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1. 2AZ0Z2ENIA I CEL PRACY

Naczynia chtonne przedweziowe, droga odpiywu
czgstek obcych antygenowo i szczgtkdéw komdérkowych z tkanki
do regionalnego wezta chionnego, odgrywaja kluczowg role
w powstawaniu odpowiedzi immunologicznej typu: zapalenie,
reakcja Arthusa, nadwrazliwosé typu péZnego, reakcja odrzu-

cania przeszczepu./91/

Drenaz chfonny jest nieodzownym czynnikiem w procesie
rozwoju reakcjii odpornosciowej u biorcy nieunaczynionego
przeszczepu /8,29/. g teorii Medawar’a uczulenie limfocytdw
ra antygeny zgodnosci tkankowej nastepuje obwodowo, w
tkance przeszczepu., Komdérki biorgce udziaxz w tej reakcji
opuszczajg nieunaczynicny przeszczep 1 drogg przedweziowych
naczy:i chionnych biorcy przedostajg sie do wezza chizonnego,
gdzie powstajg komdrki efektorcwe., W mysl drugiej teorii,
reakcja uczulenia rozpoczyna sie nie w samym przeszczepie
lecz centralnie, w weZle chzonnym. I w tym przypadku nieod-
zownym czynnikiem jest drenaz chionny, transportujgcy do
wezta chfonnego antygeny rozpuszczalne lub komdrkowe, uwol-

nione z przeszczepu /91/.

Sytuacje, w ktdrych dochodzi do przerwania ciggosdci
naczyi chionnych przedwezzowych prowadzg do uposledzenia
procesu uczulenia na antygen obecny w tkance. Obszary pozba-
wione prawidiowego drenazu chionnego sg tzw,., miejscami
immunologicznie uprzywilejowanymi., W uktadach doswiadczalnych

obserwowano przedizuzenie czasu przezycia allogenicznych



przeszczepdw skory kx dzionych w miejscach pozbawionych
drenazu chZonnego, takich jak: mieénie szkieletowe, komora
przednia oka /9/, doswiadczalnie wytworzona szypuza skdérna

/141/, tkanka mézgowa /109/.

W sytuacjach klinicznych zaobserwowano znaczny procent
powik¥aAd typu chronicznego zakazenlia w miejscach zastoju
ch¥onnego w tkance, w ktdrej wystgpizy zmiany patologiczne
w obrebie przedwezowych naczydl chtonnych. Choroby rozwija-
jace sie w nastepstwie zastoju chionnego tworzg nowy roz-
dziax w medycynie. Pojawiajg sie one w wyniku zmian poopera-
cyjnych lub zmian patologicznych, jak: przeciecie naczyA
chzonnych, zablokowanie przepiywu chionki w wyniku procesdw

zapalnych, rozrost tkanki nowotworowej /40/.

Mechanizm funkcjonowania miejsc immunologicznie
uprzywilejowanych zwigzany jest z przerwaniem dosrodkowego
Zuku odpowiedzi immunologicznej, co w konsekwencji prowa-
dzi do uposledzenia rdwniez Zzuku od®rodkowego odpowiedzi.
Przerwanie drogi przechodzenia antygenu do wezia chZonnego
w Yuku dosrodkowym reakcji odvornosciowej moze takze wywo-
Yaé zjawisko wzmocnienia immunologicznego /enhancement/.

W reakcji na allogeniczny przeszczep skéry w miejscu pozbawio
nym drenazu chtonnego obserwowano u biorcy odpowiedZ pro=-
liferacyjng w $ledzinie, a jego surowica powodowaXa przed-
Yuzenie przezycia przeszczepu narzgdowego u innego zwie-

rzecia / 6/.

Aby poznaé mechanizm funkcjonowania miejsc immunolo-

gicznie uprzywilejowanych, nalezy badaé aktywnosé



immunologiczng funkcjonalnej sieci komdrek odpornoéciowych,
migrujscych do i przez tkanki nielimfatyczne, w warunkach

prawidiowych oraz po przerwaniu odpiywu chionnego. Punktem
wyjscia do takich badad powinna byé znajomosé podstawowych
populacji komdérkowych, ktdre spontanicznie opuszczajg krg-

zenie kapilarne i migrujg przez tkanki do naczyn chizonnych.

W tym celu przeprowadzono badania nad okredleniem w
chXonce przedweziowej populacji komdérkowych, metodg charak-
teryzowania receptordw powierzchniowych oraz metodami tes-
téw funkcjonalnych u:

1. psdéw zdrowych

2. pséw z ostrym zastojem chizonnym po przerwaniu

naczyAi przedweziowych

3, psdw z przewlekiym zastojem chionnym vpo przerwa-

niu naczyi przedwezzowych

Praca miaza daé¢ odpowiedZ na nastepujace vpytania:
1. Jakie populacje komdrek migrujg fizjologicznie
z krwi przez skdére i tkanke podskdrng do chionki
i regionalnego wezia chionnego.
2.Jak wpiywa przerwanie drogi recyrkulacji na skzad

populacji komdrkowej chzonki przedweziowej.

Badania przeprowadzono na chionce przedweziowe] drenujgcej

kdre koiczyn, co byzo podyktowane szeroko rozwinietym

0

ukiadem naczysh chionnych w tym obezarze, zapewniajgcym
obfity przepiyw chionki , oraz %atwoscig techniki kaniula-
cji i zbierania chzonki., Poza tym, skéra bedgc miejscem

kontaktu ustroju ze Srodowiskiem zewnetrznym podlega



statemu procesowl stymulacji antygenowej, stgd oczekiwane
szerokie spektrum populacji komdrkowych migrujacych w jej

ukzadach naczyniowych i przestrzeni tkankowej.



2, PRZEGLAD PISMIENNICTWA,

Uktad chXonny, pozgczenie uk*adu naczyniowego z ukta-
dem siateczkowo - $rd bronkowym, jest jednokierunkowym syste-
mem drenujgcym przestrzen Sré migzszowg i1 transportujgcym
piyn tkankowy. Ukzad ten utrzymuje w homeostazie piyny

ustrojowe w rdéznych tkankach i obszarach ciaza,

Uk*ad naczyniowy zbudowany jest z trzech typdw naczyn:
1/ naczyd poczgtkowych /kapilary chtonne/ o rdznym przekroju,
zbudowanych z pojedynczej warstwy komdrek s$srddbionka otoczo-
nego niecigg*a biong podstawna, ktdrag tworzg komdrki siateczki
i wxdkna kolagenowe, 2/ naczyi zbierajgcych o rdézinym prze-
kroju, charakteryzujgcych sie obecnosScig zastawek oraz
tréjwarstwewag $ciang , zbudowang z warstwy Srdédbkonka otoczo-
nego btona podstawng, warstwy mieéni gradkich o nieciggie]
grubosci i warstwy tkarxi ¥gcznej, 3/ naczy4 gizdwnych o

duzym orzekroju /78/.

Ukzad siateczkowo - SrddbZonxowy jest zespoZem komdrek
osiadzych, tworzacych tkanke zrebu narzgddédw limfatycznych
oraz komdrek ruchliwych, krazacych miedzy krwig, tkankami
i ch*onkg., Zardwno komdrki osiadze jak i ruchliwsze biorsg

udziat w reakcjach odpornosciowych /70,91/.

Uktad odpornosdgciowy

Uk*ad odpornodciowy peizni wazng funkcje ochrony $rodo-

wicgka wewnetrznego organizmu przed obcymi czgstkami, ktdre



po rozpozneniu sg eliminowane., W procesie tym biorg udziaz
zaréwno komdrki odpornosciowe jak i wydzielane przez nie
substancje biologicznie czynne. Komdrki odpornosciowe to
granulocyty, komdrki 1linii monocyt - makrofag oraz limfo-
cyty /10/. Wywodzg sie one ze wspdlnej komdrki pnia szpiku
kostnego, ktéra ulega rdznicowaniu na odrebne linie ko-

mérkowe, mieloidalng, monoidalng i limfoidalng,

Komdérki linii mieloidalnej i monoidalnej peinig w
warunkach fizjologicznych wazng funkcje oczyszczania
tkanek i piyndw ustrojowych z obcych czgstek oraz zmienionych
komdrek wiasnych. Czynnosé ta zwigzana jest z zktywnoscig
fagocytarng tych komdrek, ktdrg przejawiajg w nieobecnodei

uczulonych limfocytdéw, przeciwciaX i dopeiniacza /147/.

W stanach patologicznych zwanych zapaleniem, reakcja
kemérek fagocytarnych staje sie procesem bardziej dramatycz-
nym. Xrgzgce monocyty, a gidwnie neutrofile, ktdre w warun-
kach fizjologicznych przylegajg do srdédbionka naczyid w nie-
wielkiej liczbie, zaczynajs masowo migrowaé przez S$ciane
naczynia do tkanki /135/. Ruch ten jest aktywny i odbywa
sie w gradiencie czynnikdw chemotaktycznych, uwalnianych
z komdérek tucznych, piytek krwi, bazofildw, eozynofildw,
neutrofildéw, uczulonych limfocytdw oraz tkanek /73,77/.
Proces fagocytozy wspomagany jest udziazem przeciwciazx

opsonizujgcych i cytofilnych oraz dopektniacza /144/.

Charakterystyka granulocytdw

Granulocyty uwalniane sg ze szpiku w postaci komdrek



dojrzatych funkcjonalnie. Zawierajg one szereg silnie
dziaxajacych enzyméw lizosomalnych, jak: elastaza,
kolageneza, kwasna fosfataza, peroksydaza. Najlepie]
poznang grupa granulocytdéw sg neutrofile, ktdre wykazujg
silne wxasnogci fagocytarne. Funkcje eozynofildw i bezo-
fildw sg jeszcze mazo poznane. Jedng z czynnosci eozyno-
fildw, wystepujgcych gidwnie w tkankach, moze byé regulo-
wanie reakcji zwigzanych z degranulacjg komdérek tucznych
/37/. Eozynofile majg zdolnoédé unieczynniania histaminy

Jje rrzeciwzavalnie. Pochraniajs rdwniez komplek-

— 5
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sg z reakcjg anefilaktyczng oraz nadwrazliwodcig typu
péénego /73/.
Lktywnosé granulocytdw w procesach przylegania

xomdrkeowego, fageoeytozy i lizy komérkowej zwisgzana

cziowieka. Receptor cIglG wykrytc rdwniez w bionie komdrko-

wej bazofildéw /66/. U ludzi z chorobz alergiczng 20% eozyno

fildw wykazuje obecnoéé receptoréw E dla erytrocyidw barana

/2%,128/. Eozynofile pséw rdéwniez tworzg spontaniczne

rozetki E z erotrycytami /151/.



10

Charakterystyka XkXomdbérek

linii monocyt - makrofag

Komdrki linii monoidalnej powstajg w szpiku z komdrek
prekursorowych i jako monocyty krgzg w krwi obwodowej, skad
aktywnie migruja do tkanek. Populacja monocytdéw migrujacych
stanowi okozo 75 % puli wewngtrznaczyniowej / 7/.

W tkankach monocyty nebywajz wrasciwosci charakterystycz-
nych dla srodowiska danej tkanrki i stajs sie makrofagami
/16/ Texrofzgi tkankowe wystepujg w formie komdrex osiad-

zyeh lub wolnych. Yogg cne vlegad fuzji komdrkowe]j tworzsgc

[, z

N

komérki olbrzymie lub rdznicowal sie w komdrki vpodcobne do

nabtXonkowych /114/. Funkecja tak zmienionych makrofagdw nie

jest znena,.
¥omérki linii monocyt - mekrofag veinig wazng role

w incdukowaniu i regulacji cavowieazl immunologicznej. Makro-
fagi biorg udziaZ w przygotowaniu antygenu, ktdéry w formie

natywnej jest sXabo immunogenny 4la limfocytdw. Obecnodl
makrofagdw zracznie podnocsl odpowiedZ komdrek immunologicz-
nie zaangazowanych na alloantygeny oraz mitogeny /6, 84/.
Mekrofegi wyxazuisg rowniez cytotokxsyczng aktywnos$dé antynowo-
tworowg /26/.

Funkcja komdérek linii monocyt - mekrofag zwigzana jest
z obecnoscig receptordw powierzchniowych dla FecIlgG, C3, C3b
oraz receptordéw dla limfocytdw /71/. Makrofagi pIucne,

otrzewnowe, wezXdw chionnych, chionki przedweztowej tworzg



spontanicznie zlepy z limfocytami. Zjawisko to opisano
u ludzi i zwierzgt, w uk*adach zaleznych, jak i niezalez-
nych od obecnodci antygenu /80, 130/.
Fizyczny kontakt makrofagdéw z limfocytami wydaje sie by¢
zwigzany z procesem wspézdziazrania komdérek w reakcjach
immunologicznych /143/.

Dojrzate makrofagi wydzielajg szereg substancji czyn-
nych biologicznie, jak lizogymi, skzadniki dopezniacza,
aktywator plazminogenu, stymulatory limfocytdéw, prostaglan-

dyny /71/.

Charakterystyka limfocytdw

Ustalono istnienie dwéch duszych populacji limfocytdw,
komérek B 1 T, ktdre rdéznicujg sie w odrebnych, centralnych
narzagdach limfatycznych, torebce Fabrycjusza i grasicy.

Z centralnych narzgddw limfatycznych limfocyty migrujg do
narzgddéw obwodowych, tj. wezxdw chionnych, $ledziony, tkanki
limfatycznej jelita cienkiego /GALT/, tkanki limfatycznej
ptuc /BALT/ oraz mato zdefiniowanej populacji lamina propria
wielu narzaddéw. W obwodowych narzadach limfatycznych limfo-
cyty T i B zasiedlajg charakterystyczne dla siebie obszary
/11/.

Komérki B sg populacjg niejednorodng, od prekursordw
do komdérek plazmatycznych. Réznig sie one dxugoscig zycia,
markerami powierzchniowymi, klasami wytwarzanych immunoglo-
bulin /85, 89/. Mechanizm stymulacji komdérek B do wytwarza-

nia przeciwciaz zalezy od natury antygenu.



Antygeny T-zalezne nie mogg pobudzaé komdrek B bezposrednio
i prawdopodobnie aktywacja nastepuje za posSrednictwem makro-
fagéw oraz komdrek T /90/. Proces aktywacji komdrek B przez
antygeny T-niezalezne nie wymaga udziazu komdérek T. Antygeny
takie sg zwigzkami o wysokim stopniu polimeryzacji i znacz-
nej powtarzalno$ci identycznych determinantdéw. Nalezag do
nich antygeny pochodzenia bakteryjnego, jak polisacharydy

i lipopolisacharydy /75/.

Dojrzate komdérki B charakteryzujg sie obecnoscig po-
wierzchniowyeh immunoglobulin /sIg/, receptordéw dla dopez-
niacza /C3b, C3d/, receptoréw FclgG, FclgM /39/, Fclgh /79/

oraz dla wirusa Epstein-Barr’a /10, 71, 83/.

Komérki populacji T biorg udziax w reakcjach immunolo-
gicznych typu komdérkowego, jak odrzucanie przeszczepu,reakcja
nadwrazliwosci typu pdinego, reakcja przeszczep przeciwko
gospodarzowi /GvH/. Peinig one rdwniez role regulatorsw
odpowiedzi immunologicznrnej i wpiywajg na proces rdznicowania
sie limfocytéw B w komdrki wydzielajgce immunoglobuliny.
Komérki potegujgce odpowiedZ humoralng nazwane zostaty komdr-
kami pomocniczymi /helper cells/, a komdérki hamujgce odpowiedZ,
supresorowymi /supressor cells/. Xomdérki T regulacyjne moga
wystepowaé zardéwno w formie komdrek prekursorowych, jak i

efektorowych.

