro
/19,20/.

Limiocyty syntetyzuj ce kwas dezoksyrybonukleinowy
/ONA/ i ulegaj ce podzialowi nzjlepiej jest znakowac
zwi zkami pol czonymi z izotopem, wbudowuj cymi sie do
DNA komérki. Do zwi zkéw takich nalezy 5 jodo-2°deoxyury-
dyna /21,22/. Posiada ona zdolno$¢ inkorporacji do DNA
limfocyta w fazie S cyklu mitotycznego komérki /21/.
Dzigki temu, w pol czeniu z cz steczka radioizotopu ~~~

jako “TTIUDR umozliwia ona znakowanie tzw., limfoblastéw

/19,21,22/.



Celem wykonanej przeze mnie pracy bylo przedstawienie
jakoéciowej i ilosciowej migracji populacji matych limfo-
cytéw, znakowanych “7Cr, oraz subpopulacji komérek synte-

tyzujacych DNA - 1limfoblastéw, =znakowanych IUDR, do

tkanek chlonnych i pozachlonnych szczura. Takie dwie gidéwne
populacje istniej@ w ustoju w warunkach prawidiowych.

Podzial na dwie grupy doswiadczalne wynika z zalozen
teoretycznych. Mianowicie limfocyty pobudzone /limfoblasty/
powinny miec¢, w pordéwnaniu z malymilimfocytemi, zmienion
kinetyke i geografie migracji ze wzgledu na sw zwiegkszon
mase, ekspresje receptordéw powierzchniowych, oraz zadania
w procesie odpornosciowym.

? warunkach prewid2owych w tkankach chionnych ustroju

znajcduje sie, w zaleznoéci od ich umiejscowienia od 5 do

limfoblastéw /9,13/. Przy inkubacji limfocytéw z 51Cr,
znekuje sie tym izotopem takze populzccje limfoblastiéw.
Ze wzgledu jecnzk ne nisk procentow zewartosc tej ostat-
niej w populacji wszystkich limfocytdéw, nie powinna ona
wplywaé znamiennie na odczyty ilos$ciowe malych limfocytéw.
Specyiiczne znakowanie limfoblastéw ~ IUDR pozwala nato-
miast na doktadne rdéznicowanie ich zdolnos$ci migreacji po
podeniu cdozylnym w pordéwnaniu z limfocytami znakowanymi
51Cr.

VW pracy mojej chcialem uzyskac¢ odpowiedzi na nastepu-
j ce pytania
1. jeki jest rozklad ilo$ciowy dozylnie podanych syngenicz-

nych limfocytdéw we wszystkich narz dach i tkankach ustro-

ju?



2. czy istnieja rdéznice w gromadzeniu sig¢ limfocytéw w
réznych narz dach i tkankach w zaleznod$ci od 2rédiz ich
pochodzenia?

3. jaki jest rozklad ilodéciowy dozylnie podanych limfo-
blast w w narz dach i tkankach?

4. czy istnieja réznice w gromadzeniu sie limfoblastéw w
zaleznosci od 2rdédia ich pochodzenia?

5. jakie roéznice wystegpuja w kinetyce wewn trzustrojowej
migracji maych limfocytdéw i limfoblastéw?

Zrédte komérek stanowily: chlonka drenowanego przewodu
piersiowego, wezly krezkowe, lub wezly obwodowe. Fodziail
powyzszy pocdyktowzny byt r n fizjologicznie zsawartc ,
spontanicznie recyrkuluj cych limfocytéw w danym zrédle i
réznicami uwalniania sig¢ ich do ogdélnego kr zenia. Dystry=-
bucje dozylnie wstrzyknietych komérek badzlem w tkankach
i narz dach syngenicznych szczuréw biorcéw po 1,3,5,8,12

i 24 godz. od mo entu podaniz zewiesiny.



2. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

Deftinicje. Stosowane w literaturze okreslenia
dotycz ce dystrybucji komérek odpornosciowych, w tym réw-
niez limfocytéw: recyrkula ja, migracja, homing, trapping
wymagaj krétkiego objasnienia.

Recyrkulacja jest to staly obieg limfocytdéw T, czesci

limfocytdw B i limfoblastéw pomigedzy krwi , tkankami i chion-
ka /9,10/.

Migracja jest to zdolnoéc¢ limfocytéw recyrkulujacych
do osi gania tkanek i narz déw, gromadzenia sie w nich, oraz
pozostawiania w nich przez pewien okres czasu /23/.

Homing jest to zdolno$c¢ powrotu limfocytéw w organi
biorcy do tkanki uznanej za macierzyst /9,10,23/.

Trapping jest to aktywne wychwytywanie limfocytdéw przez
komérki uktacu fagocytarnego w sytuacji, gdy antygen wprowa-
dzony do ustroju modyfikuje recyrkulacje¢ limfocytéw powodu-
jec ich zwiekszone gromadzenie sie /24/.

Nalezy pamietac, iz wszystkie te 4 okreélenia dotycza
tego samego procesu aktywnego przemieszczania sig limfocytéw,
aczkolwiek moga wskazywacC na rézne jego etapy, charakter,

oraz czynniki wpitywajace.

Recyrkulacija limfocytodéw T i B.
Zewnetrzny drenaz przewodu piersiowego stal sig zabiegiem
umozliwiaj cym uzyskanie maksymalnie duzej ilodci spontanicz=-
nie recyrkuluj cych limfocytéw T /9,10,25/. Po 12 godzinach

w chionce szczura lub myszy populacja komérek T stanowila 82%.



Po 4 dniach stosunek limfocytdéw T do B wynosil 1:1. Do 6-8
dnia obserwowano progresywny spadek zawartosci komérek T
w chtonce; w pdéZniejszym okresie, aZz do momentu S$mierci
zwierzecia, ilo$c¢ ich nie ulegala znamiennej redukcji /26,
27/.

Drenaz przewodu chlonnego u szczuréw, ktérym w okresie
okotonoworodkowym usunigeto grasice, pozwalal na uzyskanie
populacji limfocytéw B ilosciowo nieodbiegaj cej od grupy
kontrolnej /28/. Procukcja komérek B nie zalezalz wiec od
obecnos$ci gresicy.

Identyfikecja limiocytdéw, uzyskiwanych przy przediuzo-
nym drenazu przewodu piersiowego, wskazywala, ze mobiliza-
cja limfocytéw T do chionki zachodzita znacznie szybciej
niz mobilizacja limfocytéw B /26,27/. Histologicznie ob-
serwowzno zubozenie komérkowe tzw. obszardéw grasiczo-zalez-
nych /T-zaleznych/: czeéci giebokiej warstwy korowej wez2dw
chionnych i czgéci centralnej biatej miazgi $ledziony /PALS,
periarterio r lymphoid sheath/ /9,10/. Po osmiodniowej ka-
niulacji przewodu piersiowego zmniejszata sie ilo$¢ komérek
w tzw. obszarach grasiczo-niezaleznych /B-zaleznych/: czedci
obwodowej biatej miazgi $ledziony, w powierzchownej warstwie
korowej i w rdzeniu wezlédw chionnych oraz w grudkach chton-
nych I rzedowych /9,10,25/.

zeleznosci tych obszaréw od limfocytéw T i B dowodzi-
ty: a/ selektywne gromadzenie obu populacji komérek w tych
obszarach /9,10/, b/ bezposrednia korelacja miedzy stopniem

zubozenia komérkowego denych obszaréw przy drenazu przewodu



piersiowego, a szybkoscia pojawiania sig¢ w chionce limfo-
cytédw T i B /26,27/, c/ histologiczny efekt noworodkowego
usunigecia grasicy /28/.

Limfocyty T posiadaly wigksza zdolno$¢ migracji do wez-
16w chlonnych. Sainte-Marie twierdzi}, Zze stopien tej mi-
gracji byt wprost proporcjonalny do zawartosci recyrkuluja-
cych limfocytédw w dozylnie wstrzyknigtej zawiesinie komér-
kowej /29/.

taksymalny odzysk radioizotopowo znakowznych limfocytéw
T w przewodzie piersiowym syngenicznego szczura biorcy wy-
stepowal miedzy 16 a 18 godzinag od momentu dozylnego poda-
nia komérek., W tym czesie limfocyty B zaczynaly copiero po-
jewialé sie w chionce /26/. Swiadczylo to o powolniejszym
tempie recyrkulacji komérek B, genetycznie "leniwych".
Parrot sugerowala, ze powodem tego by¢ moze byla gesta siec
wibkien retikulinowych rdzenies weza chtonnego hamujaca pe-
netracje tkanki limfoidalnej /30/.

Ponadto limfocyty B w poréwnaniu z komérkemi T, posiada-

ty mniejszy potencja zdolrosci elektroforetycznej /25/.

Zubozenie komoébr kowe narzadobéw
limfoidalnych a recyrkulacija
imfocyt éw . Limfocyty wezidw chionnych dawcéw,
ktérym usunigeto $ledzione, migrowaly do tkanek i narzadéw
biorcéw zdrowych w stopniu nieodbiegajacym od grupy kontrol-
nej bez tego zabiegu /31,32/.
W weztach chzonnych biorcéw z usunieta $ledziona obser-

wowano wigksze gromadzenie sige limfocytdédw pochodzacych od



dawcéw zdrowych. Sugerowato to istnienie anatomicznie uwa-
runkowanej réwnowagi miedzy pula limfocytdéw Sledzionowych
i limfocytéw weztéw chionnych /31,32,33/.

Usuniecie grasicy u dawcéw komérek w okresie noworod-
kowym wplywalo na znaczne zahamowanie migracji limfocytdéw
do grasiczo-zaleznych obszaréw weziéw chionnych /30,32/.
Limfocyty uzyskane od zwierz t, ktérym wykonano tymektomie
w 3 miesi cu zycia, u biorcéw syngenicznych recyrkulowatly
w sposéb typowy /32,34/.

24 godzinny drenaz przewodu piersiowego wywolywal zubo-
zenie puli komérek recyrkulujacych. W nastepstwie tego lim-
focyty uzyskane z wezldédw chionnych w sposéb uposledzony pe-
netrowaly tkanke macierzysta biorcy. Po drenazu trwajacym
5 dni efekt ten znacznie sie nasilal i osi gal stopieni ob-
serwowany po tymektomii mlodzienczej /26,32/.