U myszy komdérki T regulacyjne mozna okresladé przy pomocy
markerdw powierzchniowych /18/. W rozwoju tymocytdéw najwczed-
niej pojawiajg sie antygeny typu Thy 1 i TL, péZniej antygeny
Iy1,2,3 /71/.



Antygeny Thy zostaxzy opisane rdéwniez na komdérkach T u ludzi

i pséw /25, 71/. Xomdérki T z antygenem Lyl nalezg do popu-
lacji komdrek pomocniczych, ktdére kontrolujg reakcje nadwraz-
liwosci typu pdZnego i odpowiadajg w mieszanej hodowli limfo-
cytéw. Komérki T z antygenem Ly2,3 nalezg do populacji komd-
rek supresorowych i wykazujg efektorowg aktywnosc cytotoksycz-
ng /71, 83/. Komérki T supresorowe mozna podzielié na specy-
ficzne i niespecyficzne antygenowo. Komdrki niespecyficzne
antygenowo mozna indukowaé przy pomocy mitogendw, PHA i ConA.
Komérki supresorowe hamujg odpowiedZ limfocytdéw cytotoksycz-
nych, uczulonych przez alloantygeny lub mitogeny /13/ oraz

powodujg przediuzenie przezycia przeszczepu nerki /119/.

Komdérki T biora udziat w dwdéch typach reakcji cytotok-
sycznych, reakcji komdrkowej, CMC /cell mediated cytotoxicity/
wyrazane] przez uczulone limfocyty oraz w reakcji zalezne]
od przeciwcia%*, ADCC /antibody dependent cell cytotoxicity/.
Efektorowe komérki cytotoksyczne naciekajgce allogeniczne
przeszczepy nie proliferujg in vitro i nie odpowiadajg na
alloantygeny i mitogeny. Jednoczesnie, cytotoksyczne komdrki
T Sledziony biorcy przeszczepu majg zdolnosé proliferowania

in vitro /7/.

Wydaje sig, ze prekursorami komdrek efektorowych w reak-
cji CMC u ludzi sg komdrki ™. a prekursorami komdrek biorg-
cych w reakcji ADCC sg komdérki TX. Obserwacje te nie zostaiy
potwierdzone w doswiadczeniach na myszach /127/. Istnienie
subpopulacji Tﬁ“ i Ty zwigzane jest z obecnoscig receptordw

FcIgG lub FcIgM. Receptor FclgG wykrywany jest na Swiezo
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izolowanych komdérkach nalezacych do populacji Ty . Receptor
FcIgM mozna wykrywaé tylko na komdérkach hodowanych in vitro
/108/. Obie populacje komdrek, Tw i Ty odpowiadajg podob-
nie na Con A i odmiennie na PEFA. Komérki T nalezg do komé-
rek pomocniczych i wykazujg obecnogé niespecyficznej, kwasdne]
esterazy. Komdrki T y nalezg do komdrek supresorowych /71/

i stanowig okoZo 20% komdérek T w krwi cztowieka. Komdrki T/k

stanowig 75% populacji T w krwi obwodowej /137/.

Z najnowszych badan wynika, Ze receptor FclgG nie mosze
byé¢ uznany za specyficzny dla limfocytéw B lub T. Jest on
strukturg niezalezng od antygendw grasicy czy torebki
Fabrycjusza i wystepuje na wszystkich komdérkach powstajgcych

z komdrki pnia szpiku /95/.

Receptory Fclgh i FcIgM rdéwniez wystepujg na obu typach
limfocytdéw /79/. Obie vopulacje limfocytdw wykazujg réwniez
otecnoéc¢ receptora C3, ktdrego funkcja na komdrkach T nie
jest znana /67/. Komdérki T z receptorem C3 stanowig okoZo
31% populacji limfocytdéw T przewodu piersiowego u dzieci.

W xrwi obwodowej i tkankach limfatycznych jest ich okoZo 2%.
W procesie dojrzewania funkcjonalnego komdérki T traca recep-

tor C3 /129/.

Limfocyty T 1 B, wykazujgc podobierdstwo morfologicznej
budowy bZony komdérkowej /1/ oraz obecnosé receptoréw Fc i C3,
mogg by¢ rdznicowane przy pomocy markerdw najbardziej charak-
terystycznych, tj. powierzchniowych immunoglobulin na komdr-
kach B oraz receptordéw dla obcogatunkowych erytrocytdéw /E/

na komdérkach T /10, 115/.



Dojrzate komdérki T myszy, szczurdéw i ludzi wykazujg ponadto
aktywno$é niespecyficznej kwasnej esterazy, ktdérg mozna wy-

krywaé cytochemicznie /21,43/.

Receptory E dla erytrocytdéw barana wystepujg na prawie
wszystkich dojrzatych komérkach T u ludzi /10/, ale brak ich
u myszy, szczurdw i psoéw. Komdérki T pséw wykazujg natomiast

powinowactwo do erytrocytdédw ludzkich grupy A /11,15,152/.

Wydaje sie, ze istniejg dwie, odmienne funkcjonalnie
subpopulacje T, ktdre rdznig sie stopniem powinowactwa do
erytrocytéw. Populacja o duzym powinowactwie tworzy rozetki
E wczesne /tzw. aktywne/ w temp. 37°C i charakteryzuje sie
niskg odpowiedzig na PHA. Tworzenie rozetek wczesnych jest
wtasciwoscig komdérek mniej dojrzatych immunologicznie /58,113/
oraz limfoblastdéw /12,121/. Populacja o matym powinowactwie
do erytrocytdéw tworzy rozetki E pdine, w temp.4oC, a proces

zalezy od czasu inkubtacji /58/.

Funkcjonalne zrdéznicowanie obwodowych komdérek T obserwo-
wano réwniez w badaniach zdolnosci proliferacyjnych komérek
pod wpiywem mitogendw, PHA i ConA. Komdérki T nalezace do
prekursorow komérek efektorowych odpowiadajg silniej na Con4,
natomiast komdérki amplifikujgce /amplifier cells/ odpowiadajg
w jednakowym stopniu na oba mitogeny /83,136/. Zrdéznicowanie
odpowiedzi na mitogeny wigzane jest ze stopniem dojrzaZosci
immunologicznej komdérek. Swiadczy o tym gestos$é determinans.
téw Thy1, ktdére ulegajg redukcji w procesie dojrzewania komd-
rek T /83/. Komdérki charakteryzujace sie duzg gestodcig anty-
genu Thy silniej odpowiadajg na ConA niz PHA /116, 117, 124/.



W ostatnich latach ustalono istnienie naturalnego
mechanizmu efektorowego skierowanego przeciwko allogenicz-
nym i ksenogenicznym nowotworom, ktdéry opisano u ludzi,
myszy i szczurdw. Poczgtkowo, komdrki odpowiedzialne za
ten mechanizm, ktdre nazwano NK /natural killer cells/,
wyodrebniono jako trzecig populacje limfocytdéw nie-T
i nie-B. Uzycie surowic skierowanych przeciwko limfocytom
T pozwoli*o okreglié przynaleznosé komdrek NK do populacji
T. U myszy komdrki te wykazujg niskg gestosé antygenu Thyl,
co pozwala przypuszczaé, ze nalezg do populacji maizo doj-
rzaiej immunologicznie. Inkutacja limfocytdw z hormonem
grasicy, tymozyng, powoduje obtnizenie zktywnogci komdrek NK.
Naturalnie istniejgce komérki KK nie wykazujg obecnosci slg,
nie przylegajg do powierzchni 1 nie fagocytujg. Majg nato-
miast receptor Fecligl /61,120/. Prawdopocdobnie komérki KK
nie sa populacjg jedrorodng 1 rdinig sie gestoscig prezento-

wanych markerdéw powierzchniowych /107,142/.

Aktywnosé komdrek NK moze byé indukowana przez szereg
czynnikdéw wirusowych, komdrkowych i chemicznych, jak
interferon /146/. Katuralna a2ktywnoédé cytotoksyczna induko-
wana jest rdéwniez w czasie hodowli komérek in vitro, w popu-

lacji, z ktdrej usunieto uorzednio komdérki ¥K /102/.

Altman i Rapp /3/ wykazali rézny rozkiad komdrek NK
w tkankach. Obserwowali oni wysokg aktywnos$é cytotoksycznsg,
skierowang przeciwko komdérkom linii K 562, w krwi obwodowe
i $ledzionie Swinek morskich oraz niskg aktywnos$é w wezzach

chzornych. Podobny rozkzad komdrek NK obserwowano u szczurdw

/106/.



Obok naturalnie cytotoksycznych komdérek NK stwier-
dzono istnienie spontanicznie cytotoksycznych komdrek X
/killer cells/, ktdre biorg udziax w reakcii ADCC w obecnos-
ci naturalnych przeciwciaX. Komdrki K rdéwniez wykazujg
otecnosé receptora FclgG i byé moze nalezg do tej same]
subpopulacji komdrek co komdrki FK. Oba typy komdrek biorg
jednek udziaz w odrebnych mechanizmach cytotoksycznych
/14,61,74/. Najwieksza aktywnodé cytotoksyczng komdrek K
obserwowano w krwi obwodowej i Sledzinie, podobnie jak komd-

rek NK /28/.

Pochodzenlie i sk ¥ ad

komdrkowy chonki

Chiorka jest czescig piynu Srdédmiazszowego, ktdry
odptywa z przestrzeni $rddmigzszowe] drogg naczyi chionnych.
Objetosé i sk*ad chZzonki warurkuje ttona kepilarna, czyli
tzw. bariera xrew - chonka. Z poczgtkowych naczya chZonnych
chXonka piynie do naczyA zbiorczych 1 do przewodu piersiowego,

skgd dostaje sie do krwi /93/.

Ch¥onka zawiera erytrocyty i leukocyty w rdznych propor-
cjach,zaleznie od zmian fizjologicznych lub patologicznych

w obszarze ciata, gdzie jest formowana /91/.

Obecnos$é komdrek kxrwi w chzonce i innych piynach ustro-
jowych, a wiec poza ozyskiem naczyd krwionoénych, obser-
wowano od dawna. Radania nad komdrkami chZonki byiy jednak

ograniczone matg iloscia uzyskiwanego materiazu biologicznego.



Dopiero ovracowanie metody diugotrwaXego zbierania chZonki
w warunkach fizjologicznych /55/, oraz mikrometod dla oceny
funkcjonalnej leukocytdow pozwoli*o podjgé takie badania.
Chzonke dzieli sie¢ na chionke centralng oraz chionke
obwodowg, ktdra nie przeszZa przez tkarke limfatyczng
/ch¥orka przedwezXowa/.
Ch%onka centralna to cnionka przewodu niersiowego, Dprze-
wodu chXonnego otrzewnej oraz chionka wypiywajaca z wezkdw
chZonnych. Komdrki chionki przewodu pilersicwego to w wiek-

szogcl mate limfocyty o niewielkiej a2ktywnodci mitotyczne]

orzz komcrki blastyczre. U cwcy cnionka przewcdu pilersicwego

m

zewliera rowniesz w niewielxi liczbie erytrocyty craz wyjgt-

i pod dziazaniem promienicwania Jonizujacego, liczba erytro-
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nvch uzalezniony Jjest od orszzru cizZa. W chZonce centralne]
nccrodzgeej z jelit, nerex, wgiroby, wmogse wystepowad formy

blastyczne limfocytdiw orzz eozyrnofile, ktsre w stanach pato-

logicznych mogg stanowic¢ nawet 20% populacji komdrkowej /91/.
Chzonka obwodowa /oprzedwezXowa/ zawiera kilkanadcie,

a nawet Kilkadzieslgt razy mniej leukocytdw w mm~ niz chionka

centralna, od ktdérej rdézni sie rdéwniez skradem komdrkowym.

Charakterystyczng cechg chionki przedwezZowe] jest
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wystepowanie makrofagdéw. U cziowieka i owcy stanowig one
do 20% populacji leukocytdéw, a u krdélika nawet 50%.
Liczba erytrocytdéw i granulocytdéw w chionce obwodowej jest

réwniez zréznicowana gatunkowo /56,72,130,132/.

W stanach patologicznych sk*ad komérkowy chXonki
przedwez¥owej ulega zmianie. Podskdérne podanie antygenu
powoduje pojewienie sie neutrofildw, ktdre w 24 godzinie
po podaniu stanowig 70 - 80% populacji leukocytdéw. W tym
czasie zwieksza sie wypiyw chionki oraz stezenie komdrek
wmm /131/. W chXonce przedwezXowej autoprzeszczepu skoéry
w 48 godzin po przeszczepie obserwowano wzrost liczby komd-

rek 1linii monocyt - mekrofag, nawet do 75% /55/.

Pochodzenie komdrek ch*onkli

Zdecyvdowana wiekszog¢ komdrek chXonki centralnej nie

Cd.

ecst tworzona w tkankach limfatycznych, lecz pochodzi 2z
krozenia krwi i stale recyrkuluje miegdzy krwia i chzonksg
/52, 54/.

Limfocyty recyrxulujgce nalezg do kxomdrek diugozyjacych
i stanowig oko%o 90% populacji przewodu piersiowego oraz 70%
populacji krwi /33%,104/. Recyrkulujg zardwno komdérki T jak
i B, a2 kinetyka tego procesu jest rdézna w zaleznosci od typu
komdrki /65/.
G¥ownymi miejscami recyrkulacji sg weziy chzonne /52/,

$¢ledziona /41,103/ i tkanka limfatyczna jelita /57/.



Ryvcina 1. Schemat migracji komdrek z kapilardw krwionosnych

-

do poczatkowych naczyd chZonnych.
I g 3 J N

W tkankach tych limfocyty wedruja z krwi przez $ciang kapi-
laréw krwionosnych do przestrzeni $rddmigzszowej, skad
wybidrczo migrujs do obszardw charakterystycznych dla po-
pulacji T lub B. Zjawisko rozpoznawania przez limfocyty
okredélonych miejsc nazwano homing’iem /93/.

W stanach patologicznych obserwowany jest zwiekszony
napiyw limfocytdw z krwi do wezra stymulowanego antygenem
/60/ oraz do miejsc zapalnych /131/. Komdrki opuszczajace
stymulowany wezeX chZonny to limfoblasty powstaZe w weZle
oraz limfocyty recyrkulujsce, sposrdd ktdryech komdrki T po-
jawiajg sie w chXonce wypZywajece] z wezia wczesniej niz

kxomérki B /45/.
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Podanie dozylnie farmakologicznych dawek kortykosteryddw
powoduje przejdciowg ucieczke limfocytdéw z krgzenia /126/.
Radania wykazaty, ze limfocyty te nalezg do komdérek T puli

recyrkulujgcej i sg odnajdywane w szpiku kostnym /17,37,38/.

Limfocyty opuszczajg fozysko naczyniowe i migrujg do
przestrzeni Srdédmigzszowej wiekszosci, jesli nie wszystkich
tkanek. W tkankach nielimfatycznych najwiecej komdérek migruje
przez wgtrobe i jelito cienkie, najmniej przez mdzg /110/.
Limfocyty z przewodu piersiowego lub krwi podane $rddskdrnie
opucszczajg miejsce podania 1 =g odnajdywane w naczyniach przed-

wezXowych oraz najblizszym weiZle chionnym /29,56,63/.

|

Rycina 2. Schemat recyrkulacji limfocytdw przez tkanki

/wg Rannie /111/



Przez tkanki nielimfatyczne migruje okoxo 10% komdrek
puli recyrkulujgcej /111/. ZILimfocyty obecne poza ozyskiem
naczyniowym obserwowano w skérze /138/, piynie maziowym /47/,
ptynie otrzewnowym i optucnowym, substancji szklistej oka,
siarze /24,82/. Zdecydowana wiekszo$é limfocytdéw z piyndw
ustrojowych nalezy do populacji T. Komdérki te tworzg w 83%
rozetki E typu wczesnego i w 93% rozetki E typu péZnego /w krwi
odpowiednio 13% i 55%/. Wiekszo$é komdrek z pryndw ustrojowych
ma receptor FcIgG /86%, a w krwi 28%/ i tylko 2% komdrek wy-
kazuje obecnosé powierzchniowych immunoglobulin /w krwi 17%/
/82/. Limfocyty obecnee w piynie maziowym charakteryzujg
sie, w odrdznieniu od limfocytdw krwi, wysokg autotransforma-
cjg blastyczng, tworzeniem rozetek E typu wczesnego oraz two-

rzeniem zlepdw z monocytami /47/.

W pidmiennictwie mato jest prac przedstawiajgcych cha-
rakterystyke komdrek chonki przedweztowej. WSrdd limfocytiw,
ktdre stanowig wiekszo$é komdrek chionki przedwezXowej u ludzi
obserwowano zaledwie 2% limfocytdéw z powierzchniowymi immuno-

glotulinami /49/.

Obserwacje tg potwierdzajg badania przeprowadzone na zwierze-

tach /45,89,125/.

Funkcje immunologiczne komdérek migrujgcych przez tkanki

nielimfatyczne sg jeszcze maXo poznane /35/.



Mechanizmy przechodzenia

komdédrek przez $Sciane kapilaridw

Spontaniczny ruch leukocytdéw, podobny do ruchu ameby,
jest procesem aktywnym, energochionnym, zaleznym od udziazu
kurczliwych biazek, aktyny i miozyny. Biatka te tworzg widkien-
ka ulegajgce polimeryzacji do mikrofilamentdéw. Zwigzki blokujg-
ce polimeryzacje wkdkienek, jak cytochalazyna B, hamujg sponta-
niczny ruch komdérki. Drugim elementem odpowiedzialnym za ruch
komérki sg mikrotubule, struktury utworzone ze spolimeryzowa-
nych widkienek biarka tubuliny. Zwigzki blokujgce polimeryza-
cje tych wkdkienek, jak kolchicyna i vinblastyna, nie hamujg
spontanicznego ruchu komdérki, ale powodujg utrate orientacji
w ruchu ukierunkowanym przez czynnik chemotaktyczny. Zardwno
ruch spontaniczny jak i chemotaksja, obserwowane in vitro, sg

wtasciwoscig granulocytdw, monocytdw i limfoblastdéw /147/.

Swiezo izolowane limfocyty krwi nie wykazujg zdolnosci
ruchu. Spontaniczny ruch tych komdérek zwigzany jest z aktywa-
cjg ich bony komdérkowej przez makrofagi, izologiczne limfocy-
ty lub PEA /118/. Limfoblasty wykazujg rdéwniez zdolnosé ruchu
chemotaktycznego, w gradiencie kazeiny lub surowicy indukowa-
nej endotoksyng /100/. Czynnikiem chemotaktycznym dla limfo-
cytéw sg gtownie substancje uwalniane przez uczulone limfocyty
i makrofagi. Inne czynniki chemotaktyczne, typowe dla fagocy-
téw, jak frakcja C5 dopeiniacza, nie majg wpiywu na ruch

limfocytdéw /145/.



7Z obserwacji doswiadczalnych i klinicznych wynika, ze
ruch spontaniczny i chemotaksja nalezg do dwdéch odrgbnych me-

chanizméw ruchu leukocytéw /59/.

Zjawisko przechodzenia komdérek przez Sciany kapilardw
dotyczy wszystkich typdéw komérek krwi, gdyz wszystkie mozna
odnalezé poza tozyskiem naczyniowym, w tkance. Wydaje sie, ze
mechanizm przechodzenia leukocytdw i erytrocytdw przez Sciane
naczynia jest rdézny. Ruch erytrocytdéw jest procesem biernym
i zalezy od zmian hemodynamiczny ch w naczyniu. Stosunek lim-
focytdéw do erytrocytédw w chionce obwodowej ludzi wynosi okoZo
4:1, podczas gdy w krwi jest mniejszy niz 1:3000. Ruch leuko-

cytdéw przez Srddbionek naczyd jest wiec procesem aktywnym /31/.

Mechanizm migracji leukocytdw do tkanek nielimfatycznych
w warunkach fizjologicznych nie jest znany. Wydaje sie, ze w
przypadku granulocytdw 1 monocytdw jest to ruch chemotaktyczny,
wywozany obecnoscig w tkance czynnikdéw zwiekszajgcych przepusz-

czalnos$é Srédbtonka neczyi.

Limfocyty migrujg przez S$rddbzonek naczyh niezaleznie
od stanu jego przepuszczalno$ci, a proces zwigzany jest ze
zdolno$cig limfocytdéw do rozpoznawania specyficznych struktur
na komérkach srdédbtonka. Wspdidziatanie limfocytdéw z komdrkami
g§rédbtonka w procesie migracji moze byé modyfikowane przez
czynniki fizjologiczne lub patologiczne w obrebie tkanki /93/.
Zjawisko migracji leukocytdow do miejsca zapalenia moze byé
zwigzane z miejscowym uwalnianiem enzymu glikozydazy, ktdry
dziatajgc na cukry obecne na powierzchni bZony komdérkowe i

leukocytdéw, prowadzi do zmiany struktury bXony komdrkowej /48/.



MaXo poznany jest rdéwniez mechanizm migracji limfocytdw
do tkanek limfatycznych. W wezXach chXonnych limfocyty opusz-
cza jg krew w zytkach pozakapilarnych warstwy przykorowej, co

zostato udowodnione przez Gowans’a i wsp. /52/.

Zyrki pozakapilarne charakteryzujg sie obecnosScig komdrek
Srédbzonka o specyficznej budowie morfologicznej. Sg to tzw.
komdérki wysokie $rédbxonka i limfocyty migrujsg w ich przestrze-
niach miedzykomérkowych /4,36,94/. ©Poza weztami chXonnymi i
kepkami Peyer’a, komdrki wysokie srdédbXonka wystepujg w tkance
limfatyczne] jelita cienkiego, zlokalizowanej w kosmkach.
Komérki wysokie pojawiajg sie rdwniez w SrdédbZonku miejsc chro-

nicznie zapalnych.

Komdérki wysokie srddbzonka charakteryzujg sie duzg licz-
bg rybosoméw i mitochondr w, maja silnie rozbudowany aparat
Golgi ego oraz zawierajs enzymy, jak kwaéna fosfataza, niespe-
cyficzna esteraza, glukuronidaza., Ich duza aktywnosé metabo-

liczna wigzana jest z mechanizmem migracji limfocytdw /5/.

Pierwszym etapem koniecznym dla zapoczgtkowania diapedezy
komérki jest bezposredni kontakt limfocyta z komdrkami $rdd-
btonka /22,32/. Limfocyty przewodu piersiowego, $ledziony i
wez¥éw chtonnych wykazujs wieksze powinowactwo do komdrek $rdd-
btonka niz limfocyty grasicy i szpiku /134, 149/. Recyrkulujg-
ce komérki T i B majg taks samg zdolnos$é przylegania do komdrek
wysokich /76/. Specyficzny kontakt limfocyta z komdérka wysoks
Srédbzonka zalezy rdéwniez od aktywnosci metabolicznej samego
limfocyta 1 jest procesem energozaleznym /27/, wymagajgcym

udzia¥u cytoplazmatycznych mikrofilamentdw /149/.



Mechanizm %gczenia sie limfocytdéw z komdérkami srdédbionka
zytek pozakapilarnych nie jest znany. Wydaje sig, ze w procesie
tym biorg udziat komplementarne struktury obecne na obu typach
komdrek /42/. Jedne z nich, to wrazliwe na dzia%anie trypsyny
powierzchniowe glikoproteiny obecne na limfocytach /4,44,123/.
Przebadano szereg czynnikdw, jak enzymy, mitogeny, lipopolisa-
charydy bakteryjne, ktére mogg wpiywaé na kontakt limfocytdw
z komdrkami $rdédbXonka i powodowaé zrdznicowanie rozmieszczenia

limfocytéw w poszczegdlnych tkankach /42/.

Strukturg odpowiedzialng za rozpoznawanie komplementar-
nych determinantéw na komdérkach wysokich mogg byé rdwniez mikro-
kosmki limfocytdéw /4,34/. Mechanizm migracji limfocytdéw przez
wezet chtonny wigzany jest takze z obecnoscig IgG na powierzch-

ni komorek srodbXonka zytek pozakapilarnych /139/.

Wg De Sousa i wsp. /133/ limfocyty migrujsg miedzy krwig
a chizonka w gradiencie biatek wigZgcych zelazo. BiaXka te,
laktoferyng, transferyna i ferrytyna produkowane sz przez leuko-
cyty. Receptory dla transferyny obserwowano na limfocytach
krwi u ludzi, a dla ferrytyny na komdérkach.T. Migracja komdrek
w gradiencie biazek wigzgcych zelazo moze mieé szczegdlne zna-
czenie w mechanizmie recyrkulacji limfocytdéw przez $ledzioneg,
gdzie limfocyty krwi, po przejsciu przez zatoke brzezng, prze-
dostajg sie do pochewki okoXotetniczej /PALS/, skgd przez zato-
ke zylng wracajg do krwi /71/.

Rannie i Ford /111/ postulujg istnienie dwdch odrebnych
mechanizméw wybidrczej migracji limfocytdéw, do $ledziony i

tkanek nielimfatycznych /mechanizm oporny na dziakania trypsyny/
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oraz do weztdéw chtonnych i miejsc reakcji komdérkowej /mecha-

nizm wrazliwy na dziatanie trypsyny/.

Immunologiczna funkcja komdrek

migrujgcych Przez tkanki nielim-

fatyczne.

Populacja komdérek migrujgcych przez tkanki jest jeszcze
mato poznana, Nalezg do niej recyrkulujgce limfocyty T oraz
limfocyty B, ktdre sg przede wszystkim diugosyjgcymi komdrkami
pamieci immunologicznej /83/. Wydaje sie, Ze istniejg dwie
subpopulacje recyrkulujgcych limfocytow T, charakteryzujgce
sie rézng drogg migracji. Subpopulacja T 1 wykazuje duze powi-
nowactwo do Sledziony i wzbogacona jest w komdrki pomocnicze,
komérki supresorowe oraz komdrki efektorowe reakcji G v H.
Subpopulacja T2 recyrkuluje gxdéwnie przez wezty chionne i zawie-
ra komorki T pamigci immunologicznej oraz komdérki reagujace

w mieszanej hodowli limfocytdw.

Po stymulacji antygenem obserwowany jest wzmozony napiyw
recyrkulujgcych limfocytdw do tkanki i tylko niewielka czedd

tych komdérek jest specyficzna antygenowo /71/.

Zdecydowang wiekszo$§¢ komdérek migrujgcych przez tkanki
nielimfatyczne do chxonki przedwezzowej stanowig komdrki T
/49,89/. Aktywnosdé efektorowa tych komdérek, mierzona w tedcie
skérnym NLT /normal lymphocytetransfer/ jest zdecydowanie niz-
sza niz aktywnos¢ komdérek chtonki wypiywajgcej z wezta i komdrek

kiwi /125/. W pordwnaniu z krwig obwodowsg, niski poziom cyto-



toksycznosci komdérkowej mierzonej w tescie ADCC obserwowano
rdwniez w chionce przedweziowe] wegzia podkolanowego i chionce

przewodu piersiowego /64/.

Ch¥onka przedweziowa u ludzi zawiera okoXo 66% limfocytow
z antygenem Ia/w krwi 32%/. U myszy limfocyty T z antygenem Ia,
ktdére wigzg na swojej powierzchni antygen i pobudzajg inne ko-
mérki do odpowiedzi efektorowej nazywane sg inicjatorowymi.
yé moze komdérki chronki przedweziowej rdéwniez peinig funkcje
inicjatorowg w odpowiedzi komdrkowej i wspdxdziaXajg z innymi

komdérkami odpornosciowymi /49 82/.

W populacji komdrek naciekajacych allogeniczny przeszczep
ggbki Ascher i wsp. /7/ obserwowali neutrofile, makrofagi i
limfocyty. Komdrki te wykazywazry silng aktywnosé cytoksyczng
w pordwnaniu z komdrkami $ledziony biorcy przeszczepu oraz
byzy wzbogacone w antygenowo specyficznelniespecyficzne komdrki
supresorowe. Istnieje przypuszczenie, Ze komdrki supresorowe
i cytotoksyczne majg zdolnoéé migrowania z narzaddéw limfatycz-
nych do miejsc zapalnych, gdzie pozostajg do momentu wyelimi-
nowania czynnika stymulujgcego reakcje odpornosfciowg. Komdrki

pomocnicze nalezg natomiast do populacji niemigrujgcej /7/.

Utrzymanie stanu immunologicznej homeostazy wymaga
wspdtdzia*ania mechanizméw efektorowych reakcji odpornosciowe
z mechanizmami pomocniczymi i supresorowymi, za posrednictwem

kooperacji komdrkowej.

W mechanizmie supresorowym mozna wyrdznié trzy odrebne
systemy: zwigzany z komdérkami T /indukowany przez Con4d/,

zwigzany z komdrkami majgcymi zdolno$é przylegania do vpowierzch-



ni /limfocyty B i monocyty/ oraz zwigzany z udziaXem prosta-
glandyn. Aktywacja tych systemdéw nie wymaga proliferacji
komérek /112/.

Prostaglandyny produkowane przez wszystkie tkanki oraz
limfocyty, monocyty i ptytki krwi, biorg udzia* w rdéznych pro-
cesach immunologicznych. Zablokowanie syntezy prostaglandyn
prowadzi do wzmocnienia reakcji odpornosciowych, co obserwowano

w réznych uktadach doswiadczalnych /51/.

Waznym mechanizmem homeostazy immunologicznej jest opisa-
na w ostatnich latach cytotoksycznosé naturalnie istniejgcych
komdérek NK i K. Komdérki te wystepujg gidwnie w krwi obwodowe]
i dledzionie, a ich aktywnosé w weztach chZonnych, migdatkach
i grasicy jJjest niewielka /3,28,106/. Mozna przypuszczaé, ze
komérki NK i K nalezg do puli recyrkulujacej przez $ledzione
i tkanki nielimfatyczre. Komdérki wysieku otrzewnowego wykazujg
nickg aktywnodé komdrek K w pordwnaniu z komdrkami $ledziony
/3/. Aktywnosé ta roénie po dootrzewnowym podaniu szczepionki
BCG /148/. Cytotoksycznoéé naturalnie istniejgcych komdrek
NK i X w krwi réwniez wzrasta po jednorazowym, $rddskdSrnym

podaniu szczepionki BCG /140/.

Rola przedwezzowych naczyi

chtonnych w Dprocesie r02z2WwWOJju

reakcji odpornosciowych.

Przedweziowe naczynia chionne, droga odpiywu czgstek

otcych antygenowo, komdérek odpornosciowych i szczatkdw komdr-



kowych z tkanki do regionalnego wezia chionnego, odgrywajg
kluczowg role w powstawaniu odpowiedzi immunologicznej typu:
zapalenie, reakcja Arthusa, nadwrazliwos$é typu pdzZnego, odrzu=~

canie przeszczepu.

Wg teorii Medawar’a o obwodowym powstawaniu uczulenia,
komdérki migrujgce do tkanki nieunaczynionego przeszczepu i
rozpoznajgce antygeny tkankowe, opuszczajg przeszczep i drogg
przedwezXowych naczyid chionnych trafiajg do najblizszego wezZa
chXonnego. Powstaze w weZle komdérki efektorowe wracajg drogg
centralnych naczyA chizonnych i krwi do tkanki przeszczepu

/8,91/.