Zmniejszenie ilodci limfocytéw recyrkulujacych po dre-
nazu przewodu piersiowego i po noworodkowym usunieciu gra-
sicy wpiywalo na zahamowanie odpowiedzi immunologicznej
typu komérkowego /32,35/.

W wyniku nepromieniowania caltego ciala zwierzecia dew-
ka 600 R, nastepowalo giebokie uposledzenie migracji komé-
rek znakowanych radioizotopem do wez1éw chtonnych i $ledzio-
ny biorcéw zdrowych z réwnoczesnym zwiekszonym ich doplywem
do w troby /32/. Po 2 godzinach od napromieniowana, zawie-
sina limfocytdéw wezidéw chionnych stanowila 40% normy. Po
5 dniach obnizala sie do 10%. Od 8 dnia obserwowano wzrost

ilosci limfocytdéw w wezlach chlonnych zdolnych do recyrku-
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lacji u syngenicznego biorcy. Stopien zahamowania migracji
komérek do tkanek limfoidalnych by wprost proporcjonalny
do wielko$ci dawki napromieniowanego dawcy /32/. /Zabieg
ten wpiywal na zahamowanie odpowiedzi immunologicznej typu
komérkowego i humoralnego /32,35/.

Surowica krdélicza skierowana przeciwko limfocytom
mysim w dawce 0,5 ml., podana podskérnie, zmniejszata o 509
ilo$¢ limfocytédw w weztach chlonnych i hamowala ich migra-
cje u biorcéw komérek /35/. Vraz ze wzrostem dawki surowicy
antylimfocytarnej, malata ilos$¢ limfocytéw w wezlach chton-
nych dawcy. Zdolnos¢ ich migracji u biorcy syngenicznego
obniza%*a sie do 10% normy. Recyrkulacja limfocytdw u biorcdw,
ktérym dozylnie podano komdérki dawcédw trzykrotnie immunizo-
wanych 0,5 ml. surowicy antylimfocytarnej, ulegaa znorma-
lizowaniu po 36 dnisch /35/.

Zabiegi powodujace obnizenie ilosci limfocytéw recyrku-
luj cych: usuniecie grasicy w okresie noworodkowym /30,36/,
drenaz przewodu piersiowego /26/, napromieniowanie /32/
lub podanie surowicy antylimfocytarnej /35/, przedluzatly
przezycie przeszczepu skéry u myszy. Eiektu tego nie obser-
wowano po pozbawieniu zwierzecia $ledziony i grasicy w 3

miesigacu zycia /37/.

Migracijaea limtocytdw synge -
nicznych i allogenicznych. Po
uptywie 24 godzin od dozylnego wstrzyknigcia limfocytéw
wezlbébw chionnych znakowanych ““Cr, radioaktywnosci weziéw

chtonnych, $ledziony i w troby syngenicznego lub allogenicz-
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nego szczura biorcy stanowily wiekszo$c¢ calkowitej dawki
podanej tym zwierzetom /38/.

W modelu doswiadczalnym syngenicznym, w przeciwieristwie
do allogenicznego, radioaktywnos¢ wez1éw chionnych przewyz-
szata radioaktywnos$¢ $ledziony /38/. Powyzszych réznic nie
obserwowano w w trobie., Calkowita radioaktywnos¢ wszystkich
tkanek i narz déw byla wyzsza po dozylnym wstrzyknieciu za-
wiesiny limfocytdéw syngenicznych /38/.

W modelu doswiadczalnym syngenicznym poziom migracji
limfocytoéw nie zaleZzal od ilosci wprowadzonych do ustroju
komérek w zakresie od 5x10° do 2x10”/ml. zawiesiny /9,10,
38/. U biorcéw allogenicznych radioaktywnos$¢ weziéw chion-
nych obnizsla sig¢ znamiennie po dawce mniejszej niz 5x107
komérek/ml. /38/.

Zmienna migracja nerz dowa limfocytdédw poszczegdlnych
zawiesin syngenicznych byla uwarunkowana zywotnoscia poda-
nych komérek /27,38/. Limfocyty martwe, uszkodzone podczas
preparatyki in vitro, oraz ich resztki gromadzily sie w
wigkszym stopniu w watrobie niz w $ledzionie i wezlach
chionnych. Istniala wzajemna korelacja miedzy nisk radio-
aktywnoscia weziéw chlonnych i $ledziony, a wysok radio-

aktywnoscia w troby /27,29,38/.

Udziatk limfocytodéw recyrkulu-
J cych w pierwotne]j odpowiedzi
immunologicznej.

Zwazywszy, ze znikoma liczba limfocytéw /1 na 107-107/

posiadala zdolno$¢ odpowiedzi na kazdy antygen u nieimmuni-
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zowanego zwierzecia, przeto, gdyby limfocyty byly komérkami
statycznymi, tylko mata ich ilo$c ulegataby pobudzeniu po
pojawieniu sie w wezle chlonnym antygenu bakteryjnego /39/.

Limfocyty recyrkuluj ce wpiywaly na pierwotna odpowiedz
immunologiczng dzigki temu, Ze umozliwialy one niewielkiej
ilosci antygenu wybér z puli migrujacej wigkszej liczby ko-
mérek wrazliwych na antygen /40/.

Stwierdzono ze: 1. pula limfocytdéw migrujacych zawie-
rata komérki zdolne do odpowiedzi na pewna liczbe antyge-
néw / / 2. antygeny zachowywaly immunogenno$c¢, tzn. po-
siadaly zdolnoé¢ indukowania limfocytdédw do rdéznicowania
sie w komérki tworzace przeciwcizia, przez kilka tygodni
od momentu umiejscowienia sig¢ w tkance limfoidalnej /42/.

Recyrkulujace limfocyty nie byly osiesniane przed anty-
genem, przeciwnie, migrowaly one np. do strefy brzeznej
$ledziony /MZ marginal zone/ w ktérej we wczesnej fazie
immunizacji gromadzily sie antygeny /43/. Antygeny te, az
do momentu utraty wlasno$ci immunogennych, "werbowaly" z
doptywajacej populacji limfocytdédw migrujacych, komérki

wrazliwe na dany antygen /44/.

Udziat limfocytéw recyrkulu-
jacych we wtoébrnej odpowiedzi
immunologicznej. Obserwowano uogdlnienie
pierwotnej odpowiedzi immunologicznej na ponowny kontakt
z antygenem, nawet jezeli pierwotne pobudzenie antygenowe
bylo zlokalizowane w regionie odosobnionym, np. w wezle

chionnym. Limfocyty recyrkulujace wplywaly na szerzenie
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sie pamieci immunologicznej w innych tkankach z miejsca
pierwotnej odpowiedzi na antygen /45/.

Gowans i Uhr /46/ podawali limfocyty z przewodu pier-
siowego szczura, /TDL,thoracic duct lymphocytes/ uprzednio
immunizowanego kolifagiem Phi-X 174, szczurowi poddanemu
promieniowaniu X. Biorca wykazywal wtérn odpowiedZz immu-
nologiczn . Poprzez frakcjonowanie TDL w zaleznos$ci od
wielkoéci komérek okazzlo sie, ze tylko male limfocyty po-
siadaly zdolno$c¢ przekazywania pamigci immunologicznej na
bakterie tezca /47/.

Strober i Dilley /48,49/ wykazali, ze frakcja TDL by-
ta zdolna do przekazywznia nieuczulonemu biorcy wtérnej
odpowiedzi na eantygen uczulonego dawcy. Komérki pamieci
immunologicznej biorcy wykazywaly zdolnos$c¢ recyrkulacji z
krwi do chionki.

Ellis i Gowans /50/ zauwazyli, Zze po dozylnym
wstrzyknieciu antygenu celem wywolania wtérnej odpowiedzi
immunologicznej u szczura, wystepowala sekwestracja komérek
wrazliwych na zntygen z puli limfocytéw recyrkuluj cych.

ezeli szczurowi podano bakterie tezca, a nastepnie wstrzyk
nieto dozylnie rozpuszczalny antygen, to wtedy zdolnos$¢ je-
go limfocytéw recyrkuluj cych do wywotania odpowiedzi immu-
nologicznej u szczura poddanego napromieniowaniu ulegatla
obnizeniu /51/. Poniewaz wtdrna odpowiedz na antygen zale-
2ata od wzrostu reaktywnosci komérek T i B, przeto selek-

tywnej sekwestracji podlegaty obydwie populacje.
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Durkin i Thorbecke /52/ wykazali, ze limfocyty groma-
dzily sie w obszarach T i B zaleznych tkanek limfoidalnych
po powtérnym wstrzyknigeciu antygenu. Specyficzna lokaliza-
cja i transformacja komérek T wyprzedzala sekwestracje¢
limfocytéw B i do sekwestracji tej dochodzilo bezposrednio

po zadziataniu antygenu /53/.

Mechanizm ruyuchomosdci limfocy
t & w . Rydgren /54/ badal zdolno$¢ ruchu limfocytéw w
miejscu przechodzenia ich z krwi do wezla chlonnego, a wigc
w érédbtonku 2zyilki pozakapilarnej /pcv, post capillsry ve-
nule/. Ruch ten byl uzalezniony od stanu funkcjonalnego
receptordw, znzjdujacych sie w blonie powierzchniowej komé-
rek, orez od kurczliwos$ci komérek migrujacych /54,55/.

Neurzminidaza i trypsyna wplywajac na determinanty
entygenowe blony hamowaly ruchomo$¢ limfocytdéw /54/.

PHA i obecno$¢ makrofegéw dzialtaty stymuluj co wywolu-
jac ameboideln konfiguracje komérek /54/. Zdolnos$é limfo-
cytéw do kurczenia sie zalezala od obecnosci bezposrednio
pod btona komérkow usytuowanych biatek o wiasno$ciach
egktyny i miozyny /55/.

Za ruch limfocytéw mogta byc odpowiedzialna rdéznica
potencjatédw polaryzacyjnych miedzy wnetrzem a powierzchnia
komérki /26,54,55/.

Mikrotubule,specyficzne spolaryzowane struktury biatko-
we, zbudowane z tubuliny, tworza cyto-szkielet limfocytéw.
By¢ moze mikrotubule nie odgrywaly kluczowej roli w ruchu

tych komérek, jednakze w przypadku nieobecnosci tych elemen-
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téw, ruch komérek stawal sig nieskoordynowany /55/.

Norberg /55/ na podstawie doswiadczen przeprowadzonych
in vitro sugerowal, ze zywe limfocyty podczas migracji
ulegaty przewezeniu przybierajac ksztait "recznego lusterka
/hand-mirror shape/. Komérka poruszata sie w kierunku, w
ktérym znajdowaio sie jej jadro, oddzielone pierscieniem
skurczonej cytoplazmy. W okolicy jadra stwierdzono obecnosc¢
matego hialinowego "pseudopodia”. Zmianie kierunku migracji
towarzyszyto zawsze wysuniecie tej struktury w kierunku
ruchu komériki. Pierscienie przewezajace cytoplazme komérki
ukZzzdaty sie prostopadle do kierunku ruchu. Nie wykazano
migracji wstecznej, tzn. w strone wezszej czesci komér-

ki /55/.

Wplyw antygenu i adjuwantoéw
n a migracije limfocyt oé&w. Po dotarciu
antygenu lub adjuwantu do wezla chlonnego lub $ledziony
migrecja limfocytéw z tych narzaddéw ulegala obnizeniu przez
okres ok. 2 godzin. Zatrzymanie recyrkulujacych komérek w
antygenowo pobudzonych tkankach dotyczylo wszystkich limfo=-
cytéw, niezaleznie od ich zdolnodci specyficznego wiazania
antygenu. To niespecyficzne zatrzymywanie limfocytéw wywo-
tane przez antygen Zatz i Lance okreslili terminem
"trapping" /24/.

Hall i Morris /56/ pobudzali antygenowo wezel podkola-
nowy owcy, a nastepnie drenowali eferentne naczynia chlonne
Viraz ze wzrostem doptywu antygenu do wezla chionnego obni-

zata sie ilos$¢ limfocytéw odplywajacych z wezla. Efekt ten
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trwal ok. 6 godzin. Nie byt on jednak nastepstwem obnizo-
nego doplywu komérek z krwi do wezia chionnego. Jezeli
do izolowanej, perfundowanej $ledziony szczura podano
krwinki czerwone barana /SRBC, sheep red blood cells/,
uwalnianie limfocytéw do perfuzatu byto zahamowane, nato-
miast doplyw komérek do narzadu nie ulegal obnizeniu /57/.

Antygeny powodowaly zatrzymywanie limfocytéw w $ledzio-
nie i wezlach chitonnych, czego dowodem bylo narastanie
iloéci znakowanych radioizotopem recyrkulujacych limfocytéw
w tych narzadach /24, 58, 59, 60/.

Adjuwanty réwniez powodowaly "trapping” limfocytéw,
trwajacy jednak diuzej niz w przypadku wigkszosci antyge-
néw /61/.

Na jpreawdopodobniej zatrzymywanie limfocytéw byo spowo-
dowane wzrostem oporu na drodze migracji tych komérek przez
$ledzione i weziy ch2onne, wywoitanym interakcja antygen-
mekirotag. Uposleczone uwalnianie limfocytéw nie bylo zale-
zne od interakcji antygen-limfocyt /62/. Drogi pokonywane
przez migrujace limfocyty w $ledzionie i weztach chionnych
mogly steé sie trudniejszymi do przebycia z powodu pecznie-
nia makrofagéw, lub zmiany wkasnosci ich blon powierzchnio-
wych /63/. Zwiekszona ilo$c¢ limfocytédw w sinusoidach wez1éw
chtonnych, opisywana jako "zaczopowanie" /plugging/, byia
konsekwencja zwiekszonego dopiywu komérek /64/.

Frost i Lance /59/ zauwazyli, Zze "trapping" limfocytoéw
u myszy ze zuboZzata pula limfocytdw po podaniu surowicy

antylimfocytarnej, kortykosteryddw, lub po napromieniowaniu,



nie odbiegal od normy myszy zdrowych.

Nie wszystkie antygeny wywolywaly "trapping"” limfocy-
téw w jednakowo silny sposdéb. Rozpuszczalne bialtka, ktére
tylko nieznacznie byly wychwytywane przez makrofagi, w zde-
cydowanie mniejszym stopniu wpiywaly na zatrzymywanie limfo

cytéw /59/.

Wpityw kortykosteryd? 6w n a re -
cyrkulacije limfocytdéw. Cceniajac
efekt dziatania kortykosteryddéw na tkanki limfoidalne i
mozliwo$¢ modyfikowania przez nie odpowiedzi immunologicz-
nej dokonano podziaZu ssakdéw na gatunki kortykosteryao-
wrazliwe /mysz, szczur, krélik/ i -oporne /swinka morska,
malpa, cziowiek /65/.

Jednorazowa dawka kortyzonu 50 mg/kg powodowala u myszy
redukcje wagi grasicy o 90%, limfopenie we krwi obwodowej,
w $ledzione i weztach chtonnych /66,67/. ObniZzenie poziomu
limfocytéw dotyczyto komérek T i B osiagajac 50-75% wartos-
ci prewidiowej /66,68/. Powrdt limfocytozy we krwi do stanu
pierwotnego nastepowal w ciagu 24 godzin zardéwno u zwierzat
zdrowych jak i tymektomizowenych /59/. Faza restytucyjna
nie by*a uzalezniona od obecnosci grasicy, a efekt dziata-
nia kortykosteryddéw na limfocyty recyrkulujace wiazal sieg
ze zmiana ich redystrybucji w narzadach.

Po 4 godzinach od momentu podania myszy 50 mg/kg korty-
zonu, obserwowano kumulacje radioizotopowo znakowanych lim-
focytéw w szpiku kostnym /67,70,71/.

Najwyrazniejszy efekt morfologiczny po podaniu myszy

kortyzonu obserwowano w warstwie korowej grasicy, ktéra po
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dawce 75 mg/kg mogta by¢ catkowicie pozbawiona matych lim-
focytéw / /.

W obwodowych narzadach limfoidalnych /$ledziona, wezly
chtonne, kepki Peyer”a/ wystepowaty limfocytoliza i fago-
cytoza piknotycznych jader limfocytdéw w centrach rozrod-
czych /GC, germinal centre/ /66,68/.

V! grasiczo~-zaleznych obszarach obwodowych narzadow

limfoidalnych nie obserwowano powyzszych zmian /66,68/.

Wpitltyw usiarkowanych wielo-
cukroéw n a recyrkulacije limfo-~-
cytoéw. Po dozylnym podaniu siarczanu dekstranu ob-
serwowano obecnosé zwiekszonej liczby radioizotopowo znako-
wanych limfocytdéw w krwi, piucach, w miazdze czerwonej i
w strefie brzeznej $ledziony szczuréw biorcéw /73/. Siar-
czan dekstranu wigazgc sie z blona powierzchniowa limfocyta
zmieniat jej stat dielektryczng, co w konsekwencji hamowa-
to interakcje miedzy komérkami recyrkulujacymi, a komérkami
$rédb2onka naczyn krwionosnych wezidéw chionnych /73,74/.

Siarczan dekstranu, maj cy powinowactwo z uktadem sia-
teczkowo~-srédbonkowym, powodowal wzrost efektu dziatania
makrofagbéw pecherzykéw piucnych na migruj ce limfocyty /73,
75/. Po jego podaniu autoradiograficzna analiza dystrybucji
radioizotopowo znakowanych limfocytéw wykazata, ze szybkosc
ich migracji przez MZ i czeéé obwodowa grudek chlonnych
$ledziony byta wolniejsza niz w grupie zwierzat kontrolnych
/73, 75/. Poniewaz zjawisko to wystepowalo w obszarach gro-

madzenia sig¢ dozylnie i dootrzewnowo wstrzyknigetych antygenéw,
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dochodzilo do wzrostu czestotliwosci interakcji miedzy lim-
focytami T i B, bioracymi udzial podczas inicjowania odpo-

wiedzi immunologicznej /73,75,76/.

Wpityw receptoroéw b ony p o -
wierzchniowej n a migracije lim-
f ocy téw . Wstrzykniete dozylnie znakowane radioizo-
topem subpopulacje limfocytédw, migrowaiy u syngenicznego
biorcy do $cisle okreslonych regionéw uktadu chlonnego
tzn. do obszaréw grasiczo-zaleznych i grasiczo-niezalez-
nych /30/.

Na zrdéznicowana migracje limfocytédw do narzadéw limfo-
idalnych mogly miec¢ wplyw nastepujace czynniki: 1. chemo-
taktyczny, charakterystyczny dla danego regionu /77/,

2. tizyczny, uniemozliwiajacy limfocytom osiagniecie da-
nego obszaru /78/, 3. wlasciwos$ci blony powierzchniowej ko-
mérki migrujacej, powodujace jej selektywne zatrzymywanie

w danym miejscu /39/.

Subpopulacje limfocytdéw migrujacych réznilty sie wybitnie
wtasciwodciaemi determinant bton powierzchniowych /79,80/.
Limfocyty T nysie posiadaiy alloentygeny Thy-1, oraz
Ly 1,2,3,5; limfocyty B - alloentygeny PC, Ly 4 i receptor

irakcji C“, dopeiniacza /79,81/.

3
Cbecnos¢ specyficznych determinant antygenowych na lim-
focytach migrujacych moze mie¢ bezposredni wpiyw na lokali-

zacjg¢ wstrzyknietych dozylnie komérek w okreslonych obsza-

rach narzadéw limfoidalnych /82,83/.
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Badanie funkcji limfocytéw poddanych dzialaniu enzymdw
nie wplywajacych na ich zywotnos$c, umozliwilo scharaktery-
zowanie receptoréw powierzchniowych limfocytéw pod wzgledem
biochemicznym,

Woodruff i Gesner /84,85/ stwierdzili wybitne zahamowa-
nie migracji limfocytéw do wezidéw chionnych, a zwigkszone
do $ledziony po uprzedniej inkubacji limfocytéw dawcy z
trypsyn@. Przejsciowy ten efekt, najsilniej zaznaczony po
6 gooz. od dozylnego wstrzykniecia komérek przestawal byc
zeuwazalny po uplywie 24 godz. Obnizona zdolnos$¢ limfocy-
téw, traktowanych tym enzymem, do migracji do weziéw chion-
nych zalezala prawdopodobnie od stanu funkcjonalnego wyspe-
cjalizowanych bialek powierzchniowych limfocyta, bedacych
receptorem odpowiedzialnym za "homing" w wezlach chionnych/85/.
6 godzinna inkubacja komérek z enzymem obnizala zdolnosc
migracji limfocytéw o 505 /84/.