Wage chXonnego *ozyska naczyniowego w powstawaniu uczu-
lenia potwierdzajg liczne badania tzw. miejsc immunologicznie
uprzywilejowanych, pozbawionych unaczynienia chZonnego.
Miejesca takie dzuzej utrzymuja allogeniczne przeszczepy skiry
/2,109,141/, co moze byé spowodowane wytworzeniem u biorcy

przeciwcia wzmacniajgcych /enhancing antibody/ /86/.

Przedwezzowe naczynia chionne mogg rdéwniez stanowidé
naturalng droge dla komdrek nowotworowych, uwolnionych z
tkanki nowotworowe]j, ktdére vo dotarciu do regionalnego
wezXa chXonnego zostajg rozpoznane /50/. Juillard i wsp.
/68,69/ obserwowali redukcje tkanki nowotworowej u psdw
w wyniku podania napromieniowanych komdérek nowotworowych
bezpodrednio do naczyd przedwezZowych koriczyn. Mechanizm
prowadzgcy do ograniczenia masy nowotworu nie jest znany.
Wydaje sie, ze podanie antygenu bezposrednio do ukzadu
naczyA przedwezZowych moze wywozadé efekt adjuwantowy, vpodobny

do dziaxania szczepionki ECG.



3. MATERIAL I METODY

A, Grupy doswiadczalne

Badania wykonano w 3 grupach:

I. psy zdrowe,

II. psy z ostrym zastojem chionnym w koriczynie tylnej,
III. psy z przewlekiym zastojem chionnym w koriczynie tylnej.

Populacje komdérkowe chtonki przedwezXowej pordwnywano
réwnoczesnie we wszystkich przypadkach z populacjami wyodreb-

nionymi z obwodowe] krwi zylnej tego samego psa.

B. Otrzymywanie chzonrki

Ch¥onke przedwezXowg psdw grupy I i II uzyskiwano drogsg
drenazu naczyn chionnych, towarzyszgcych zyle odstopowej kor-
czyny tylnej, metods opisang przez Engeset’a i wsp. /30/.

Do naczynia chionnego wprowadzano kaniule polietylenowg typu

PE 60 /Intramedic/ o $rednicy 0,3 mm. Na 3 dni przed i w dniu
kaniulacji psom podawano podskdérnie 1200000 j. Debecyliny
/Polfa//15 kg. Psy znieczulano wprowadzajgc dozylnie pentobar-
bitural /Nembutal, Polfa/ w ilosSci 25 mg/kg i intubowano stosu-~
jac rurki dotchawicze. W czasie drenazu chionnego osom podawano
podskérnie heparyne /Polfa/, wstrzykujgc jednorazowo w skdre
grzbietu 500 j./15 kg. Podawano rdéwniez Pyralginum /Polfa/,
wstrzykujgc co 6 godz. podskdérnie 2 ml 10% roztworu.

Chzonke przedweztowg pséw grupy III uzyskiwano przez naktucie

ig¥g skéry w miejscu zastoju chtonnego.



C. Wytwarzanie ostrego i przewlekiego zastoju chionnego.

Technika wytwarzania zastoju ch*onnego, opisana przez
Olszewskiego i wsp. /98/ polegata na wycigeciu w gérnym odcin
ku uda okreznego pasa skéry i tkanki podskdrne] szerokosci
1 cm, przecieciu powiezi miesniowych, wycieciu kilkucentyme-
trowego odcinka udowych naczyn chionnych oraz cazej tkanki
Ygcznej, ktdéra otacza udowy peczek naczyniowo - nerwowy.
Brzegi skéry przyszywano do miesni, pozostawiajgc okrezng
rane szerokosci 1 cm. W 3-5 dniu po zabiegu, w oklicy rany
powstawaz obrzek zapalny oraz zastdj chionny w obwodowe]
czesci kordczyny. Badania w grupie II przeprowadzono w 5 dniu
po zabiegu, a w grupie III w 5-8 lat po wytworzeniu zastoju

chfonnego.

D. Schemat badand komdrkowych.

W doswiadczeniach oceniano nastepujgce parametry:

1.2ywotnodéd

2.Leuvkocytoza

3.Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna komdrek,
oceniana w populacji peinej, w populacji komdrek nieprzy-
legajgcych, w populacji komdérek przylegajgcych do powierz-
chni plastikowych,

4 .Charakterystyka receptordédw powierzchniowych E,Fc i C3 na
komdérkach jednojgdrzastych, oceniana w populacji peixnej,
w populacji komdrek nieprzylegajgcych, w populacji komdrek
przylegajgcych do powierzchni plastikowych.

5. Immunoglobuliny powierzchniowe klasy Igk, badane na komdr-

kach peznej populacji.



6.Transformacja blastyczna komdrek peinej populacji pod
wptywem PHA i ConA,

7.Aktywnosé cytotoksyczna naturalnie istniejgcych komdérek K,
badana w peinej populacji komdrek.

8.Aktywnosé cytotoksyczna naturalnie istniejgcych komdrek

NK, badana w peznej populacji komdrek.
W grupie III wykonano badania dodatkowe, w ktdrych oceniono:

1.Poziom spontanicznego wtudowywania 3H-tymidyny, badany w
hodowli trwajgcej 2 gocdz. i 48 godz., celem sprawdzenia,
czy wycoki poziom autotransformacji ma miejsce juz in vivo,
czy tez pojewia sie dopiero w hodowli,

2.9pXyw Penicyliny /Polfa/ podanej in vivo, w 5 dawkach po
600000 j. na poziom autotransformacji limfocytdw, dla
wyigczenia ewentualnego wpiywu zakazenia w tkance i naczy-

niach przedwezzowych,

Wszystkie doswiadczenia wykxonano w grupach liczacyvech co
.CY

najmniej trzy psy.

E. Stosowane metody badar’ komdrkowvch.

1

a/Myodrebnianie leukocytdw =z
k r wi. Xrew pobierano strzykawksa z zyty udowej i przeno=-
szono do probdwki zawierajgcej 20 j. hepyryny /ml pobierane}
krwi, Uszywano heparyne /Sigma/ niezawierajscg $rodkdéw konser-
wujgcych. W badaniach transformacji blastycznej komdérek krew
odwidkniano mechanicznie, przy pomocy drewnianych patyczkiw.
Pobrang krew rozciedczano w stosunku 1:3 w 0,9% roztworze NaCl,

nak*adano na gradient Lymphoprep /Nyegaard/ o gestosei 1,077

g/cm3 i wircwano przy 2000 obr. przez 30 min. w temp. pokojowej.



Komdrki obecne na granicy faz zbierano i pzukano trzykrotnie

ptynem Hanks’a /62/.

B/ Uzyskiwanie leukocytodow z
ch*onki przedwezXowej Ppsdw
z drowych, Po zakaniulowaniu naczynia przedwezXowego,
ch¥onke zbierano do plastikowych strzykawek, ktdre zawieray
20 j. heparyny/ml zbieranej chfonki, Stosowano heparyneg o
stezeniu 200j./0,2 ml ptynu Eagle-MEM uzupeinionego antybio-
tykami /100 j.Penicyliny i 100 ug Streptomycyny w 1 ml/.
Chzonke zbierano w sposdéb ciagry przez 24 godz., Co 3 godz.
strzykawki zmienieno, a prdbki chZorki przechowywano w temp.
4 °c. Nastepnie chionke nawarstwiano na gradient Lymphoprep
i wirowano przy 2000 obr. przez 20 min., w temp. pokojowej.

Komdrki zebrane z granicy fez pXukano trzykrotnie piynem

Eanks’a.

c/ Uzyskiwanie leukocytdw z
chzonki przedwezowej Ppsodw z
o strym Zastojen ¢ch*¥onnym. Postepowano

wg. schematu przedstawionego w punkcie b rozdziazu Metody.

d/ Uzyski anie leukocytdw =z
chxonk:i przedwezxowe] Psow 2
przewlek2ym =zasto]jen ch%onnym,
Ch¥onke uzyskang przez nakiucie igxg skdry w miejscu zastoju
chZonnego zbierano do probdwek zawierajgeych 20 j.heparyny/ml
zbieranej chXonki /heparyne przygotowywano jak w punkcie b
rozdziatu Metody/. Komdérki chZonki wyodrebniano wg. schematu

podanego w punkcie b rozdziaxu Metody.
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e/ 2ywotnodé i rdéznicowanie
morfologiczno=-cytochemiczne
k om S r e k. Zywotnodé komérek oceniano przy pomocy 0,25%
bzekitu trypanu, obliczajgc procentowg zawartos$é zywych,
niewybarwionych komdérek. Réznicowanie komdérek przeprowadzano
metodg oceny rozmazdéw komdérkowych, wybarwionych wg. May-Grun-
wald-Giemsa i metodg na obecnos$é niespecyficznej esterazy
/150/. Rozmazy komdrkowe wykonano przy uzyciu cytowirdwki
/MEDIPAN/. W przypadku komdérek przylegajacych rozmazy utrwa-
lano i barwiono bezpodérednio na piytce /ILinbro/. W praparatach
barwionych na obecnosé niespecyficzne] esterazy oceniano

tylko komérki jednojzdrzaste.

f/Rozdzia peinych DpDopulacji
komdrek na populacje nieprzyle-
gajsagce d o powierzchni plastiko-
W y ¢ h. Komérki uzyskane metods wirowania na gradiencie
Lymphoprep /patrz punkt a i b rozdzia*u Metody/ zawieszano
w ptynie RPMI-1640/GIECO/ z dodatkiem L glutaminy i HEPES,
uzupeinionym 20% piodowe] surowicy cielecej, pozbawione]
dopetniacza, Zawiesine o stezeniu 10°komérek/ml rozlewano DO
0,2 ml do ptaskodennych wgkebieA prytki /ILinbro/ o érednicy
5 mm. PXytke umieszczano na 2 godz. w temp. 37 °c. Po tym
okresie czasu zawiesiny komérkowe delikatnie wybierano i prze-
noszono do odpowiedniej probdwki. Do tej samej protdwki prze-
noszono takze komdérki odzyskane przez delikatne, dwukrotne
piukanie wgtebied pxytki piynem Hanks’a. Komdrki odzyskane

w ten sposdéb nazywano nieprzylegajgcymi. Komdrki, ktdre nie
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ulegty odpzukaniu nazywano przylegajgcymi i pozostawiano je

w piytce.

g/ Test tworzenia spontanicz-
nych rozetek E. Do doswiadczen uzywano erytrocytdw
ludzkich grupy A. Krew pobierang od statego dawcy mieszano
w stosunku 1:1 z piynem Alsewer’a., Erytrocyty trzykrotnie
ptukano buforem barbituranowym i przygotowywano z nich zawie-
sine 1% w pXynie Hanks’a /15/. Komdérki populacji peinej i
komérki nieprzylegajgce przygotowywano w stezeniu 1O6kom6rek/ml
p¥ynu Fanks’a. Zawiesiny te rozlewano do probdwek serologicz-
nych po 0,1 ml i mieszano z 0,1 ml 1% zawiesiny erytrocytdw,

W celu okredlenia procentu komdrek tworzagcych spontaniczne
rozetki E typu aktywnego, probdwki z mieszaninami badanych
komdrek z erytrocytami trzymano w temp. 37 ¢ przez 1 godz.,

a nastepnie wirowano przy 600 obr. przez 2 min, Rdéwnolegle,

w celu okreslenia catkowitego procentu komdrek tworzagcych
rozetki E, probdwki zawierajece mieszanine badanych komdrek

z erytrocytami umieszczano na 10 min., w temp. 37 OC, a naste-
pnie wirowano przy 600 obr. przez 2 min. i umieszczano w temp.
4 °C na 1 godz. /122/. Po tym okresie czasu zawartosdé probdwek
delikatnie mieszano i robiono rozmazy. W tym celu 2 krople
ocenianej zawiesiny mieszano delikatnie z 1 kroplg 0,9%
roztworu NaCl na szkietku podstawowym, natychmiast suszono,
utrwalano w etanolu i barwiono metodg May-Grunwald-Giemsa.

W kazdym preparacie liczono 200 komdérek jednojadrzastych i
przyjmowano za rozetke komdrke otoczong co najmniej trzema

erytrocytami /46 /. W celu okredlenia catkowitego procentu



komdérek tworzgcych rozetki E w populacji komdérek przylegajg-
cych do powierzchni test tworzenia rozetek wykonywano we
wgebieniach pXytki /Linbro/. Komdrki przylegajgce uzyskane
metodg opisang w punkcie f rozdziaitu Metody zalewano 0,1 ml
piynu Eanks'’a, a p*ytke umieszczano na 15 min. w loddwce w
temp. 4 °c. Po tym okresie czasu do wgXebieA pizytki z komdrkami
przylegajgcymi nalewano po 0,1 ml 1% zawiesiny erytrocytéw,
oziebionej rdéwniez do temp. 4 °c. Mieszaniny inkubowano w

temp. 4 ¢ przez 1 godz., a nastepnie erytrocyty delikatnie
odciggano, wgiebienia pitytki piukano delikatnie pZynem Eanks’a,
Komérki utrwalano bezposrednio na piytce i barwiono. Preparaty
oceniano wg. schematu podanego wyzej dla komdrek nieprzy-

legajgcych.

h/ Test tworzenia 7rTozetek EAIi EAC.
Przygotowanie cptaszczonych erytrocytdéw tarana /101/. Fry-
trocyty barana przetrzymywane w piynie Alsewer’a piukano
trzykrotnie buforem tarbituranowym i sporzgdzano z nich 5%
zawiesine w piynie Eanks'’a. Jako Zrddia przeciwciakt optasz-
czajgcych uzywano IgG krélika /Cordis, 13 mg biatka/ml/ i
IgG krélika /Cordis, 0,04 mg biarka/ml/ skierowanych przeciw-
ko erytrocytom barana. Jako Zrdédia dopeiniacza uzywano surowicy
myszy AKR z defektem frakcji C5 dopezniacza. W celu opZaszcze-
nia erytrocytdéw barana przeciwciazem, 1 ml 5% zawiesiny
mieszano z 1 ml IgG w rozciedczeniu subaglutynacyjnym /1:1000/
w 0,9% roztworze NaCl, Analogicznie, 1ml 5% zawiesiny erytro-
cytéw mieszano z 1 ml IgM, w rozcierczeniu 1:100 w 0,9%

roztworze NaCl, Mieszaniny te umieszczano na 30 min., w



w temp. 37 OC, a nastepnie erytrocyty piukano pzynem

Hanks’a. Do erytrocytdéw barana opzaszczonych IgM: zawieszo-
nych w 1 ml pxynu Eanks’a dodawano 1 ml surowicy myszy AKR,
swiezo przygotowanej w rozciedczeniu 1:10 w 0,9% roztworze
NaCl., Mieszanine umiszczano na 20 min. w temp. 37 °c, a naste-
pnie erytrocyty pZukano pzynem Eanks’a. Obie zawiesiny opzasz-
czonych IgG/EA/ i IgM/EAC/ erytrocytdw barana doprowadzano

do stezenia 0,5% w piynie Hanks’a.