Zahamowanie migracji limfocytéw do wezidédw chionnych nie
byto rezultatem zmodyfikowanej interakcji limfocyt - komérka
$ledziony. Po uprzednio wykonanej splenektomii limfocyty
inkubowane z trypsyna réwniez nie posiadaly zdolnosci pene-
trowania wez1éw chionnych /84/. Trypsyna bedac enzymem pro-
teolitycznym zmieniala ponadto biofizyczne wiasciwo$ci bio-
ny powierzchniowej limfocytéw obnizajac jej przylepnosc /86/.

Neuraminidaza, pozbawiajaca powierzchnie blony komérko-
wej kwasu sialowego, wywierala gieboki wpiyw na funkcje lim-
focytoéw uniemozliwiajac ich interakcje z komérkami nos$niko-

wymi /87,88,89/. Enzym ten, inkubowany z limfocytami myszy,
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odstanial na nich antygen reagujacy z autoprzeciwciatami
obecnymi w ksenogennej surowicy i antygeny reaguj ce z
autoprzeciwciatami obecnymi w normalnej surowicy /87,90/.
Cecha tych antygenéw by2o posiadanie determinanty weglowo-
danowej, zbudowanej z reszty galaktozy lub N-acetylo-galak-
tozaminy /89/. Limfocyty traktowane neuraminidaza charakte-
ryzowata uposledzona migracja do wezidéw chionnych i $ledzio-
ny. Towarzyszyla jej czasowa sekwestracja znacznej ilosci
komérek w watrobie./91/.

Glikoproteidy pozbawione enzymatycznie kwasu sialowego
i wstrzyknigte dozylnie byty szybko usuwane z krwi i odkla-
dane w w trobie /22/. Fakt obecno$ci zwigkszonej ilos$ci lim-
focytéw inkubowanych z neuraminidaza w w trobie wskazywatl
na zmiang w interakcji limfocyta o zmienionych receptorach
glikoproteidowych "neuraminidazo-wrazliwych" z komérka wa-
troby /92/. Zostalo to potwierdzone w doswiadczeniach in
vitro. Limfocyty z przewodu piersiowego traktowane neura-
minidaza nie wykazywaty upos$ledzonej zdolnos$ci "homingu"

w izolowanym wezle krezkowym szczura /92,93/.

Lektyny odznaczajace sie dziataniem mitotycznym wykazy-
watly zdolnos$¢ interakcji z grupa weglowodanowa blony po-
wierzchniowej limfocyta /94/.

Inkubacja limfocytéw z konkanawalina A /Con A/ hamowala
ich migracje do weziéw chionnych zwigkszaj c jednoczesnie
ich doptyw do sledziony /95,96/. U myszy pozbawionych $le-
dziony limfocyty traktowane ConA nie wykazywaly zmienionej

migracji do wezidéw chionnych /92/. Efektowi ConA na migracje
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limfocytéw przeciwdziatal alfa-metylo-mannopyranozyd /94/.
Inkubacja limfocytéw z fitohemaglutynina /PHA/ hamowatla
ich migracje do weziéw chionnych i sledziony. Inhibitorem
tego procesu okazala sie plodowa surowica cieleca /94/.
Lektyny nie blokowaly receptoréw powierzchniowych limfo-
cytéw poniewaz: 1. efekt hamujacy w stosunku do migracji
komérek trwat okolo 24 godz., nawet wéwczas gdy nie stwier-
dzalo sie ich obecnos$ci na powierzchni komérek, 2. usunie-
cie éledziony u biorcéw przywracalo zdolno$¢ prawidlowej
migracji limfocytéw do wezildéw chionnych. Lektyny modyfiko-
waly wiec jedynie w sposéb niespecyficzny biofizyczne wias-

nosci bion powierzchniowych limfocytéw recyrkulujacych /94/.

Migracija aktywnych limfocy-=-
t o w T / linmfoblast éw T/ . Sprent i
Miller /97/ wyizolowali aktywne limfocyty T po wstrzyknie-
ciu nepromienionym F hybrydom mysim zawiesiny rodziciel-
skich komérek grasicy. Po 3-5 dniach od zainicjowanis re-
akcji przeszczepu przeciwko gospodarzowi /GVH, graft versus
host reaction/ obserwowali oni obecno$¢ duzej ilo$ci limfo-
cytéw dawcy w chlonce przevodu piersiowego biorcy. W 60-805]
stanowity je pyroninofilne limfoblasty w 95% wrazliwe na
surowice anty-Thy-1.

Po 24 godz. od dozylnego wstrzykniecia aktywnych limfo-
cytédw T syngenicznym szczurom biorcom wykazano ich migracje
do giebokiej strefy warstwy korowej wezldéw chlonnych, $le-

dziony oraz jelita /98/.
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W badaniu autoradiograficznym, w poréwnaniu z limfo-
cytami T, formy blastyczne wykazywaly wigksze powinowactwo
do lamina propria jelita, a mniejsze do weziéw chionnych/99/.

Rose i Parrot /100/ stwierdzili znaczna migracje du-
zych limfocytéw T do jelita szczura zakazonego Trichinella
spiralis. Limfoblasty B nie ulegaty kumulacji. Po 24-48
godz. obserwowano szybki spadek radioaktywnosci lamina
propria jelita. Moglo to byc¢ spowodowane nastegpujajacymi
przyczynami: 1, limioblasty opusciiy pule komérek recyrku-
lujacych, 2. limfoblasty przeksztaicilty sie w male limfo-
cyty recyrkulujace, niezdolne do powrotu do jelita, 3. lim-
foblasty staly sie krétkozyjacymi, wewnatrznablonkowymi
limfocytami.

Aktywne limfocyty T, migrujace do zakazonego jelita,
by¢é moze poéredniczyty w produkcji komérek wysiekowych,
takich jak maekrofsgi i leukocyty kwasochionne /101/.

Limfoblasty T, wywodzace sige z wezidéw obwodowych, gro-
madzily sie w skérze posmarowanej uprzednio 10 roztworem
oksazolonu lub chlorkiem pikrylu w zakazonym jelicie, wy-
sieku otrzewnowym i gruczotach mlekowych /100,102/. Limfo-
blasty T wezla krezkowego migrowaly jedynie do. zakazone-
go jelita i gruczoidéw mlekowych /100,102/.

iigracja limfoblestéw T wezidéw obwodowych do zakazonego
jelita byla zahamowana po uprzednim posmarowaniu skéry
zwierzecia 10% roztworem oksazolonu. Zakazona skéra byta
wowczas miejscem kumulacji wstrzyknietych komérek. Po zaka-

zeniu jelita i skéry zwierzecia, limfoblasty T wezla krez-
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kowego gromadzity sie tylko w lamina propria jelita cien-

kiego /100,102/.

Migracija aktywnych limfocy-

t 6w B /1l imfoblastdéw B / . Rose i
Parrot /103/ otrzymali homogenna populacje limfoblastéw

B po usunigciu dorosiym myszom grasicy, napromienieniu zwie
rzat dawka 850R z nastepow rekonstytucj komérkami szpiku
kostnego. Po 4-6 tygodniach limfoblasty B stanowily 80-85Y%
limfocytéw weztéw krezkowych. Po wyznakowaniu ich 3H tymi-
dyna lub """~ 5-jodo-2 deoxyurydyna, posiadaly one specy-
ficzne zdolnosci migracji u syngenicznych biorcéw. Groma-
dzily sig¢ one szczegdélnie w lamina propria kosmkéw jelita
cienkiego. Mala cze$c¢ komérek migrowala do $ledziony i szpi
ku kostnego, a jeszcze mniejsza penetrowaiza wezly chion-

ne /%8,99,103/.

W zdolno$ci "homingu" limfoblastéw B w jelicie cienkim
by¢ moze decyduj ¢ role odgrywala interakcja miedzy recep-
torem na powierzchni komérki, a komplementarn determinanta
eantygenow@ na powierzchni $rédbionka naczyn krwiono$nych
jelita cienkiego /S$8,i04/.

Hall /105/ sugerowal, Zze limfoblasty B utracily w wyni-
ku transformecji blastycznej receptory rozpoznaj ce pcv
srédbtonka weziéw chonnych, nabywaj c jednoczes$nie zdols
no$c reagowania z hipotetycznymi strukturami ozyska kapi-
larnego jelita,

Migracja limfoblastéw do jelita zalezala od zrédia po-

chodzenia badanych komérek. Powinowactwem do tego narz du
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odznaczaly sie przede wszystkim limfoblasty B wezla krez-
kowego i chtonki przewodu piersiowego /98,103,106/.
Limfoblasty wez1dédw obwodowych cechowala obniZona zdolnosc¢
penetracji lemina propria jelita cienkiego, zwiekszona
za$ migracja do $ledziony /98,103,106/.

Scollay i Hopkins /107/ sugerowali, Ze limfoblasty
osiagajace jelito cienkie byly sekretarami immunoglobuli-
ny A /IgA/. Testem immunodyfuzji w komérkach pochodzacych
z chtonki jelitowej stwierdzono zawsze obecnos$¢ tej i -
noglobuliny.

Limfoblasty wezZéw obwodowych nie migrowaly do jelita
cienkiego nawet wéwczas jezeli uprzecdnio byly inkubowane
z izologiczna ch?onka jelitowa bogata w IgA /99,107/.

W wyniku stymulacji antygenowej, kepki Peyer”a produ=-
kowaly do eferentnej chlonki wczesna postac komérek wydzie-
lajacych IgA /108/. Dopitywaty one krwia gidéwnie do lamina
propria jelita cienkiego oraz w niewielkiej ilo$ci do $le=-
dziony

Craig i Cebra /109/ podawali zawiesiny limfoblastéw
wywodzacych sie z kepek Peyera i innych narzadéw limfoidal-
nych dawcéw immunizowanych Trichinella spiralis syngenicz-
nym szczurom biorcom. Kepki Peyera stanowily najbogatsze
2r6dio komérek wydzielajacych IgA, wybidrczo migrujacych
do jelita cienkiego. Limfoblasty wezla krezkowego cechowata
tendencja powrotu do macierzystej tkanki syngenicznych
szczuréw biorcéw.

Wigkszo$c¢ limfoblastéw B po osiagnieciu lamina propria

jelita réznicowala sie na komérki plazmatyczne /98/. Czas
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2ycia limfoblasté4w B w lamina propria jelita wynosit 1-2
dni. Nie udowodniono czy ginety one tam "in situ", czy
tez migrowaty do swiatia jelita.

Hall /106/ stwierdzil, Zze nieliczne limfoblasty B po
dozylnym podaniu syngenicznym biorcom recyrkulowaly z krwi
do chtonki przewodu piersiowego. Byly tam wykrywalne po
12-18 godz. od momentu wstrzyknigcia.

Po dozylnym wstrzyknieciu limfoblastéw B wezla krezko-
wego syngenicznym noworodkom szczurzym, pochodzacym z cie-
cia cesarskiego, migracja komérek do jelita cienkiego po-
zostawaia na wysokim poziomie obserwowanym w grupie szczu-
réw dorostych. Najprawdopodobniej wiec antygeny zew trz-
ustrojowe nie pos$redniczyty w tym procesie /110/.

Limfoblesty B migrowaly do tkanek, zsnim pojewily sieg
przeciwciala w surowicy krwi. Sugerowao to, ze ich gitéwna
funkcja byto wynaczynianie sie do tkanek z nastegpujaca po

sobie miejscowa produkcja przeciwciat /99,106/.

Migracija limfocytoéw posredn
czacych v wywozianiu odpornosc
n a niektoére zakazenia . \! $ledzionie i
chlonce przewodu piersiowego szczurdéw immunizowanych pod-
skérnym podaniem bakterii Listeria monocytogenes pojawialy
sie komérki, ktére zabezpieczaly zwierze przed ujawnieniem
sie choroby po dozylnym wstrzyknieciu bakterii /111/.
Komérkami tymi byty uczulone limfocyty, potegujace zdol-
nosci fagocytarne makrofagdw biorcy. Zostaty one scharakte:

ryzowane przez Mc.Gregora /112/ w sposdb nastepujacy:
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1. u zwierzecia uczulonego antygenem nie recyrkulowaty
z krwi do chtonki, 2. byly komérkami krdétkozyjacymi, co
zostato wykazane in vivo przy uzyciu 3H tymidyny, 3. %atwo
osiagaly tworzacy si¢ wysiek otrzewnowy /113/ 4. pojedyn-
cze wstrzykniecie vinblastyny wybitnie zmniejszalo ochron-
ne dziatanie TDL przez okres ok. 1 godz. /114/.
Zmniejszenie ochronnego dziatania TDL po podaniu dawcy
vinblastyny, sugeraowato, Zze mate limfocyty w sposéb niedo-
stateczny posredniczyty w odpornosci przeciwko listeriozie.
Natomiast po immunizacji szczepionka BCG /Bacille Calmette-
Guerin/ wstrzykniecie szczurowi nieimmunizowanemu dlugo
zyjacych, recyrkulujacych limfocytéw, wywolywaly one odpor-

no$¢ na zakazenie pratkami gruzlicy /115/.

Migracija limfocytdéw cy totok
sycznych. Limfocyty posiadajace specyficzna ak-
tywnosc¢ cytotoksyczna byly wytwarzane w wyniku immunizacji
przeciwko antygenom transplantacyjnym. Powstawaly one in
vivo podczas odrzucania przeszczepu /116/ lub w wyniku re=-
akcji GvH, in vitro natomiast w tescie mieszanej hodowli
limfocytéw /MLC, mixed lymphocyte culture/.

Rouse i Wagner /118/ obserwowali dystrybucje komérek
znekowanych ““Cr, powstajacych jako rezultat immunizacji
in vitro i wstrzyknietych dozylnie syngenicznym szczurom
biorcom. W pordéwnaniu z TDL kontroli wyjatkowo duza czes$¢
tych komérek /50%/ migrowata do watroby. Umiarkowana liczba
osiggata T - zalezne obszary $ledziony i wezldéw chionnych,

natomiast w krwi i chionce przewodu piersiowego obserwowano
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jedynie nieliczne limfocyty. Wysoko cytotoksyczna popula-
cja aktywnych limfocytédw T, powstajacych w konsekwencji
reakcji GvH, posiadala ograniczona ilo$ciowo zdolnos$c¢
recyrkulacji u syngenicznego biorcy trwajaca 4 dni /118,

119/.

Recyrkulacija limfocytdéw w
wezllach chonnych. Limfocyty recyrku-
lujace dopiywaly krwia do wezta chlonnego przez system pcv
wyécielonych $rédbtonkiem zbudowanym z wysokich komérek
zzwierajacych duze, blade, pecherzykowate jadro i bogata
cytoplazme /©,120,121/.

Nakladajac migrujace komérki na utrwalone w glutaral-
dehydzie skrawki wezla chionnego Stamper uwidocznit inter-
akcje zachodzaca miedzy badanymi limfocytami, a gieboka
warstwa kory wezia chionnego, w ktérej znajdowaly sie
pcv /122/. Charakter tego wiazania in vitro wykazywal duzy
stopienn specyficznosci i odzwierciedlal zachodzacy in vivo
proces migracji i osiedlania sie¢ limfocytéw w weztach
chtonnych - tzw. "homing" /26,30/. Sposréd wielu naczyn
krwionosnych wezls chionnego tylko pcv naczynia doprowa-
dzajacego posiadaly zdolno$c¢ interakcji z limfocytem /122/.

Limfocyty recyrkulujace wiazaly sie z zatopionymi w
glutaraldehydzie pcv, a wiec reakcja ta nie wymagala obec-
noéci zywych komérek $rédbionka, ktére w ukladzie tym po-
zostawaly biernym uczestnikiem procesu. Natomiast dziatanie
glutaraldehyau na limfocyty znosito ich zdolnos¢ wiazania

sig¢ z pcv, co wskazywalo na aktywna role, jaka peitnilty te
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komérki w obserwowanej reakcji. Limfocyty, ktére wykazy-
waly wysoka zdolno$¢ osiedlania sie w wezlach chlonnych
syngenicznych szczuréw biorcéw, cechowala duza reaktywnosc
z pcv in vitro /120,121/.

Limfocyty grasicy i szpiku kostnego, ktére nie migro-
waty z krwi do chtonki wiazaly sie z pcv w sposdéb uposle-
dzony /121/.

Tylko komoérki recyrkulujace posiadaly na swej powierz-
chni pewne determinanty antygenowe, umozliwiajace rozpozna-
nie komplementarnych elementdédw pcv. Receptory te byly naj-
prawdopocobniej odpowiedzialne za selektywna migracje limfo-
cytéw do grasiczo-zaleznych obszaréw w giebokiej warstwie
korowej wezta chionnego /120,122/.

Gesner /84,85,91/ poddajac zawiesine limfocytdw z prze-
wodu piersiowego dziataniu neuraminidazy, trypsyny i fosfo-
lipazy=-A, zauwazyl hamujacy wplyw tych substancji na prze-
nikanie limfocytéw z krwi do wezla chionnego.

Dodany do limfocytdéw wirus choroby Newcastle hamowal
ich migracje in vivo, oraz usuwatl z ich powierzchni deter-
minanty antygenowe /123,124/.

Powlekanie limfocytdéw przeciwcialami skierowanymi prze-
ciwko specyficznym komponentom powierzchniowym, lub lekty-
nami, np. ConA, niwelowao wchodzenie tych komérek do wezia
chtonnego /94,95,96/.

Trudno jednak udowodni¢, Ze czynnik hamujacy migracje
limfocytdéw do weztdéw chlonnych by} niezbedny w likwidacji

specyficznego rozpoznawania struktury pcv., Czasowa sekwestra
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cja limfocytdéw w sinusoidach watroby mogla byé bowiem
przyczyna zmniejszonej lokalizacji wezlowej /125/.

Teoria "wewnatrzkomérkowa" przechodzenia limfocytdw
przez $ciane $rédblonka naczyniowego zaktadata, Zze proces
ten zachodzil za pos$rednictwem duzych cytoplazmatycznych
wakuoli, catkowicie zanurzonych w komérkach sréabtonka/126/.

Teoria "miedzykomérkowa" podnosita role polaczen mieg-
dzy komérkami srédbitonka w pokonywaniu pcv, zwiaszcza w
przypadku znacznej migracji limfocytdw co wezidw chion-
nych /127/.

Badeania na myszach i szczurach wykazaly, ze zaréwno
limfocyty T jak i B pokonywaly pcv w celu osiagnigcia stre-
fy parakortykalnej wezta chionnego /128,129/. '/ ciagu kilku-
godzinnego przebywania obydwu rodzajéw komérek w tej stre-
fie, dochodzilo do ich wzajemnej kooperacji. Nastepnie lim-
focyty T pod z 1y do eferentnego naczynia chionnego, a lim-
focyty B do warstwy powierzchniowej kory - obszaru grudek
chtonnych, gdzie umiejscawiaty sie wokdél centréw rozrodczych
w koronie limfocytarnej /LC, lymphocyte corona/. St d mogty
powréci¢ do rdzenia i dotrzel cdo eferentnego naczynia chion-
nego /29,128,129/.

Obszar giebokiej warstwy korowej bogaty w recyrkuluj ce
limfocyty T zostal okredlony mianem strefy grasiczo-zalez-
nej /9,130/. Ulegala ona zubozeniu komérkowemu przy drenazu
przewodu piersiowego /26,130/ 1lub po usunieciu grasicy w
okresie noworodkowym /30,36/. Znajdowaly sie tu limfocyty

posiadajace na swej powierzchni antygen blon komérkowych
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zwiazanych z grasica - antygen Thy-1 /79,80/.

Rdzenn wezla chlonnego zawieral komérki osiadle - limfo
cyty B, komérki plazmatyczne i makrofagi /128,130/. Tedy
przeptywaly do eferentnego naczynia chlonnego nie tylko
limfocyty recyrkulujace, lecz réwniez po miejscowej immu-
nizacji, komérki bazofilne i komérki tworz ce przeciwciatla
/AFC, antibody forming cel /.

W czesci zewnetrznej strefy korowej znajdowaly sie sku
pienia malych limfocytédw - grudki chtonne I rzedu. Komérki
tu osiadle pochodzily ze szpiku kostnego i nie posiadaty
na swej powierzchni antygenu Thy-1, lecz receptor wi z cy
entygen o strukturze immunoglotulinowej. Usuniecie grasicy
w okresie noworodkowym nie wplywalo na zubozenie komérkowe
tego regionu /30,128/.