W przypadku komérek peznej populacji i komdrek nieprzy-
legajgcych test tworzenia rozetek wykonywano w probdwkach,
w ktérych mieszano 0,1 ml zawiesiny 10° komdrek badanych/ml
z 0,1 ml 0,5% zawiesiny opZaszczonych erytrocytdw barana EA
i analogicznie EAC, Mieszaniny te wirowano przy 600 obr.
przez 2 min, 1 umieszczano na 30 min. w temp. 37 °C. Nastep-
nie mieszeaniny delikatnie mieszano 1 wykonywano rozmazy wg.
schematu podanego w punkcie g rczdziatu Metody. Test tworze-
nia rozetek EA i EAC przez komdrki przylegajace wykonywano
na ptytce /Linbro/, gdzie komdérki przylegajgce we wgiebieniach
pxytki zalewano 0,1 ml piynu Hanks’a, a piytke umieszczano
na 15 min, w temp. 4 °c. Nastepnie do wgZebied nalewano 0,1
ml 0,5% zawiesiny opzaszczonych erytrocytdw, oziebionych do
temp. 4°c i ptytke umieszczano na 1 godz., w loddwce, w temp.
4 °c. Ocene rozetek przeprowadzano wg. schematu podanego w

punkcie g rozdziazu Metody.

i/0Odczyn dimmunofluorescenc i
bezposdrednie]j d1leae oceny immun o-
globulin powierzchniowych klasy

IgG.



Komérki uzyskane metodg wirowania na gradiencie Lymphoprep
zawleszano w piynie RPMI-1640 z L glutaming i HEPES, uzupek-
nionym 20% pZodowej surowicy cielecej pozbawionej dopeiniacza,
W celu usunigcia komdrek fagocytujgcych, zawiesiny o stezeniu
5x10~ komdrek/ml mieszano z 50 mg zelaza/Koch-Light/ i trzy-
mano przez 1 godz. w temp. 37 OC, stale mieszajgc. Nastepnie
opizki zelazne odciggano magnesem, a komdrki pzukano pXynem
Eagle’a z dodatkiem 0,1% azydku sodu i 25 mM HEPES. PodZoze
hodowlane o podanym sk%adzie byZo uzywane we wszystkich dal-
szych etapach odczynu. W celu usuniecia z powierzchni komdrek
przeciwciaz opiaszczajgcych, nie zwigzanych z biong komdrkows
/2/, zawiesiny o stezeniu 3x106 komdrek/ml umieszczano na

30 min. w temp., 37 °C. Nestepnie komdrki p*ukano i po dopro-
wadzeniu do poprzedniego stezenia rozlewano po 0,2 ml do
probdwek serologicznych. Protdwki te wirowano przez 5 min.
przy 2000 obr., a nadsgcz usuwano. Osad komdérkowy mieszano

z 0,2 ml krdliczej IgG, skierowanej przeciwko IgG psa, skoniu-
gowanej z izotiocjanianem fiuoresceiny /Microbiological Assoc.,
10 mg biazka/ml/ i rozciedczonej 1:4 w pod*ozu hodowlanym.
Mieszanine umieszczano na 30 min., w temp. 37 OC, a nastepnie
komdrki pXukano dwukrotnie w podzozu hodowlanym /15/. Po
odwirowaniu nadsgcz usuwano, a osad komérkowy zawieszano w

20 ul pod*oza hodowlanego, nakraplano na szkiezko podstawowe
/Menzel-Gléser/ i przykrywano szkxiefkiem nakrywkowym. ZPreparaty
oglgdano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Zeiss, wypo-
sazonego w lampe HBO 200. W kazdym preparacie liczono 200
komdérek jednojgdrzastych. Za wynik dodatni odczynu uznawano

komdrki, ktdére wykazywaity intensywnie zielong fluorescencje,



zlokalizowang na obwodzie komdrki w formie peinego pierscienia,

j/Test transformaciji blasty-
c zne j. Komébrki uzyskane metodg wirowania na gradiencie
Lymphoprep pfukano piynem RPMI-1640 z L glutaming i EEPES,
uzupeznionym antybiotykami i sporzgdzano zawiesine o steze-
niu 3x106 komérek/ml., Do hodwli uzywano pXynu RPMI-1640 z
L glutaming, bez EEPES, uzupeinionego antybiotykami i 20%
pzodowej surowicy cielecej, pozbawione] dopeiniacza, Zawiesi=-
ne komérek w piynie hodowlanym rozlewano po 100 ul do pzasko=-
dennej p¥ytki hodowlanej /Linbro/. Eodowle kontrolne uzupez-
niano 100 ul podzoza hodowleanego, a do hodowli z mitogenami
dodawano 100 ul podXoza zawierajgcego 2 ul PHA /Wellcome/
lub 1 ug ConA/Sigma/. Fodowle prowadzono przez 72 godz. w
temp., 37 oC, w atmosferze 5% CO, w powietrzu. Na 18 godz. przed
koricem hodowli dodawano 0,4 uCi methyl-"H tymidyny /Amersham,

5CimmM/ w 20 ul 0,9% roztworu NaCl,

Eodowle koAczono przez reczne odciggniecie pzynu hodo-
wlanego znad osadu komdrkowego i dodanie 2 kropli saponiny,
rozciedczonej 1:2000 w wodzie destylowanej. 2o dok*adnym roz-
mieszaniu osad przenoszono na krgzki bibuzy Whatman nr 1,

o $rednicy 20 mm. Krgzki suszono nastepnie w podczerwieni i
zalewano 10% roztworem kwasu trojchlorooctowego o temp.4 OC.
Krgzki trzymano w kwasie przez 10 min. w temp. 4 °C oraz w
temp. pokojowe] przez 10 min, Nastepnie krgzki ponownie suszo-
no w podczerwieni i przemywana-kolejno 96% etanolem, 100%
etanolem 1 eterem. Suche krazki umieszczano w naczankach

/Packard/ zawierajacych 5 ml pZynu scyntylacyjnego o nastepujacym
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sktradzie: 1 1 toluenu cz.d.a., 3 g PPO /2,5~ dwufenylooksazol/
i 100 mg POPOP /1,4-dwu-//2-/5-fenylooksazolyl//-bezen/.
Radioaktywnos$¢é krazkdéw mierzono w liczniku scyntylacyjnym

typu P /Beckmann/.

k/ Naturalna cytotoksycznogé
k omdérek . K. Przygotowanie komdrek docelowych. Uzywano
erytrocytéw kury, ktdére uzyskiwano z krwi pobieranej na hepa-
ryne /10 j.heparyny/ml krwi/. Erytrocyty pitukano trzykrotnie
piynem Eagle’a z dodatkiem 25 mM HEPES i 2.5% surowicy ciele-
cej ptodowe]j, pozbawionej dopeiniacza. Do znakowania uzywano
pXynu hodowlanego bez EEPES i mieszano 1.9 ml podzoza z 0.1
ml zawiesiny erytrocytdw /2x107/ oraz 100 uCi Naz’1CrO4.
Mieszanine umieszczano na 1 godz. w temp.S?oC, a nastepnie
erytrocyty pizukano dwukrotnie ptynem Fagle'’a z dodatkiem 5%
ptodowe] surowicy cielecej, pozbawionej dopeiniacza. Test wy-
konywano przy uzyciu podZoza hodowlanego skzadajgcego sie z
ptynu RPMI-1640 z L gluta ming i 5% pXodowej surowicy cielecej,
pozbawionej dopeiniacza. Do wgiebien pzaskodennej pkytki
/Linbro/ nalewano po 100 ul zawiesiny komdrek efektorowych,
przygotowanych w stezenia ch zapewniajgcych stosunek 4:1,2:1,
1:1,1:2 1 1:4 komdrek efektorowych do komdérek docelowych.
Nastepnie dodawano 100 ul zawiesiny 10C komérek docelowych/ml
podfoza hodowlanego i na koxdcu 100 ul surowicy krdliczej skie-
rowanej przeciwko erytrocytom kury, przygotowanej w rozcien-
czeniu 1v © w podiozu hodowlanym.

Miarg spontanicznego uwolnienia 51Cr byty prdby, w ktd-
rych surowicg skierowang przeciwko erytrocytom zastgpiono su-

rowicg zdrowego krdélika, uzywang w rozciedczeniu 10-4.
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Drugim uk*adem kontrolnym byty prdéby zawierajagce 105
komérek docelowych, 10~ niewyznakowanych erytrocytdéw kury
oraz surowice kréliczg skierowang przeciwko erytrocytom /105/.
Prytke z prdébami trzymano przez 18 godz.w temp.37°C i atmosfe-
rze 5% 002 w powietrzu. Nastepnie pxytke wirowano przy 2000 obr.
przez 5 min., i1 2z kazdego wgtebienia wybierano 100 ul nadsgczu,
ktdry przenoszono do odpowiedniej probdéwki. Radioaktywnosé
préb mierzono jak w punkcie 1 rozdziaru Metody. Miarg natural-
nej cytotoksycznosci komérek bty*a ilosé¢ impulsdédw pochodzgcych
z uwolnionego z erytrocytdw Na251CrO4, obliczana w oparciu
0 wzor:

% uwolnionego

gdzie:

A

nadsgacz zebrany po odwirowaniu préby doswiadczalnej

B - nadsgcz zebrany po odwirowaniu préby zawierajgce]
51Cr uwolniony pod wpiywem komorek efektorowych i
surowicy zdrowego krélika

C - wyznakowanie préby zawierajgcej 10 komdrek docelo-
wych

D - nadsgcz zebra ny po odwircowaniu prdéby kontrolne],

zawierajgce] 51Cr uwolniony z erytrocytdéw bez

udziatu komdrek docelowych, pod wpiywem surowicy

skierowanej przeciwko erytrocytom

i/ Naturalna cytotoksycznod}é
komdrek N K. Przygotowanie komdérek docelowych. Uzywa-
no komérek ludzkiej 1linii nowotworowej K 562 /Karolinska Insti-

tutet/ rosngecych w pod¥ozu hodowlanym w postaci zawiesiny,



w ciggrej hodowli in vitro. Do hodowli komdrek K 562 uzywano
pzynu RPMI-1640 z L glutaming, uzupeinionego Gentamycyng

/Sigma/ w stezeniu 10 ug/ml i 10% pXodowej surowicy cielecej,
pozbawionej dopeiniacza. Komdrki K 562 w stezeniu 3x106
komdrek/ml podXoza hodowlanego znakowano przy uzyciu 100 uCi

Na 51Cro4 JOPiDJ, Swierk/ przez 90 min., w temp.37°C, kilka-

2
krotnie mieszajgc. Nastepnie komdérki piukano trzykrotnie piy-
nem RPMI-1640 z L glutaminq i EEPES. Do testu uzywano zawiesi-
ny o stezeniu 1O5 komdrek K 562/ml pod*oza hodowlanego. Test
wykonywano w okrggrodennych piytkach /Linbro/. Do wgtebien
pxytki nalewano po 100 ul zawiesiny badanych komérek efektoro-
wych i 100 ul wyznekowanych komdrek K 562. Komérki efektorowe

przygotowywano w stezeniach zapewniajgcych stosunek 40:1,20:1,

10:1 1 5:1 komdérek efektorowych do komérek docelowych.

Miarg spontanicznego uwolnienia 51Cr byty préby zawiera-
jgce komdérki docelowe i podXoze hodowlane, bez obecnosci komé-
rek efektorowych. Miarg maksymalnego uwolnienia 51Cr byty pré-
by zewierajgce komdrki docelowe i 100 ul 2% roztworu Triton x
100.

Pxytke z prdbami umieszczano na 18 godz. w temp.37OC i
atmosferze 5% CO, w powietrzu. Po tym okresie czasu ptytke
wirowano przy 2000 obr. przez 5 min. i z kazdego wgkebienia
pzytki wybierano 100 ul nadesgczu, ktdry przenoszono do odpo-
wiedniej probdwki /53/. Radioaktywnodé prdéb mierzono w licz-
niku typu ¥ /Beckmann 4000/..

Miarg naturalnej cytotoksycznosci xomdérek byta ilo$é
impulsdéw pochodzgcych z uwolnionego z komdrek K 562 Na2510r0.

obliczana w oparciu o wzdr:



% uwolnionego

gdzie:

A = nadsgcz zebrany po odwirowaniu préby doswiadczalne]

B = nadsgcz zebrany po odwirowaniu prdby zawierajgcej
51Cr uwolniony spontanicznie

C = nadsgcz zebrany po odwirowaniu prdéby zawierajgce]

51Cr uwolniony pod wptywem Triton x 100,

F. Metody statystyczne. Uzyskane wyniki
interpretowano w postaci wartosci bezwzglednych /X/. Z wynikdw
kolejnych pomiardw w grupach wyliczano $rednie /x/, odchylenie
standardowe /SD/ i standardowe bXedy srednich /SE/.

Przy ocenie istotnosci réznic miedzy wynikami pomiardw w jed-
nej grupie /rdéznice miedzy komdrkemi chZonki i komdérkami krwi
tego samego psa/ zastosowano test t-Studenta dla par pomiariw,
przyjmujgc drugi poziom istotnoseci p = 0,1.

Przy ocenie istotnosci rdéznic miedzy wynikami pomiardw uzyska-
nymi w réznych grupa ch doswiadczalnych, pordwnywano $rednie
miedzy sobg, postugujac sie metodg analizy wariancji i testem
t-Studenta dla rdéwnych ludb réznych wariancji, przyjmujgc

poziom istotnosci p = 0,05 /36/.
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Zywotnodé kXomdrek.,

Zywotno$é komdrek uzyskiwanych z chionki przedwezXowe]
i krwi obwodowej wahata sie w granicach 90-98%, we wszystkich
grupach doswia dczalnych,

Immunoglobuliny vpowierzchniowe klasy IgG.

W pexnej populacji komdérek chXonki przedwezXowej stwierdzono
zaledwie 1-2% komdérek z immunoglobulinami powierzchniowymi
klasy IgG. Zjawisko to obserwowano we wszystkich badanych

grupach doswiadczalnych.

Grupa I. ChXonka przedwezXowa psdéw zdrowych.

Przecietna liczba leukocytdéw w chonce przedwezZzowej wynosita
0,23 x 10 komdrek w mm , zas$ w krwi 12.88 x 107 komérek w mm

/Tabela 1/, Réznica ta byta statystycznie znamienna /p<0,001/.

Chionka przedwezXowa pséw zdrowych zawieraka przecietnie
39,75% limfocytdéw, podczas gdy krew obwodowa 43%,18% /Tavela 2/.
Przecietna liczba monocytdéw w chionce wynosiza 27,12%, za$d
gra nulocytow 33,12%., W krwi obwodowej byXo odpowiednio 13,68%
i 42,5%. Liczba jednojgdrzastych komdérek esterazo-pozytywnych
wynosiza w chzonce 20,36%, zas$ w krwi 7,6%.

Réznica w zawartosci monocytdw i komdérek esterazo-pozytywnych
miedzy chionkg a krwig byta statystycznie znamienna /odpowied-
nio p<« 0,001 i p< 0,1/,

Procent limfocytdw i granulocytdéw byt podobny w chionce i w

krwi,
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Populacja komdérek nieprzylegajgcych chtonki skzadaza sig
przecietnie w 50,4% z limfocytéw /w krwi 52,4%/, w 27,8% z mono-
cytéw /w krwi 3,2%,/ w 21,8% z granulocytéw /w krwi 44,4%, w
17,8% z komérek esterazo-pozytywnych /w krwi 12,8%//Tabela 3L
Statystycznie znamienng rdéznice miedzy populacjg komérek nie-
przylegajgcych chzonki i krwi stwierdzono w stosunku do monocy-

téw / p < 0,02/.

populacji komdérek przylegajgcych chionki stwierdzono
przecietnie 12,8% limfocytdw /w krwi 4,0%/,31,4% monocytdw
/w krwi 45,2%/, 55,8% granulocytdéw /w krwi 50,8%/, 42,0% komdrek
esterazo-pozytywnych /w krwi 45,4%/ /Tabela 4/.
Niewielkie rdznice ilo$ciowe miedzy chXonksg a krwig stwierdzono
w populacji limfocytdw, natomiast monocytdw, granulocytdw i
komdérek esterazo-pozytywnych btyio tyle samo w chXonce co i
w krwi,

Rozetki E aktywne tworzyto w chionce przecietnie 19,6%
komdrek jednojgdrzastych peinej populacji komdrkowej, podczas
gdy w krwi 13,6% komdérek /Tabela 5/. W populacji komdérek nie-
przylegajgcych chionki stwierdzono przecietnie 16,6% komdrek

tworzgcych rozetki E aktywne, w krwi odpowiednio 9,8%./p< 0,05/.