W centrach rozrodczych-grudkach chtonnych II rzedu
gromadzilty sie limfocyty B /30,128,131/. W wyniku noworod-
kowej tymektomii obszary te ulegaty destrukcji, w przeci-
wienstwie do grudek chionnych I rzedowych, na ktére zabieg

ten nie mie% wpitywu /30,128/.

Recyrkulacja limfocytdw W
weztdlach chtonnych - mechanizm
przechodzenia przesz $ ciance z2y

t ek pozakapilarnych. Ok. 80% limfocy-
téw obecnych w Swietle pcv pozostawalo w bezposrednim kon-
takcie z komérkami érédblonka naczyniowego. Perfuzja wezla
chlonnego roztworem dekstranu i soli fizjologicznej nie

wplywala na ilo$c¢ komérek obecnych w pcv. Po perfuzji 0,1%
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roztworem trypsyny lub EDTA nie stwierdzono obecnosci lim-
focytdéw pozostaj cych w kontakcie ze srédblonkiem pcv.

Tak wiec mechanizm wybidérczego zatrzymywania limfocytéw

na powierzchni komérek srédbionka byt trypsyno-EDTA zalez-
ny /132,133/.

Zylka pozakapilarna w przekroju podiuznym zwiekszala
swéj przekréj w kierunku od warstwy korowej do rdzennej
wezta chilonnego. Liczba komérek srédbionka w przekroju
poprzecznym wshata sie od 4 w segmencie proksymalnym do
60 w dystalnym., Ilosciowa migracja limfocytédw byta zmienna
w poszczegbélnych odcinkach pcv. MNajwieksza migracja zacho-
dzita w odcinku dystalnym /132/.

Powierzchnia swiatla pcv nie byla gtadka. Na z%t czach
migedzy komérkami srédb2onka wystepowaty zagiebienia, w
ktére wpuklaty sige mikrokosmki doptywajacych limfocytdw.
Czeé¢ z nich znajdowano w przestr eniach migdzy komérkari
srédbtonka. Zachodzila tutaj polaryzacja w kierunku biony
podstawnej pcv. Tylko nieliczne limfocyty obecne byily w

cytoplazmie $rédbtonka naczyniowego /132,133/.

Recyrkulacja limfocytéw w
$ ledzionie. Biala miazga s$ledziony u gryzoni
stanowi aktywn czes$c¢ ukladu limfatycznego o zréznicowanej
immunokompetencji /134/.

Limfocyty szczura dawcy znakowane in vitro trytowana
urydyna i wstrzykniete dozylnie syngenicznemu szczurowi
biorcy, doptywaly tetnica $ledzionowa do MZ $ledziony.

Zainicjowany zostawail tutaj proces "trappingu" limfocytéw,
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jak réwniez z racji bezpoéredniego kontaktu tego obszaru

z przeplywajaca krwia, “"trapping" dozylnie podanego anty-
genu i komplekséw antygen-przeciwciato /135,136/. Zjawisko
to nie bylo immunologicznie specyficzne, bowiem wigkszos$c
wychwytywanych komérek nie wykazywata zwiazku ze stymulu-
jacym antygenem /135/.

Komérki T przenikaty z MZ do PALS, stanowiacych gra-
siczo-zale ny obszar $ledziony /9,10,136,137/. Cbszar ten
zawieral ponadto nielimfoidalne komérki IDC /interdigita-
ting cells/. Byity to pochodne monocytéw wykazujace podo-
biefnstwo do makrofagéw, opiaszczane przez limfocyty T /138,
139/.

Veldman /140/ stwierdzil réwniez obecno$¢ IDC w para-
kortykalnej grasiczo-zaleznej streiie weziédw chionnych kré-
lika. W $ledzionie gryzoni braiy one prawdopodobnie udzial
w “"homingu" limfocytéw T /138,139/.

Nieuwenhuis i Ford / 34/ wykazali, Ze po 1 godz. od
dozylnego wstrzykniecia,limfocyty B opuszczaly MZ, aby
osiagnac¢ obwodowa strefe PALS. Poniewaz limfocyty T réwniez
znajdowaly sie w tym regionie, dochodzilo tutaj do koope-
racji obydwu typéw komérek, Po 3-6 godz. limfocyty B migro-
waty do LC i GC, stan wiacych integralna czeé¢ grasiczo-
niezaleznych grudek chionnych /141,142/. Znajdowaly sieg¢ tu-
tej nielimfoidalne komérki DC /dendritic cel / biorace
prawdopodobnie udzial w “homingu" limfocytéw B /138/.

Czas przepiywu limfocytéw T przez $ledzione wynosit
5-6 godz. /129,143/. Limfocyty B migrowaly wolniej o czym

éwiadczyly nastepujace parametry /143/: . wyZszy stosunek
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limfocytéw B/T w tym narzadzie w poréwnaniu z chlonka
przewodu piersiowego i wezlami chionnymi, 2. koncentra-
cja limfocytdéw B w $ledzionie po 24 godz. nie odbiegala
ilosciowo od tej, ktér obserwowano po 3-6 godz. od mo-
mentu podania dozylnego.

Ilo$¢ limfocytéw T pomiedzy 3 a 24 godz. od dozylnego
wstrzykniecia obnizata sig¢ o ponad 50%, co stanowilo kon-
sekwencje ich szybkiej migracji przez narz d /144/.
Srednia predko$é wymiany matych limfocytéw pomiedzy krwi
a dledziona wynosila u szczura 84x10 komérek/godz. /144/.

Mc Farland /145/ opierajac sig na wynikach badan in
vitro wykazat, ze migrujace limfocyty posiadaty organ cy-
toplazmatyczny tzw. "uropod"”, w ktérym zgromadzona byka
wiekszo$¢ organelli komérkowych. Limfocyty migrowaly w
kierunku przeciwnym do miejsca usytuowania "uropod"”.

Klasyfikacja limfocytéw T w $ledzionie na podklasy
T 1 T, byla uwarunkowana zdolnosci 1limfocytéw T, do re-
cyrkulacji z krwi do chlonki przewodu piersiowego /1456/.
Limfocyty T, to kom6rki powstaj ce w wyniku podziaiu w
grasicy, niekompetentne immunologicznie, Dopiywaly one
wprawdzie z krwiga do sledziony, gdzie nastegpowa proces
ich dojrzewania immunologicznego, ale nie recyrkulowaty
az do momentu stymulacji antygenowej, powoduj cej ich kon-
wersje w limfocyty T,. Te ostatnie posiadaly zdolno$¢ pro-
liferacji, transformacji blastycznej oraz produkcji limfo-
kin. Limfocyty T2 $ledziony wspbélnie z komérkami dopilywa-

j cymi do grasiczo-zaleznych obszaréw weztéw chionnych
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tworzyty jednorodna pule limfocytéw recyrkulujacych /129,
143,147/.

Limfocyty opuszczaly $ledzione droga krazenia otwarte-
go - tetniczkami koficowymi, osiggajacymi bezposrednio miaz-
ge czerwona /143/.i droga krazenia zamknigtego, gdy istnia-
ty specyficzne potaczenia miedzy tetniczkami korncowymi, a
zatokami Zzylnymi miazgi czerwonej /148/.

U szczura dominuje zamknigty typ krazenia /148/, u kré-
lika natomiast otwarty /149/.

Droge odpitywu limfocytéw T z PALS do zatok zylnych miaz-
gi czerwonej $ledziony szczura stanowily "mostkowate kana-
ty" /bridging channels/, trawersujace MZ narzadu /135/.

Czeéc limfocytéw recyrkulujacych opuszczala bialg miaz-
ge $ledziony eferentnymi naczyniami chlonnymi do wezléw
okototrzustkowych. Po drenazu przewodu piersiowego nastegpo-

wato zubozenie tego obszaru w limfocyty T /150/.

Recyrkulacija limfocytdw w
t kance limfoidalne]j jelit
/ GALT, gut-associated lyphoid
tissue/. \W migdatkach, wyrostku robaczkowym i
kgpkach Peyera limfocyty recyrkulowaty z krwi do chionki
przewodu piersiowego osiagajac struktury te poprzez pcv
usytuowane w obszarach grasiczo-zateznych /103,151/. Stano-
wity je odregbne pola miedzy grudkami chlonnymi. Limfocyty
powracaly do krwi naczyniami chtonnymi uchodzacymi do prze-
wodu piersiowego.

Koburg /152/ stwierdzil, Ze centra rozrodcze GALT, oto-

czpne korona limfocytarna, byly bardziej rozbudowane niz
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w pozostalych narzadach limfoidalnych. Migrowaty do nich
limfocyty B, z ktérych wigkszo$¢é powstata prawdopodobnie
w centrach rozrodczych $ledziony i weziéw chi nnych.

Barg i Draper /153/ wykazali istnienie znacznej mi-
gracji limfocytéw T do GALT w pierwszym tygodniu 2zycia kré-
lika. W okresie tym kumulacja komérek T okreslona aktywnos$-
cia w przeliczeniu na gram GALT byta wyzZsza niz we wszy-
stkich obwodowych tkankach limfoidalnych. W II tygodniu
zycia ulegata obnizeniu i od 18 dnia utrzymywaia sie na
niskim poziomie obserwowanym u osobnikéw dorosiych.

Chanana /154/ wykazal in vitro, przy zastosowaniu tech-
niki immunofluorescencji, Ze poziom Thy-1 /+/ limfocytéw
w GALT u noworodkéw mysich osiaga%z 90%. U dojrzaitych zwie-
rzat utrzymywal sie na poziomie 609.

Everett i Tyler /155/ wykazali, Zze limfocyty GALT kré-
lika byly zdolne do rekonstytucji kompetencji immunologicz-
nej zwierzat napromienionych.

Waksman /151/ sugerowal, Ze byto to spowodowane obecnos:
cia duzej ilos$ci grasiczo-zaleznych obszaréw w tej tkance.

el /156/ stwierdzil, 2e grasiczo-zalezne limfocyty
stenowily ponad 60% wszystkich komérek limfoidalnych obec-
nych w kepkach Peyera nowonarodzonych krélikéw.

Chanana /154/ okre$lil GALT jako "analog kaletki Fabry-
cjusza ptakéw istniejacy u ssakéw". Byc¢ moze tkanka ta od-
grywata istotna role w procesie nabywania kompetencji immu-
nologicznej przez limfocyty niedojrzate.

Craig i Cebra /109/ stwierdzili, Zze GALT nie byla jedy-

nie zmodyfikow nym wezlem chtonnym nairazonym na wyjatkowo
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wysoka stymulacje antygenow@a. Peinila ona ponadto wazna
funkeje w odpowiedzi immunologicznej zwierzat dojrzatych,
np. poprzez wytwarzanie prekursoréw komérek wydzielaja-

cych IgA /99,109,151/.

Recyrkulacija limfocytdéw mie-
dzy szpikiem kostnymnm a k rwia.
Szpik kostny ssakéw sktada sie z heterogennej populacji ko-
mérek: to jest = duzych komérek limfoidalnych oraz ich po-
tomnych malych limfocytéw, posiadajacych zdolno$¢ przeksztail
ceni sie w immunokompetentne, recyrkulujace limfocyty B
/155,156/.

Zawiesina komérek szpiku kostnego, znakowana trytowana
tymidyna i podana dozylnie napromienionym biorcom, migro-
wata do szpiku kostnego i $ledziony gospodarza, w ktdérych
to narzadach kontynuowana byl produkcja mazych limfocytdw
poprzez proliferacje duzych komérek limfoidalnych dawcy.
Subpopulacje matych limfocytéw szpiku kostnego tworzyiy no-
wopowstate, niedojrzate limfocyty B, oraz tzw. limfocyty
"null", nieposiadaj ce zdolnych do okreslenia determinant
antygenowych na swej powierzchni /155/. Czas recyrkulacji
komérek limfoidalnych szpiku wstrzyknietych dozylnie byi
krétki. Ich poziom we krwi po 1 godz. wynosit 5%, po 6 godz.
tylko 0,5% /156/. Komérki te migrowaty gitéwnie do szpiku
kostnego i $ledziony biorcy. Obserwowano charakterystyczna
zmiane w dystrybucji wewnatrz$ledzionowej. Poczatkowo male
limfocyty wykrywano gitéwnie w miazdze czerwonej, gdzie wy-

stgpowaio ich dojrzewanie, w nastegpstwie ktéreg komérki
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doptywajace do miazgi bialej posiadaty na swej powierzchni
determinanty Fc oraz receptory dla dopeiniacza /155,156/.

Obserwowano opézniong kumulacje tych komérek w powierz-
chniowej warstwie korowej oraz w rdzeniu wezidéw chionnych.
Malych limfocytdéw szpiku kostnego nie wykryto w grasicy i
przewodzie piersiowym biorcy. Duze komérki limfoidalne nie
migrowaly do weziéw chionnych i kepek Peyera. Opo6zniona ku-
mulacja znakowanych matych limfocytéw w weztach chionnych
sugerowata istnienie wtérnej ich migracji ze szpiku kostne-
go i $ledziony. Szybkie znikanie nowopowstaltych komérek szpi
ku kostnego z tkanek limfoidalnych biorcy wskazywalo, ze tyl
ko mala ich cze$c¢ zachowywala zdolnosc¢ do migracji przez
okres diuzszy niz 2-3 dni /155,156/. Ich krétki czas zycia
korelowat z wysoka produkcja-uswinki morskiej 1,5x10  komé-
rek/dzien. Cze$é dojrzewajacych limfocytéw B mogia utracic
swéj znacznik izotopowy w wyniku pobudzenia specyficznym
antygenem lub po zetknieciu sig¢ z niespecyficznymi antygena-
mi $rodowiskowymi /157/.

Spadek radioektywnosci szpiku i sledziony po 5 dniu od
podania zawiesiny komérkowej zalezat prawdopodobnie od wy-
dzielania izotopu w wyniku nastepujacych po sobie podzialdw
mitotycznych. Badania autoradiograficzne wykazaly wystepowa-

nie 2-3 podzia1éw w ciaggu pierwszych trzech dni /155/.

Recyrkulacija limfocytow d o
t kanek pozachlonnych. Badania wielu
autoréw wykazaty, ze limfocyty posiadaja zdolno$¢ wynaczy-
niania sie do narzadéw i tkanek pozalimfoidalnych /11,94,

105,108,109/.
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Zjawisko to obserwowano w odpowiedzi immunologiczne]
typu komérkowego, a w szczegdélnosci w reakcji odrzucenia
przeszczepu allogenicznego i w fazie rozpoznawczej miejsco-
wego nadzoru immunologicznego, np. w przypadku obecnosci
guza nowotworowego /3,4,11/.

Limfocyty docierajace do tkanek pozalimfoidalnych mogty
spetniac¢ role komérek efektorowych w miejscach pojawienia
sie antygenu. \Wykazano, Zze 40% immunoblastéw migrowalo do
tkanek pozachionnych. 109 recyrkuluj cej puli limfocytdw
osiagaio wezelt chtonny po uprzedniej kumulacji  tych tkan-
kach. Csiagaty one wezly chlonne nie na drodze interakcji
z pcv srdédbionka doprowadzaj cego naczynia krwiono$nego,
lecz cdopitywaly aferentnym naczyniem limfatycznym do powierz-
chniowej warstwy kory /11,94,108/. Nastepnie zasiedlaly one
obszary T i B zalezne. Limfocyty opuszczaly wezly chionne
droga eferentnych naczyn limfatycznych uchodz cych do prze-

wodu piersiowego /11,94,108/.

Migracijea limfocytdw d o prze-
szczep©obw allogenicznych. Odrzucenie
przeszczepionego narzadu zbiegajace sig¢ w czasie z obserwo-
wana w obrazie mikroskopowym narastaj infiltracja limfo-
cytéw w przeszczepie allogenicznym, podkresla wage komérko-
wej odpowiedzi immunologicznej w destrukcji obcej tkanki/158/.

W przeszczepach allogenicznych skéry posiadajacych anty-
geny stymuluj ce produkcje limfocytdéw obserwowano selektywna
kumulacje uczulonych komérek /159/. Regionalne wezly prze-

szczepionej tkanki byly miejscem intensywnej proliferacji



- 40 -

komérkowej, w rezultacie ktérej nowopowstate limfocyty byly
uwalniane poprzez eferentne naczynia chtonne do krwi. Wiegk-
szoé¢ komérek powstalych w odpowiedzi na przeszczep wykazy-
wala in vitro specyficzna aktywnosé cytotoksyczna w stosunku
do komérek posiadajacych antygeny transplantacyjne tkanki
przeszczepionej. Odrzucenie allogenicznego przeszczepu skéry
byto spowodowane infiltracja komérek jednojadrzastych, w tym
réwniez uczulonych limfocytéw, ktére dopiywajac do obcej
tkanki napotykaly alloantygeny i niszczyly je.

Uprzywilejowane osiadanie uczulonych limfocytéw w $réd-
btonku naczyn krwionosnych przeszczepu na drodze chemotaksji
lub rozpoznawania antygenéw transplantacyjnych moglo byé
przyczyna selektywnej kumulacji uczulonych limfocytéw w allo-
genicznej tkance /8/. Obecnos$é antygenowo obcej tkanki byza
powodem zatrzymywania migrujacych do niej limfocytdéw. Nie
udowodniono jednak, Ze selektywna kumulacja limfocytéw byza
jedyna przyczyna odrzucenia allogenicznego narzadu.

Komérki wyizolowane z odrzuconego alloprzeszczepu serca
myszy wykazywaly cechy lim7ocytéw T i B gospodarza. Dos$wiad-
czenia in vitro wykazaty, Zze komérki te byly zdolne do nisz-
czenia komérek docelowych posiadajacych te same antygeny
transplantacyjne co dawca przeszczepu. Uczulone limfocyty
rozpoznawaty komérki docelowe poprzez swoiste receptory po-
wierzchniowe, a polgczenie sie tych receptoréw z antygenem
prowadzito do zmian w blonie komérkowej, ktére to zmiany

odpowiedzialne byly za cytotoksyczny efekt limfocytu /160/.
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Tilney /8/ okreslil charakterystyczne cechy limfocytéw
bioracych udziat w odrzuceniu allogenicznej tkanki. Limfo-
cyty B, posiadajace na swej powierzchni determinante immu-
noglobulinowa, oraz receptor dla fragmentu Fc IgG mogly byc
zatrzymywane w narzadzie przeszczepionym w obecnosci prze-
ciwciata skierowanego przeciwko komérkom przeszczepu /anti-
graft antibody/. Wieksza zawartosc tych komérek w odrzuconym
narzadzie niz w krwi obwodowej i $ledzionie gospodarza suge-
rowata istnienie ich aktywnej migracji do obcej antygenowo
tkanki.

Balch /161/ stwierdzil obecno$c¢ limfocytéw T w alloprze-
szczepie nerki szczurzej. Komérki te, odpowiedzialne za spe-
cyficzna cytotoksyczno$c¢ przeciwko antygenom dawcy, pojawialy
sig¢ w najwiekszej ilo$ci w 2-3 dni przed odrzuceniem nerki.
Nastepujace potem obnizenie ich poziomu bylo wyrazem dopitywu
do przeszczepu innych komérek, np. fagocytéw.

Hat er /162/ wykazal, ze limfocyty T wyizolowane z
przeszczepu allogenicznego nerki przy zetknieciu ze swoistymi
antygenami transplantacyjnymi byly zdolne do wytwarzania me-
diatoréw makrofagalnych np. czynnika zahamowania migracji
makrofagéw. MIF /macrophage inhibitor factor/, a w tescie
MLC dawaly dodatnia reakcje z limfocytami dawcy.

Stwierdzono, Zze w populacji komérek naciekajacych allo-
przeszczep nerki szczura, we wczesnej fazie odrzucenia, naj-
liczniejsza populacje stanowily cytotoksyczne limfocyty T.