Procent rozetek E ocenianych vo 1 godz.inkubacji w temp.
4°c wynosiz w peinej pooulacji komdérek chionki przecietnie 23,2%,
za§ w krwi 12,0% /p < 0,05/. W populacji komdérek nieprzylega-
Jacych chxonki procent rozetek E wynosiz 21,0%, zas krwi 11,8%
/p < 0,05/. /Tabela 6/

Rozetki EA w peinej populacji komdérek chronki tworzyzo

12,4% komérek jednojgdrzastych, zas w krwi 12,0%. W populacji



komérek nieprzylegajacych chionki stwierdzono 4,8% rozetek EA,
zas w krwi 11,0% /p < 0,02/.
W populacji komdrek przylegajgcych procent komdrek tworzgcych

rozetki EA wynosit 15,4% w chtonce i 11,2% w krwi /Tabela 7/.

Rozetki EAC tworzyzo 12,2% komdérek jednojgdrzastych pek-
nej populacji komdérkowej chXonki i 9,25% komdérek krwi. W popu-
lacji komdérek nieprzylegajgcych chtonki stwierdzono 8,2% ko-
mérek tworzgcych rozetki EA , zas w krwi 10,4%. W populacji
komdérek przylegajgcych wartosci te wynosity odpowiednio 20,4%

ora z 21,4% /Tabela 8/.

Przecietny poziom spontanicznego wbudowywania 3H-tymidyny
przez komérki chXonki wynosit 1,04 impulsdéw/min.x 10 , za$
przez komdrki krwi 0,5 imp./min. x 10 .

Dodanie PEA powodowaZo wzrost liczby impulsdéw/min., x 10 o 1,23
w przypadku komdérek ch¥onki i o 5,92 w przypnadku komdérek krwi.
Po dodaniu ConA liczba impulséw wbudowywanej 3H-tymidyny wzras-
tata w pordéwnaniu z kontrolg o 3,44 imp./min. x 10 w przypad-
ku komérek chzonki i o 5,38 imp./min. x 10 w przypadku komdrek
krwi /Tabela 9/.

Autotransformacja blastyczna komdrek chXonki byta statystycznie
znamiennie wyzsza niz komdrek krwi /p <« 0,05/. PHA pobudzaza
silniej komdérki krwi obwodowej niz chonki przedweziowej

/p < 0,02/. Nie stwierdzono statystycznie znamiennych rdéznic

w wielkosci pobudzenia komérek chonki i krwi przez ConA.
Komérki chzonki odpowiadaly stosunkowo stabo na PHA, natomiast
znacznie silniej na ConA /p < 0,02/. Komdrki krwi obwodowe j

odpowiadaty w jednakowym stopniu na oba mitogeny.
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Aktywno$é cytotoksyczna naturalnie istniejgcych komdrek
K w ch¥once, mierzona % specyficznie uwolnionego 51Cr, wynosita
przy stosunku komérek efektorowych do docelowych 4:1 przecigt-
nie 17,37, przy stosunku 2:1 14,38, przy stosunku 1:1 13,08,
przy stosunku 1:2 7,4 i przy stosunku 1:4 2,8, zas w krwi
odpowiednio 8,52, 14,18, 16,38, 13,5 i 9,63 /Tabela 10/.
Réznice w poziomie cytotoksycznosci komdrek chionki i krwi
stwierdzono tu jedynie przy stosunku komdérek efektorowych do
docelowych 4:1 i 1:4, przy pozostatych stosunkach rdéznic nie
obserwowano. Stopied cytotoksycznosci komdérek chiorki zmniej-
szat¥ sie w miare zmniejszajgcego sig stosunku komdrek efektoro-
wych do docelowych, w pordwnaniu z krwis.
Aktywno$é cytotoksyczna naturalnie istniejgcych komdérek NK
w chonce, mierzona % specyficznie uwolnionego 51Cr wynosiza
przy stosunku komdérek efektorowych do decelowych 40:1 18,26,
przy stosunku 20:1 6,92, przy stosunku 10:1 5,3 i przy stosun-
ku 5:1 4,5, zas w krwi odpowiecdnio 15,1, 8,07, 5,95 i 3,21.
Nie stwierdzono tu statystycznie znamiennych réznic miedzy

cytotoksycznoscig komdérek ch¥onki i krwi /Tabela 11/.

Grura II. Chtonka przedweziowa psdw z ostrym zastojem chXonnym.

W chionce przedweztowe] stwierdzono przecigtnie 0,13 leukocytdw
w mm x 107, zas w krwi obwodowej 12,23 leukocytéw w mm- x 107.

Réznica ta byta statystycznie znamienna /p « 0,01/ /Tabela 1/.

Petna populacja komdrek chXonki zawieraXa przecietnie
34,25% limfocytéw /w krwi 41,58%/, 29,41% monocytdéw /w krwi
41,08%/, 43,66% granulocytéw /w krwi 47,38%/ oraz 22,44% komdrek
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esterazo-pozytywnych /w krwi 14,28%/. W chZonce przedwezZowe]j
obecnych byto wiecej monocytdéw niz w krwi obwodowej /p < 0,001/,
natomiast rdéznice w pozostazych populacjach komdérkowych miedzy

ch¥onkg i krwig nie byty statystycznie znamienne. /Tabela 2/

W populacji komdérek nieprzylegajacych chXonki stwierdzono
przecietnie 56,2% limfocytdéw /w krwi 3%8,0%/, 9% monocytdw
/w xrwi 5,6/, 34,8% granulocytdéw /w krwi 56,4%/ oraz 10,4%
komdérek esterazo-pozytywnych /w krwi 14,0%/. Statystycznie
znamienne rdéznice miedzy chzonkg i krwig obserwowano w przypad-
ku limfocytéw /p < 0,05/ i granulocytdw /p <« 0,05/. Nie stwier-
dzono statystycznie znamiennych rdéinic miedzy chtonkg i krwig

w zawartosci monocytdéw /Tabela 3/.

W populacji komdrek przylegajgcych stwierdzono w chZonce
14,2% limfocytéw /w krwi 14,0%/, 23,8% monocytdw /w krwi 34,8%/,
62,0% granulocytdéw /w krwi 51,2%/ oraz 22,33% komdrek esterazo-
pozytywnych /w krwi 48,0%/. Chtonka zawieraXa w pordéwnaniu z
krwig statystycznie znamiennie mniej monocytdéw /p <« 0,001/,

natomiast wiecej granulocytéw /p < 0,02/ /Tabela 4/.

Rozetkl & aktywne tworzyXo w peinej populacji komdrek
chionki 33,66% komdérek, zas w krwi 17,0% /p < 0,05/. W popula-
cji komdrek nieprzylegajgcych chZonki rozetki E aktywne tworzy-
Yo 16,8% komdrek, zas w krwi 15,8% /Tabela 5/.

Rozetki E oceniane po 1 godz. inkubacji w temp.4OC tworzy-
o w chzonce 27,0% komdrek, zas w krwi 16,6% komdérek peinej
populacji. W populacji komérek nieprzylegajgcych chonki
stwierdzono 18,6% komdrek tworzgcych rozetki E, zasd w krwi

16,6% /Tabela 6/.
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Petna populacja komdrkowa chionki zawierata wigcej komdrek

tworzgcych rozetki E niz populacja krwi obwodowe] /p < 0,01/.

Rozetki EA tworzyto 20% komdrek peinej povulacji komdérko-
wej chXonki, zaé tylko 11% komdérek krwi /p < 0,05/. W populacji
komdérek nieprzylegajgcych stwierdzono w chXonce 5,8% rozetek
EA, zas$ w krwi 15,4% /p < 0,01/. Komdérki przylegajgce chXonki

i krwi tworzyiy rozetki EA w jednakowym procencie /Tabela 1/.

Rozetki EAC tworzyto 19,33% komdrek peitnej populacji
chonki i 9,33% komdrek krwi obwodowej /p < 0,3/. W populacji
komdrek nieprzylegajacych chXonki stwierdzono obecnos$é 14,6%
komdérek tworzgcych rozetki EAC, zad w krwi 17,2% komdrek.

W populacji komdérek przylegajgcych chtonki obserwowano przecigt-
nie 25% rozetek EAC, zas w krwi 26,0%.

W zadnej z badanych populacji komdrkowych nie stwierdzono rdéz-
nic miedzy komdrkami chionki i krwi w tworzeniu rozetek EAC
/Tabela 8/.

Przecietny poziom spontanicznego wbudowywania “H-tymidyny
przez kxomdrki chionki wynosit 1,12 imp./min.x 103, zas przez
komdérki krwi 0,69 imp./min. x 10°. Dodanie PHA powodowaXo wzrost
liczby impulsdw wbudowane] 3I—I-tymidyny 0 2,6 imp./min.x 103
w przypadku komdrek chonki i o 4,66 imp./min. x 103 w przypad-
ku komdérek krwi. Po dodaniu ConA liczba impulsdéw wbudowane ]
3H-tymidyny wzrosta w pordwnaniu z kontrolsg o 44 imp./min.x1015
w przypadku komdérek chtonki i o 3,1 imp./min.x 103 w przypadku
komérek krwi /Tabela 9/.

Autotransformacja blastyczna komdérek chionki byta statystycznie

znamiennie wyzsza niz komdérek krwi /p « 0,05/. PHA pobudzaza



silniej komdérki krwi obwodowej niz chionki przedwezZowej

/p < 0,05/. Nie stwierdzono statystycznie znamiennych réznic
w wielkos$ci pobudzenia komdérek chzonki i krwi przez ConA,
Komdérki chzonki odpowiadazy stosunkowo szabo na PHA, natomiast
silniej na ConA /p < 0,1/. Komdérki krwi obwodowej odpowiadaty

w jednakowym stopniu na oba mitogeny.

Aktywnos$¢é naturalnie cytotoksycznych komérek K ch¥onki,
mierzona % specyficznie uwolnionego 51Cr, przy stosunku 4:1
komdérek efektorowych do docelowych wynosiza 22,57, przy stosun-
ku 2:1 18,63, przy stosunku 1:1 13,83, przy stosurku 1:2
13,05, przy stosunku 1:4 1,35, zas$ krwi odpowiednio 22,92,
18,33, 21,43, 11,25 1 7,75. Nie stwierdzono tutaj wyraZnych
réznic w cytotoksycznosci komdérek chtonki i krwi, z wyjgtkiem
stosunku 1:4, gdzie poziom cytotoksycznosci byt nizszy w ch*on-

ce /p < 0,05/ /Tavela 10/.

Aktywnos$é cytotoksyczna komdérek NK chtonki, mierzona %
specyficznie uwolnionego 51Cr, przy stosunku komdrek efektoro-
wych do docelowych 40:1 wynosiza 12,26, przy stosunku 20:1
4,62, przy stosunku 10:1 3,1 i przy stosurku 5:1 1,7, za$d
w krwi odpowiednio 5,96, 5,27, 5,77 i 4,9. Nie stwierdzono

wyraznych réznic w cytotoksycznosci komdrek chXonki i krwi.

Grupa III. Chionka przedweziowa psow z przewlek¥ym zastoijem

chtonnym,

Przecigtna liczba leukocytdéw w chXonce wynosita 4,7 komdrek

W mme x 103, zas w krwi 4,2 komérek w mm X 103.



- 52 -

Liczba leukocytdw w chXonce dordéwnywata wartosciom w krwi

obwodowej /Tabela 1/.

Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna peinej
populacji komdérek chfonki wykazata obecnos$¢ 90,5% limfocytodw
/w krwi 56,6%/, 3,66% monocytéw /w krwi 4,66%/, 4,16% granulo-
cytéw /w krwi 38,66/ oraz 8,0% komérek esterazo-pozytywnych
/w krwi 30,0%/. Chkonka zawieraXa znacznie wiecej limfocytdw
/p < 0,02/ oraz mniej granulocytdéw /p < 0,02/ i komdrek
esterazo-pozytywnych /p < 0,001/ w pordwnaniu z krwig obwodowsg

/Tabela 2/.

W populacji komdrek nieprzylegajgcych chionki stwierdzo-
no obecnos$é 90,0% limfocytdéw /w krwi 60,6%/, 5,6% monocytdw
/w krwi 3,8%/, 4,4% granulocytdw /w krwi 3%5,6%/ oraz 5,4% ko-
mérek esterazo-vozytywnych /w krwi 10,2%/. Chtonka zawieraZa
w poréwnaniu z krwig wiecej limfocytéw /p < 0,02/ i mnie]

granulocytéw /p < 0,02/ /Tabela 3/.

W populacji komdérek przylegajgcych chionki stwierdzono
obecnosé 12% limfocytéw /w krwi 4,2%/, 49,6% monocytdw /w krwi
6,4%/1i 38,4% granulocytéw /w krwi 89,4%/. Stwierdzono, iz
wiecej monocytdéw chionki niz krwi /p < 0,001/ oraz mniej granu-
locytdéw /p <« 0,001/ vrzylegaXo do powierzchni plastikowych
/Tabela 4/.

Rozetki E aktywne w peinej populacji komdrek ch*onki
tworzyto 9,6% komdérek, zas w krwi 10,8%. W populacji komdrek
nieprzylegajgcych chionki stwierdzono 6,6% komdérek tworzacych
rozetki E aktywne, zas w krwi 6,2%, Nie stwierdzono tu réznic

statystycznie znamiennych /Tabela 5/.
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Rozetki E oceniane po 1 godz. inkubacji w temp. 4°¢
tworzyto w pexnej populacji chzonki 13,0% komdérek, zas w krwi
10,2% /p <€ 0,05/. W populacji komdrek nieprzylegajgcych obser-
wowano 8,6% rozetek E, zad w krwi 6,0%. /p < 0,05/ /Tabela 6/.
Nie stwierdzono statystycznie znamiennych réznic miedzy chzonkg

i krwig w odniesieniu do komdérek populacji przylegajacej.

Rozetki EA w peznej populacji komdrkowej chXonki tworzy-
Yo 5% komdrek, zas$ w krwi 9,6% /p < 0,05/. W populacji komdrek
nieprzylegajgcych chfonki stwierdzono 5,8% rozetek EA, za$
w krwi 7,8% /p < 0,1/. W populacji komdrek przylegajgcych
ch¥onki stwierdzono 20,4% rozetek EA, zas$ w krwi 7,6% /p < 0,1/
/Tavela 7/.

Rozetki EAC w peinej populacji komdérek chXonki tworzyzo
3% komérek, zas w krwi 4,6%. W populacji komdrek nieprzylegajg-
cych chtonki stwierdzono 4% rozetek EAC, zas$ w krwi 2% /p<0,05/.
W populacji komdrek przylegajgcych chronki stwierdzono 14,2%

rozetek EAC, zad w krwi 6,2% /Tabela 8/.

Komdérki chZonki wbudowywaty spontanicznie znacznie wiecej
H-tymidyny niz komdérki krwi /p < 0,02/. W chZonce przecietny

poziom wbudowywania “H-tymidyny przez komdrki wynosit 1,54 imp./

3, za$ w krwi 0,35 imp./min., x 103. Dodanie PEA powodo-

wato wzrost liczby impulséw o 7,06 imp./min. x 103 w przypadku

min. x 10

komérek chionki i o 6,18imp./min. x 107 w przypadku komdrek

krwi. Po dodaniu ConA liczba impulsdéw wbudowywanej 3H-tymidyny
wzrastaza o 10,91 imp./min. x 1O3 w przypadku komdérek chonki,
zas w przypadku komdérek krwi o 4,01 imp./min.x 103. Réznica ta

bytastatystycznie znamienna /p < 0,001/. /Tabela 9/.