W pézniejszym okresie wiekszo$c¢ komérek infiltrujacych na-

rzad wykazywata ruchliwos$¢ elektroforetyczna limfocytéw B
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i ich postaci blastycznych. Analiza elektroforetyczna re-
gionalnego wezta chlonnego wskazywala na obecno$¢ limfo-

blastéw T /163/.
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3. MATERTIAL I METODY

A. Podzial na grupy
Doswiadczenia wykonano na dorostych szczurach samcach
hodowli wsobnej szczepu \istar, wazacych od 180 do 300 gra-
moéw.
Limfocyty od szczuréw dawcéw pobierano z nastepujacych
zrédet:
1. chtonki przewodu piersiowego /thoracic duct lymphocytes -
TDL/
2. weziébw krezkowych /mesenteric lymph node lymphocytes - MLNL/
3. wezibédw obwodowych /peripheral lymph node lymphocytes - PLNL/
Podzial powyzszy uwarunkowany by% rézna zawartoscia limfocy-
téw T i B w kazdym z tych Zrdédei, oraz rézna kinetyka uwalnia-
nia sie¢ ich do krazenia /25/.
W kazdej puli komérkowej badano zdolnos$¢ migracji dwéch
populacji limfocytarnych:
. catej populacji limtocytéw T i B, znakowanych radioaktyw-
nym chromem 51, /OPiDI = Swierk/.
2. limfoblastéw zdolnych do podzialéw komérkowych, syntety-
zujacych kwas dezoksyrybonukleinowy /CNA/, znakowanych
5 jodo-2 deoxy-urydyna /““7IUDR/ /Amersham,England/.
Znakowane komérki podawano dozylnie syngenicznemu biorcy.
Gromadzenie sig wstrzyknigtych limfocytdédw lub limfoblastéw
okreslano w tkankach limfoidalnych i pozalimfoidalnych w
sekwencjach czasowych, po 1,3,5,8,12 i 24 godzinie od momen-

tu wstrzyknigcia zawiesiny.
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Migracje komérek badano w nastepujacych grupach doswiad-

czalnych:

Grupa
Grupa
Grupa
Grupa
Grupa

Grupa

- TDL znakowane ~~Cr;

1. - TDL znakowane ~~~IUDR

- MLNL znakowane ~ Cr

IIb - MLNL znakowane ~~ ~IUDR
IIT - PLNL znakowane ~~Cr

IIIb - P NL znakowane *< IUDR

Wydzielono grupy kontrolne, w ktérych badano:

Grupa IV - gromadzenie w tkankach i narzgdach limfocytéw

martwych /IV_/ lub limfoblastéw martwych /IVb/
pochodzacych z wymienionych uprzednio trzech
zrédel, po upiywie 24 godzin od ich dozylnego

wstrzykniecia.

Grupa V - rozmieszczenie w narzadach i tkankach supernatantu

Grupa VI - rozmieszczenie dozylnie podanych

otrzymanego po odwirowaniu martwych limfocytéw /Va/
lub limfoblastéw /Vb/ po 24 godzinach od chwili
dozylnego wstrzykniecia.

1251UDR . 125

/VIb/ w narzadach i tkankach po 24 godzinach.

Grupa VII - wielko$¢ reinkorporacji in vitro przez limfocyty

z przewodu piersiowego i weziéw chtonnych ““Cr

/V a/ lub ““ IUDR /VIIb/, wydzielonych ze znako-
wanych, a nastepnie zabitych limfocytéw przewodu
piersiowego i wez*éw chionnych w czasie 24 godzin=-

nej inkubacji w temp. 37°C.
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Grupa VIII - wielkoé¢ spontanicznego uwalniania in vitro
51

Cr lub "7IUDR ze znakowanych limfocytéw
/v a/ lub limfoblastéw /V b/, pochodzacych
z trzech zrédet w czasie 24 godzin w temp.37°C.
Wszystkie doswiadczenia wykonano w grupach liczacych conaj-

mniej trzy szczury.

B. Schemat doswiadczenia

Limfocyty lub limfob asty pochodzace z przewodu piersio-
wego, wydzielone z weziéw krezkowych lub weziédw obwodowych
trzykrotnie odpitukiwano syngeniczna chionka z dodatkiem
10 jedn. heparyny/ml. Po okresleniu liczby oraz procentowej
zywotnosci komérek, zawiesine inkubowano w taZzni wodnej w
temp. 37°C z Na,""CrO, lub ""7IUDR. Po upitywie 30 min. limfo-
cyty odpitukiwano 3-krotnie rdéwniez syngeniczna chionka, po-
wtérnie liczono, oraz okreslano procentowa Zywotnos$c¢. Radio-
aktywno$¢ zawiesiny oznaczano w iczniku scyntylacyjnym typu
Gamma /Teslse ~ Gamma Automat/. Nastepnie komérki wstrzykiwano
do zyty grzbietowej pracia szczuréw biorcéw, Zwierzeta byly
usypiane w réznym czasie, zaleznym od badanej sekwencji cza-
sowej. Mierzono aktywnosci caiej masy tkanek limfoidalnych

i pozalimfoidalnych.

C. Stosowane metody
drenaz przewodu piersiowego szczura
Zabieg ten wykonywano metoda Bollmana /25/. W narkozie
eterowej, po ostrzy eniu i odkazeniu skéry szczura spirytu-
sowym roztworem hibitanu, przecinano powioki brzuszne poni-

2ej prawego 2uku Zzebrowego. Pod wypreparowanym brzusznym
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odcinkiem aorty wydzielano przewdd piersiowy i podwiazywano
go ponizej przepony. Do nacigetego przewodu piersiowego wpro-
wadzano w kierunku zbiornika mleczu dren polietylenowy diu-
gosci ok. 20 cm, wygiety w ksztaicie litery L. Przytwierdza-
no go do $ciany przewodu piersiowego i miesnia biodrowo-
ledzwiowego lewego. Koniec drenu wyprowadzano na zewnatrz
przez otwdr w powtokach brzusznych i skérze. Nastepnie szwem
ci giym zaszywano warstwy miesni i skéry. Do lewej zyly udo-
wej wprowadzano dren polietylenowy celem statej infuzji piy-
néw. Po zabiegu szczura umieszczano w klatce Bollmana. Chion-
ke zbierano do jatowej 50 ml. zlewki z 250 jedn. heparyny,
umieszczonej w naczyniu z lodem. Poprzez dren w Zyle udowe]
podawano przy uzyciu pompy infuzyjnej 0,9% roztwér NaCl z
dodatkiem 2 jedn. heparyny/ml. z szybkos$cia 2 ml./godz.
Limfocyty izolowano z chionki po 18-20 godzinnym drenazu
przewodu piersiowego. 'V tym czasie szczury byiy karmione i

pojone "ad libitum".

/ pobieranie wez1édw chlonnych

Po skrwawieniu szczura dawcy, wezity krezkowe rozmiesz-
czone wzdiuz zyly krezkowej gérnej oddzielano od otaczaj cej
tkanki tluszczowej i pobierano do jatowej probdéwki zawiera-
jacej okoto 2 ml. syngenicznej chtonki z dodatkiem 10 jedn.
heparyny/ml. Wezly chionne obwodowe umieszczano réwniez w
tym samym Srodowisku. Byly to: wezly biodrowe z okolicy roz-
widlenia aorty, wezty podkolanowe i pachowe oraz powierz-

chowne i giebokie wezly szyjne i twarzowe.

/ przygotowanie limfocytéw do znakowania radioizotopem

Chtonke z drenowanego przewodu piersiowego wirowano
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przez 10 min., z szybkoscia 1000 obr/min., Limfocyty z wezidéw
uzyskiwano po przetarciu tkanki limfoidalnej przy uzyciu
tioka strzykawki z koncéwka gumowa przez sitko ze stali
nierdzewnej. W celu oczyszczenia komérek, zawiesing¢ piukano
3-krotnie w 5-7 ml. syngenicznej chionki z dodatkiem 10 jedn
heparyny/ml. i wirowano przez 10 min. z szybkoscia 1000 obr/
min. Nastepnie limfocyty chlonki lub wezidédw zawieszano w

1 ml. heparynizowanej chlonki. Liczbe komérek okreslano

przy uzyciu kamery Burkera, a ich zywotno$¢ odczytywano w

tescie z 0,2% roztworem bilekitu trypanu.

d/ otrzymywanie limfoblastéw

Komérki te uzyskiwano z drenowanego przewodu piersiowego
wezitdw krezkowych i obwodowych po 4-5 dniach od chwili poda-
nia szczurowi dawcy zawiesiny 0,2 ml. krwinek czerwonych ba-
rana i kompletnego adjuwantu Freund”a, zmieszanych w stosun-
ku 1:1. W celu pobudzenia weziéw krezkowych gérnych przygo-
towana zawiesing wstrzykiwano w surowicéwke jelita cienkiego
Podaj c j $rédskérnie w stopy, lapy przednie i okolice szyj
ng, pobudzano tworzenie limfoblastéw w wezlach obwodowych i

chlonce.

e/ znakowanie limfocytdéw i limfoblastéw radioizotopem

W celu wyznakowania calej populacji limfocytéw, do danej
zawiesiny dodawano 50 uCi radioaktywnego chromu ~“~Cr/10
komérek Nay~"Cro,, aktywno$¢ wiasciwa 1mCi/ml . Limfoblasty
znakowano radioizotopem jodu 7~ zwi zanym z 5 jodo-2“deoxy
urydyna /*“7IUD aktywnosc wlasciwa 5 mCi/mg w dawce
5 uCi/10~ komérek. Po 30 min. okresie inkubacji w %azni wod-

. o . . o .
nej w temp. 37°C, mieszaning odwirowywano, a nastepnie plu=-
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kano 3-krotnie 5-7 ml. heparynizowanej, syngenicznej chionki
i odwirowywano przez 10 min, z szybkos$cia 1000 obr/min.

0,1 ml, prébki kolejnych supernatantéw pobierano do szkla-
nych probéwek i oznaczano ich aktywnos$ci. Powtérnie okresla-
no liczbe komérek oraz procentowa ich zywotno$c. Ostatecznie
przygotowano zawiesine limfocytéw, lub limfoblastéw w ilosci

1-2x108/1-2 ml. syngenicznej, heparynizowanej chionki.

f/ podawanie wyznakowanych komérek szczurom biorcom

Wstrzykniecie dozylne znakowanej zawiesiny poprzedzone
byto okredleniem jej catkowitej radioaktywnosci. Szczurom
biorcom wprowadzonym w plytka narkoze eterem, podawano przy-
gotowana zawiesine przez okres ok. 2 min. do zyly grzbietowej
pracia. Nastepnie zwierzeta umieszczano pojedyriczo w klatkach,

w ktérych mogty sie poruszac, spozywacC karme i pic wode.

g/ pobieranie tkanek i narzaddéw szczurdw biorcédw

W zaleznosci od protokotu doswiadczenia, a wiec po upity-
wie 1,3,5,8,12 i 24 godz. od momentu wstrzykniecia znakowa-
nej populacji limfocytdéw, szczury znieczulano eterem i skrwa-
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