Nie stwierdzono réznic w wielkos$ci pobudzenia komdrek chronki
i krwi przez PHA. Komdérki chionki odpowiadaty transformacjeg
blastyczng silniej na ConA niz PEA /p < 0,02/, natomiast ko-
mérki krwi odpowiadaty silniej na PHA /p < 0,05/.

Aktywnosdé cytotoksyczna komérek K chionki, mierzona %
specyficznie uwolnionego 51Cr, wynosita przy stosunku komérek
efektorowych do docelowych 4:1 przecigtnie 7,3,przy stosunku
2:1 8,21, przy stosunku 1:1 6,05, przy stosunku 1:2 6,3 1
przy stosunku 1:4 2,82, zas$ w krwi odpowiednio 13,56, 15,62,
14,85, 9,78 i 7,2 /Tabela 10/.

Wyrainie nizszg cytotoksycznosé komdérek K chtonki obserwowano
we wszystkich stosunkach komdérek efektorowych do docelowych,
z wyjgtkiem stosunku 1:2 /Tabela 10/.

Aktywnosé cytotoksyczna komdrek KK chionki, mierzona %

51

specyficznie uwolnionego Cr, wynosita przy stosunku komdrek
efektorowych do docelowych 40:1 3.9, przy stosunku 20:1 6.27,
przy stosunku 10:1 4.11 1 przy stosunku 1:5 3,23, zas w xrwi
odpowiednio 4,78, 5.28, 5.12 i 3,65.

Nie stwierdzono statystycznie znamiennych rdznic w cytotoksycz-

nogci komdérek NK miedzy chtonka i krwig /Tabela 11/.

Pordwnanie wynikdéw grup I, II i III

Leukocytoza w chtonce przedwezXowej i krwi.

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej rdéznicy miedzy leuko-
cytozg chzonki przedweztowej grupy pséw zdrowych i psdéw z

ostrym zastojem chtonnym. Leukocytoza w chXonce psdw z przewle-



k¥ym zastojem chionnym by*a wyraZnie wyzsza, w pordwnaniu z
pozostatymi grupami /p < 0,02/. Réznice w leukocytozie krwi
obwodowej miedzy trzema badanymi grupami zwierzgt byzy statysty-

cznie nieistotne. /Tabela 1/.

Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna peznych populacji

komdérkowych chzonki przedwezZowej 1 krwi.

Stwierdzono wyraznie wyzszy % limfocytdw w chzonce pséw z prze-
wlek¥ym zastojem ch¥onnym w pordwnaniu z pozostarymi grupami

/p < 0,001/. Chxonka psdw z przewlekiym zastojem zawieraZa
nizszy % monocytéw /p < 0,001/, chionka pséw z przewlekiym
zastojem zawiera¥*a nizszy % monocytdéw /p « 0,001/, granulocytdw
/p < 0,001/ i komdérek esterazo-pozytywnych /p < 0,02/ w pordw-
naniu z pozostazymi grupami. Krew pséw z przewlek¥ym zastojem
zawierata rdwniez mniej monocytdéw /p < 0,01/ i komdérek esterazo-
pozytywnyck /o <« 0,001/ niz krew pséw zdrowych.

Przy pordwnaniu sk¥adu morfologicznego ch¥onki psdéw zdrowych

i psdw z ostrym zastojem chXonnym nie obserwowano statystycznie

znamiennych rdéznic /Tabela 2/.

Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna populacji

komdérek nieprzylegajgcych.

Eliminacja komdérek przylegajgcych spowodowata wzrost liczby
limfocytdéw w chonce pséw zdrowych i z ostrym zastojem.
W chionce pséw z przewlekiym zastojem chXonnym % limfocytdw

byt zdecydowanie wyzszy niz w pozostatych grupach /p< 0,001/.
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Usunigcie komdrek przylegajgcych nie spowodowato zmniejszenia
% monocytéw w chzonce pséw zdrowych, odwrotnie niz w przypadku
chonki pséw z ostrym zastojem chtonnym. W chonce pséw t prze-
wlektym zastojem % monocytdéw rdéwniez pozostat niezmieniony i
byto ich statystycznie znamiennie mniej niz w chonce psow
zdrowych /p < 0,001/. Usuniecie komdrek przylegajgcych spowo-
dowato rdéwniez obnizenie % komdrek esterowo-pozytywnych we
wezystkich grupach, tak ze rdzinice w zawartosci tych komdérek

w ch¥once poszczegdlnych grup doswia dczalnych byry statystycz-
nie nieznamienne /Tabela 3/. Brak procentowych zmian w zakresie
poszczegdlnych populacji komérkowych po usunieciu komdrek
przylegajgcych z ch¥onki pséw z przewlekiym zastojem moze swiad-
czy¢ o nieobecnosci komdérek przylegajgcych.

W przypadku ch¥onki pséw zdrowych i pséw z ostrym zastojem

zjawiska takiego nie obserwowano.

Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna populacji

komérek przylegajgcych.

’

Wiekszodé komdrek przylegajacych, pochodzgcych z peinej vo-
pulacji komdrek chXonki przedwezzowej, stanowixy monocyty,
granulocyty i komdérki esterazo-pozytywne. W populacji komdrek
przylegajgcych chZonki stwierdzono ogdlnie wiecej limfocytdw
niz w krwi, lecz rdéznice te nie byiy statystycznie znamienne.
Chtonka pséw z przewlekiym zastojem zawieraXa wiecej monocy-
téw niz chzonka psdéw zdrowych /p < 0,02/ i chtonka pséw z

ostrym zastojem /p <« 0,01/ /Tabela 4/.
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Krew pséw z przewlekiym zastojem zawieratra natomiast zdecydo-
wanie mniej monocytdw niz krew psoéw zdrowych i psdéw z ostrym

zastojem chtonnym /p < 0,001/,

Populacja komdérek jednojgdrzastych tworzgcych rozetki

E aktywne.

W grupie pséw z przewlekiym zastojem chionnym, zardwno w pe-
ne j populacji komdérek chzonki jak i w populacji komdérek nie-
przylegajgcych, % komdérek tworzacych rozetki E aktywnie byk
statystycznie znamiernie nizszy niz w grupie pséw zdrowych
/p < 0,001/, TNie obserwowano réznic w% rozetek E aktywnych
miedzy pozostarymi grupami dosSwiadczalnymi /Tabela 5/.

™

Populacja komdrek tworzgcych rozetki E oceniana po 1 godz.

. . s . 0]
inkubacji w temp. 4°C.

W chXonce pséw z przewlekiym zastojem chonnym, zardwno w
petnej populacji komdrek jak i w populacji komdérek nieprzyle-
gajgcych, % komdrek tworzgcych rozetki E byk nizszy niz w
chtonce pséw zdrowych /p < 0,001/ i pséw z ostrym zastojem

chtonnym /p» < 0,001/ /Tabela 6/.

Rozetki EA w chfonce przedweziowe] i krwi.

Nie stwierdzono wyraznych réznic w % komdrek tworzgcych rozetki
EA, zardéwno w peinej populacji, w populacji komdrek nieprzylega-
jacych oraz komdrek przylegajgcych, miedzy trzema badanymi

grupami /Tatela 7/.



Jedynie chzonka przedweziowa pséw z przewlekiym zastojem wyka-
zywatra zdecydowanie niski % rozetek EA w pordwnaniu z chzonkg

pséw z ostrym zastojem chtonnym /p < 0,001/.

Rozetki EAC w chionce przedweziowej i krwi.

Stwierdzono wyrazZnie nizszy % komdrek tworzgcych rozetki EAC

w chXonce pséw z przewlekiym zastojem w pordwnaniu z pozosta-
*ymi grupami, zardéwno w peinej populacji komdrkowej /p < 0,02/
jak i w populacji komérek nieprzylegajacych /p< 0,01/
/Tabela 8/.

Hodowla komdérek chtonki przedwezzowej i krwi z mitogenami.

Poziom autotransformacji blastycznej komdérek chXonki przedwez-
Yowej pséw zdrowych, psdéw z ostrym zastojem chtonnym i psdw

z przewlekiym zastojem chionnym byZ podobny. INie stwierdzono
tu rdéznic statystycznie znamiennych. Stopied autotransformacji
komérek chXonki byt zawsze statystycznie znamiennie wyzszy

niz komérek krwi, we wszystkich grupach dos$wiadczalnych /p<0,05/.
Komérki chzonki psdéw z przewlekiym zastojem chXonnym odpowia-
daty zdecydowanie silniej na PEA niz komdérki chXonki pozosta-
*ych dwéch grup /p < 0,001/. Podobnie, wysoce statystycznie
znemienng réznice obserwowano w przypadku odpowiedzi komdrek
ch¥onki pséw z przewlekiym zastojem na ConA /p < 0,001/,
Komérki krwi obwodowej psdéw ze wszystkich grup dosSwiadczalnych

odpowiadazy w jednakowym stopniu na oba mitogeny /Tatela 9/.



Aktywnos$é cytotoksyczna komdrek K w chionce przedwezZowej

i krwi,

Stwierdzono nizszg aktywnos$é cytotoksyczng komdrek chzonki
pséw z przewlekiym zastojem chZonnym w pordwnaniu z komdrkami
ch¥onki psdéw z ostrym zastojem /p < 0,02/ i niewiele nizszg
w pordwnaniu z komdrkami chXonki pséw zdrowych /p < 0,1/.
Réznice w poziomie cytotoksycznosci komdrek XK krwi psdéw z
trzech badanych grup byty w wiekszos$ci przypadkdéw statystycz-
nie nieznamiennie. Nie stwierdzono wyrazZnych rdéznic w poziomie
komdrek K miedzy chionkg psdéw zdrowych i pséw z ostrym zasto-
jem chZonnym, natomiast wyrainie wiecej komdérek K obserwowano
w krwi pséw z ostrym zastojem w pordwnaniu z krwig psdéw zdro-
wych, przy stosunku 4:1 komdrek efektorowych do docelowych

/p < 0,02/ /Tabela 10/,

Aktywrnoél¢ cytotoksyczna komdrek NK w chXonce przedwezXowe]

i krwi,

Aktywnoéé cytotoksyczna komdérek NK chronki byta podobna we
wszystkich grupach doswiadczalnych. Jedynie przy stosunku 40:1
komdérek efektorowych do docelowych stwierdzono zmniejszong
aktywno$§¢é komdrek NK w chionce pséw z przewlektym zastojem w
poréwnaniu z chkonkg pséw zdrowych /p < 0,001/ i pséw z ostrym
zastojem chonnym /p < 0,02/. Rdznice w cytotoksycznodci komdrek
NK pochodzgcych z krwi obwodowej pséw wszystkich badanych grup

do$wiadczalnych nie byry statystycznie istotne /Tabela 11/.
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5. OMOWIENTIE WYNIKOW

Uzyskane wyniki pozwolity na okreslenie réznic w skta-
dzie komdérkowym miedzy chXonkg przedwezXowg pséw zdrowych
oraz krwig obwodowg, a takze miedzy chonkg pséw zdrowych i
chxonkg pochodzgcg z naczyin chtonnych, przewlekle niedroznych.
Stanowig one podstawe do dalszych badan, majgcych na celu
prébe wyjasnienia zdolnos$ci migrowania niektdérych populacji
leukocytéw przez tkanki nielimfatyczne w warunkach fizjologicz-
nych i okreslenia funkcji leukocytdéw jakie majg do spexnienia
w tkankach. SkXad komdrkowy chZonki psdw z ostrym zastojem
ch¥onnym w ogromnej wiekszosci badanych parametrdéw nie rézni%
sie od skradu chionki pséw zdrowych. Réznice w skXadzie komdrko-
wym miedzy chionkg psdw z ostrym zastojem chXonnym i krwig
obwodowg rdwniez byty w wiekszosci badanych parametrdéw podob-
re do rdznic otserwowanych w grupie psow zdrowych. Stwier-
dzono, iz liczba leukocytdéw w chXonce przedwezXowej psdw
zdrowych oraz psdéw z ostrym zastojem chlonnym byZa przecietnie
60 razy mniejsza niz w krwi obwodowe]j. Potwierdza to obserwa-
cje poczynione u innych gatunkdw zwierzat oraz u ludzi
/30,56,92/. SwiadczyXoby to o ograniczeniu spontanicznej
migracji leukocytdw z krgzenia krwionodnego przez tkanki do
naczy:d chionnych doprowadzajgcych i regionalnego wezia
chXonnego. Prawdopodobnie tylko niektdére populacje leukocytodw
lub tez ich mniej lub bardziej dojrzaze formy posiadajag
zdolnogci migrowania do tkanek. Pytanie, ktdére z nich majg

te zdolnoéé pozostaje kwestig otwartg. Liczba leukocytdw



w chtonce psow z przewlekiym zastojem chtonnym byia nato-
miast okoto 20 razy wyzsza niz w chionce pséw zdrowych i w
niektdrych przypadkach dordwnywaza liczbie leukocytow w mm>
krwi. Tak wysokie stezenie komdérek w chionce pséw z zastojem
przewlektym mozna ttumaczy¢ utrudnieniem lub brakiem odpzywu
ch*onki z naczyn chionnych przedweztowych do dalszych odcin-
kdéw naczyniowego uk*adu chionnego, spowodowanym niedroznoscig
naczy3i, przy stazym przechodzeniu leukocytdéw z krwi do tkanek
i poczgtkowych naczyA chionnych. Nalezy braé¢ rdwniez pod uwa-
ge mozliwo$é proliferacji komdérek chionki z zastoju chtonnego,
na co wskazuje wyscki poziom autotransformacji blastyczne]
komérek ch¥onki obserwowany w tej grupie psdw.

W peinej populacji komdrek chionki przedwezXowe] psow
zdrowych i psdw z ostrym zastojem chXZonnym metodami morfolo-
gicznymi stwierdzono otecncéd okoZo 40% limfocytdw, okoZo 300

monocytdw oraz okoXo 404 grarulccytow., Ha uw

[

ge zasiuguje
wysokl procent granulccytow. hieco mniejsze nagromadzenie
granulocytow w chZonce przedweziowej cbserwcwano u owiec,
natomiast u krdlikdw poddawanych dziakXaniu pentobarbituralu
granulocyty stanowity 30% komdrek chZonki /72,131/. Uzycie
innego Srodka znieczulajgcego nie powodowazo tak znacznego
gromadzenia granulocytow w chionce vrzeaweziowej krélikdw.

U cztowieka w chionce przedweziowej kodczyn granulocyty spoty-
kane sg jedynie wyjatkowo /132/. Przyczyng obecnosci w chionce
przedweztowej pséw duzej liczby granulocytow moze byé rdwniez
"fizjologiczne" zakazenie skdéry Zap psa. Morfologiczna ocena
komdérek jednojedrzastych chZonki przedwezXowej nie jest atwa

i wielokrotnie odréznienie vostaci monocytarnych od limfocytdw



jest utrudnione, Badanie zdolnosci fagocytarnych monocytodw
nie jest tutaj pomocne, poniewaz wigkszos$¢é komdrek chZonki
przedweztowej nie fagocytuje ani latexu ani standardowych,
laboratoryjnych szczepdw drobnoustrojéw /obserwacje wktasne/.
W peitnej populacji komérek chionki pséw z przewlwkiym zasto-
jem przewazaty limfocyty, ktére stanowity okoZo 90% popula-
cji, podczas gdy monocytdw i granulocytdéw by*o po kilka pro=-
cent. Nagromadzenie limfocytdéw w chionce zastoju przewlekZego
i mazy procent monocytéw w tej populacji jest trudny do wytzu
maczenia. Niezrozumiaty byiby bowiem mechanizm ewentualnego
ograniczenia mozliwosci przechodzenia monocytdéw z ukzadu
krwionosnego przez tkanki do poczgtkowych naczyia chonnych.

W przewlekzym zastoju chionnym dochodzi do zmian struktural-
nych wokdéx oraz w samych naczyniach chZonnych, m.in. powstaje
tzw. pseudobiona podstawna. Gdyby struktura ta tyza odpowie-
dzialna za utrudnione przechodzenie komérek, dotyczyzoby to
zardowno monocytéw jak i limfocytdéw. Byé moze ocena morfolo#
giczna i klasyfikacja komdrek nie byta wiasSciwa, lecz jak
wspomniano metody oceny monocytdéw w przypadku chionki sg

utrudnione.

Usuniecie z peznej populacji komdérek chzonki psdéw zdro-
wych komdérek przylegajgcych do powierzchni plastikowych po=-
wodowaXo wzrost procentu limfocytéw w populacji komdrek nie-
przylegajgcych. Nie stwierdzono natomiast zmian w procentowe]
zawartosci monocytdéw. Moze to éwiadczyé o tym, iz komdrki
zaliczane morfologicznie do monocytdw nie nalezg do frakcji
orzylegajacej do powierzchni i sg postaciami limfoidalnymi.

Dla pordwnania, procent komdrek krwi zaliczanych przez nas
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na podstawie oceny morfologicznej do monocytdéw ulegaX znacz-
nemu obnizeniu po usunieciu komdrek przylegajagcych.
Usuniecie komdrek przylegajacych z chionki psdéw z przewlek-
Yym zastojem nie zmienia%o jej skXadu komdérkowego. Swiadczy-
Yoby to o obecnosci w tej chzonce znikomego procentu komdrek
majgcych zdolnoéé przylegania do powierzchni. Usunigcie
komdrek przylegajgcych z chionki psdéw z ostrym zastojem
chZonnym powodowaXo wzrost procentu limfocytdéw w populacji
komdrek nieprzylegajgcych, podobnie jak w grupie psdéw zdro-
wych.

Frakcja komdrek przylegajgcych chionek ze wszystkich
grup doswiadczalnych zawierata gxdwnie monocyty oraz granu-
locyty, a takze pewien procent komdrek zaliczanych morfolo-
gicznie do limfocytow.

W chionce psdw zdrowych stwierdzonc wiekszy procent
komdérek tworzgcych rozetki E aktywne w pordwnaniu z krwis.
Wyzezy procent rozetek E aktywnych w chZonce obserwowano
zardwno w vrzypadku populacji peinej, jak i populacji komdrek
nieprzylegajgcych. Wyniki te potwierdzajg obserwacje innych
autoréw /47,82/ dotyczace obecnodci wyzszego procentu limfo-
cytdéw tworzgcych rozetki E aktywne w piynach ustrojowych w
pordwnaniu z krwig obwodowg. U pséw z przewlekym zastojem
chzonnym nie stwierdzono rézinicy zawartosci komdérek tworzag-
cych rozetki E aktywne miedzy chXonka a krwig. Jednak procent
komdérek tworzacych rozetki E aktywne w chionce zastoju przewle-
kXego byz zdecydowanie nizszy niz w chZonce pséw zdrowych,
zaréwno w peinej populacji komdérek, jak i w vopulacji komdrek

nieprzylegajgcych. Ewiadczyzoby to o pewnym zuboZeniu populacji
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komérek chXonki pséw z przewlekiym zastojem chionnym w

komdérki tworzgce spontaniczne rozetki z erytrocytami czXo-
wieka. Zubozenie to dotyczy tylko komdérek chionki, bowiem komdr-
ki krwi wszystkich grup doswiadczalnych tworzyity rozetki E
aktywne w podobnym procencie. Procentowa zawartoéé komdrek
tworzgcych rozetki E, ktdre oceniano po 1 godz. inkubacji w
temp. 4 OC, byta podobna do zawartosci komdérek tworzgcych
rozetki E zktywne, zardwno w przypadku chionki psdw zdrowych
jek 1 pséw z zastojem chionnym. Peina populacja komdrkowa chion-
ki pséw z przewlekizym zastojem chionnym zawierata mniej ko-
mérek tworzecych rozetki EA niz krew obwodowa. Frakcja komd-
rek nieprzylegajecych chionki pséw zdrowych i pséw z ostrym
zastojem chionnym zawieraza rdwniez mniejszy procent komdrek
tworzgcych rozetki EA w pordwnaniu z krwig obwodowsg. Swiadczy-
Yoby to o pewnym zubczeniu chzonki przedwezzowej w komdrki
posiadajgce receptor Fc IgG w pordwnaniu z krwig. Potwierdza
to wyniki badaid przeprowadzonych u ludzi, gdzie rdwniez obser-
wowano nizszy procent rozetek EA tworzonych przez komdrki
chionki przedwezXowej kodczyn w pordwnaniu z krwig /81/.

W przypadku komdrek peinej populacji komdrkowej chXonki psdw

z ostrym zastojem chionnym obserwowano wyzszy procent rozetek
EA w pordwnaniu z krwig, co mogzo by¢ spowodowane stanem za-

palnym w badanej korczynie.

Procentowa zawartosé kxomdrek tworzgcych rozetki EAC w
ch¥once psdéw zdrowych i chionce pséw z ostrym zastojem byza
zaréwno w peinej populacji komdérek jak i w populacji komdrek
nieprzylegajgcych taka sama jak u krwi obwodowej. W chzonce

zastoju przewlektego stwierdzono zdecydowanie niski procent
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komdérek tworzgcych rozetki EAC, w pordwnaniu z chionkg psoéw
zdrowych i pséw z ostrym zastojem chXonnym. Nie stwierdzono
rdéznic miedzy chzonkg i krwig w zawartosci komdrek z recepto-
rem dla C3. Dane te rdznig sie od wynikdéw badarhd u ludzi,

gdzie obserwowano nizszy procent rozetek EAC w chZonce niz

w krwi obwodowej /81/. Maty procent komdérek z receptorem FclgG
i komérek z immunoglobulinami powierzchniowymi klasy IgG mose
by¢ spowodowany wolniejszym przechodzeniem limfocytdw B z
krgzenia do tkanek limfatycznych i nielimfatycznych, co zostazo
zaobserwowane w badaniach Forda /111/.

We wszystkich badanych grupach stwierdzono statystycznie
znamiennie wyzszy poziom autotransformacji blastycznej komd-
rek chionki przedwezXowej w pordwnaniu z komdrkami krwi obwo-
dowej. Wysoka autotransformacja komdrek chZonki miaka miejsce

w warunkach in vivo, a wbudowywanie 5

H-tymidyny po 2 godz.
hodowli byZo tak samo wysokie jak po 48 godz. hodowli. Moze

to by¢ wynikiem statego pobudzania limfocytdéw chtonki przed-
weztowe] przez antygeny Srodowiska zewnetrznego, ktdre wnika-
ja przez skdéreg i sg transportowane do regionalnego wezza chton-
nego. Mozliwo$é zakaszenia chionki w czasie pobierania materiatu
do badania zostata wykluczona, poniewaz badania bakteriologicz-
ne wykazywaxzy jatowos$¢é pobieranej chionki.

Aby wykluczyé wpiyw ewentualnego zakazenia na wysoki poziom
autotransforma cji komdrek chzonki, podawano grupie pséw

a ntybiotyk przez 5 kolejnych dni i nie stwierdzono obnizenia
sie autotransformacji w pordwnaniu z dniem O. Limfocyty chXon-

ki pséw zdrowych i pséw z ostrym zastojem odpowiadary w trans-

formacji blastycznej pod wpiywem PHA szabiej niz komodrki krwi,



podczas gdy odpowiedZ na ConA byza podobna do odpowiedzi
komérek krwi na ten mitogen. Limfocyty chZonki przedwezzowe]
odpowiadaty silniej na ConA niz na PHA, podczas gdy komdrki
krwi odpowiadatzy na oba mitogeny w Jjednakowym stopniu., Mogzo-
by to swiadczyé o obecnosci w chionce przedweztowej limfocy-
téw, ktdére rdznig sie od limfocytdéw krwi stopniem dojrzazosci
immunologicznej /116,124,136/. Limfocyty ch¥onki psdw z prze-
wlektym zastojem rdwniez odpowiadaity silniej na ConA niz PEA,
a odpowiedZz ta byta statystycznie znamiennie wyzsza od odpo-
wiedzi limfocytdw chionki vsdw zdrowych i pséw z ostrym zasto-
jem chXonnym. Silna cdvowiedz komdrek chionki z przewlekZego
zastoju na oba mitogeny Jjest trudna do wytXumaczenia. RBy¢ moze
komdrki chonki zostazy juz in vivo pobudzone podprogowo »rzez
antygeny fizjologiczrie wnikajgce do naczynd chionnych przed-
wezZowych 1 dodanie mitogendw uwydatnizo ten proces.

Poziom natura-lnej cytotoksycznosci zaleznej od komdrek
K w chXonce psdéw zdrowych byZ przy najwyzszym stosunku komdrek
efektorowych do docelowych wyzszy niz w krwi obwodowej. Przy
najnizszym stosunku komdérek efektorowych do docelowych stwier-
dzono znamienne obnizZenie aktywnoéci cytotoksycznej komdrek X
w chXonce przedweziowej w pordwnaniu z komdrkami krwi, obserwo-
wane we wszystkich grupach doswiadczalnych.
W chXonce zastoju przewlek¥ego aktywnosé cytotoksyczna komdrek
K byta zdecydowanie nizsza w pordwnaniu z krwia, co moze swiad-
czyé o jej zubozeniu w komdrki X. Réwnolegle w chionce zastoju
przewlekzego obserwowano bowiem niski procent komdrek z recep-
torem Fc IgG, ktdrego obecnosé konieczna jest dla wyrazenia

aktywnosci cytotoksycznej kombrek X /61/.



- 67 -

Aktywno$é cytotoksyczna komérek K chionki zastoju przewleke-

go byta zdecydowanie nizsza od aktywnosci komdrek chtonki za-

stoju ostrego.

Poziom naturalnej cytotoksycznosci komérek NK chtonki,
skierowanej przeciwko nowotworowym komdérkom K 562, byt we
wszystkich grupach doswiadczalnych podobny do poziomu cyto-
toksycznosci komdrek NK w krwi obwodowej. Brak rdznic w aktyw-
nosci cytotoksycznej byt zaskakujacy, gdyz w przypadku innych
zwierzgt obserwowano niskg aktywnosé komdrek NK w wezkach
chtonnych oraz niskg aktywnos¢ komdrek NK w chonce przedwe-
z¥owej ludzi w pordwnaniu z krwig obwodowg /81, 106, 120/.

U psa aktywnos$¢é cytotoksyczna komdrek NX jest wyrazona niskimi
wartosciami liczbowymi, co mogXo wpiynaé na zmniejszenie czy-
telnosci rdznic w aktywnos$ci komdérek chkonki i krwi.

U pséw z przewlekiym zastojem chXonnym obserwowano zdecydowanie
nizszg aktywnoéé komdérek KK w chionce w pordwnaniu z pozosta-
Yymi grupami doswiadczalnymi.

Niskg aktywnosé komdrek NK obserwowano rdéwniez w krwi obwodo-
wej tych psdéw, co mogito byé spowodowane ich zaawansowanym
wiekiem, wynikajgcym z diugoletniego utrzymywania pséw dla

uzyskania przewlekiego zastoju chionnego.



PODSUMOWANTIE I WNIOSKI

Przez skdére i tkanke podskdrng migrujg fizjologicznie z
krwi do ch*onki przedwezowej limfocyty, monocyty i granu-
locyty, lécz ich liczba w chtonce Jest kilkadziesigt razy
mniejsza niz w krwi,

Wiekszy odsetek jednojgdrzastych komdrek chionki prawidzo-
wej w pordwnaniu z krwig tworzy spontanicznie rozetki E,
natomiast mniej komdrek ch¥onki niz krwi wykazuje obecnosé
powierzchniowych immunoglobulin i receptora F c¢ IgG. Ko-
mérki chXonki przedwezXowej charakteryzujg sie w pordwna-
niu z komérkami krwi wysokim stopniem autotransformacji
blastycznej oraz silniejszg odpowiedzig na Con A niz na
PHA, Moze to éwiadczyé o cbecnos$ci w chionce przedwezXowej
komdérek o nizszym stopniu dojrzazosci. Komdérki K ch¥onki
przedwezzowej wykazujg nizszg cytotoksycznosé zalezng od
przeciwciat* w pordwnaniu z komdérkami K krwi. Cytotoksycz-
na aktywnosé komdrek NK chionki przedweztowej, skierowana
przeciwko komdérkom 1linii K 562 jest podobna do aktywnosci
komdrek NK krwi obwodowej.

Trwate przerwanie drogi recyrkulacji komdérek ch*onki, w
tym i migracji do regionalnego wezta chionnego powoduje
gromadzenie sie w chionce znacznych ilosci komdérek, gidw-
nie limfocytdéw. Mniejszy odsetek komdrek ch¥onki 2z zastoju
przewlekzego w pordwnaniu z chZonkg prawidtowg tworzy
spontanicznie rozetki E oraz rozetki EA. Komdrki chzonki

z zastoju przewlekZego ulegajg silniejszemu pobudzeniu
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pod wptywem Con A niz PEA, a ich odpowiedZ na oba mitogeny
jest wyrazona mocniej niz komdérek chronki prawidtowej.
Aktywnosc cytotoksyczna komdérek K chionki z zastoju przew-
lek¥ego jest stabsza w pordwnaniu z komdérkami ch¥onki
prawidzowej,

Fizjologiczne znaczenie rdéznic w skzadzie populacji komd-
rek prawidiowej chionki przedwgzXowej i krwi obwodowej,
oraz rola komdérek migrujgcych spontanicznie przez tkanki
wymagajea osobnych badaid.

Zubozenie chionxi z przewlekiego zastoju w komdrki tworzg-
ce rozetki E i EA, oraz obnizona aktywnosé cytotoksyczna
zalezna od przeciwciaz komdrek K moga czesciowo trumaczyd
"immunologiczne uprzywilejowanie" tkanek z przerwanymi
drogami odpzywu chtonnego. Wysoki stopien autotransformacji
blastycznej 1 odpowiedzi na mitogeny mozna tZumaczyé
stazym pobudzaniem komdrek z miejcca zastoju chonnego
antygenami bakteryjnymi, pochodzgcymi ze skdéry i czedcio=-

wo z rozpediych komdrek wiasnych,
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OBJASNIENIA SKROTOW UZYWANYCH W PRACY

- /bronchus - associated lymphoid tissue/
tkanka limfatyczna pZuc

- /Bacille, Calmette, Guerin/ atenuowane
pratki gruflicy

- konkanawalina A

- erytrocyty

- erytrocyty opZzaszczone przeciwciatem IgG

- erytrocyty opzaszczone przeciwciazem IgM
i depeiniaczem

- stosunek komdrek efektorowych do komdrek
docelowych

- /gut - associated lymphoid tissue/ tkanka
limfatyczna przewodu pokarmowego

- /killer cells/ komdrki cytotoksyczne

- /matural killer cells/ naturalne komdrki
cytotoksyczne

- /periarteriolar lymphoid sheath/ czesé centralna
biatrej miazgi $ledziony

- fitohemaglutynina

- /surface immunoglobulin/ immunoglobulina
powierzchniowa

- rdznica
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Tabela 2. Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna komérek
peinej populacji chionki przedweziowej i krwi /
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Tabela 3. Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna populacji
komdérek nieprzylegajacych do powierzchni plastikowych /5/
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Tabela 4. Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna populacji
komérek przylegajacych do powierzchni plastikowych /%/
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