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1. Z A Ł O Ż E N I A I C S L P R A C Y 

Naczynia chłonne przedwęzłowe, droga odpływu 
cząstek obcych antygenowo i szczątków komórkowych z tkanki 
do regionalnego węzła chłonnego, odgrywają kluczową rolę 
w powstawaniu odpowiedzi immunologicznej typu: zapalenie, 
reakcja Arthusa, nadwrażliwość typu późnego, reakcja odrzu-
cania przeszczepu./91/ 

Drenaż chłonny jest nieodzownym czynnikiem w procesie 
rozwoju reakcji odpornościowej u biorcy nieunaczynionego 
przeszczepu /8,29/. Wg teorii Me dawar'a uczulenie limfocytów 
na antygeny zgodności tkankowej następuje obwodowo, w 
tkance przeszczepu. Komórki biorące udział w tej reakcji 
opuszczają nieunaczyniony przeszczep i drogą przedwęzłowych 
naczyń chłonnych biorcy przedostają się do węzła chłonnego, 
gdzie powstają komórki efektorowe. W myśl drugiej teorii, 
reakcja uczulenia rozpoczyna, się nie w samym przeszczepie 
lecz centralnie, w węźle chłonnym. I w tym przypadku nieod-
zownym czynnikiem jest drenaż chłonny, transportujący do 
węzła chłonnego antygeny rozpuszczalne lub komórkowe, uwol-
nione z przeszczepu /91/. 

Sytuacje, w których dochodzi do przerwania ciągłości 
naczyń chłonnych przedwęzłowych prowadzą do upośledzenia 
procesu uczulenia na antygen obecny w tkance. Obszary pozba-
wione prawidłowego drenażu chłonnego są tzw. miejscami 
immunologicznie uprzywilejowanymi. W układach doświadczalnych 
obserwowano przedłużenie czasu przeżycia allogenicznych 
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przeszczepów skóry kładzionych w miejscach pozbawionych 
drenażu chłonnego, takich .jak: mięśnie szkieletowe, komora 
przednia oka /9/, doświadczalnie wytworzona szypuła skórna 
/141/, tkanka mózgowa /109/. 

W sytuacjach klinicznych zaobserwowano znaczny procent 
powikłań typu chronicznego zakażenia w miejscach zastoju 
chłonnego w tkance, w której wystąpiły zmiany patologiczne 
w obrębie przedwęzłowych naczyń chłonnych. Choroby rozwija-
jące się w następstwie zastoju chłonnego tworzą nowy roz-
dział w medycynie. Pojawiają się one w wyniku zmian poopera-
cyjnych lub zmian patologicznych, jak: przecięcie naczyń 
chłonnych, zablokowanie przepływu chłonki w wyniku procesów 
zapalnych, rozrost tkanki nowotworowej /40/. 

Mechanizm funkcjonowania miejsc immunologicznie 
uprzywilejowanych związany jest z przerwaniem dośrodkowego 
łuku odpowiedzi immunologicznej, co w konsekwencji prowa-
dzi do upośledzenia również łuku odśrodkowego odpowiedzi. 
Przerwanie drogi przechodzenia antygenu do węzła chłonnego 
w łuku dośrodkowym reakcji odpornościowej może także wywo-
łać zjawisko wzmocnienia immunologicznego /enhancement/. 
W reakcji na allogeniczny przeszczep skóry w miejscu pozbawio 
nym drenażu chłonnego obserwowano u biorcy odpowiedź pro-
liferacyjną w śledzinie, a jego surowica powodowała przed-
łużenie przeżycia przeszczepu narządowego u innego zwie-
rzęcia /86/. 

Aby poznać mechanizm funkcjonowania miejsc immunolo-
gicznie uprzywilejowanych, należy badać aktywność 
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immunologiczną funkcjonalnej sieci komórek odpornościowych, 
migrujących do .i przez tkanki nielimfatyczne, w warunkach 
prawidłowych oraz po przerwaniu odpływu chłonnego. Punktem 
wyjścia do takich badań powinna być znajomość podstawowych 
populacji komórkowych, które spontanicznie opuszczają krą-
żenie kapilarne i migrują przez tkanki do naczyń chłonnych. 

W tym celu przeprowadzono badania nad określeniem w 
chłonce przedwezłowej populacji komórkowych, metodą charak-
teryzowania receptorów powierzchniowych oraz metodami tes-
tów funkcjonalnych u: 

1. psów zdrowych 
2. psów z ostrym zastojem chłonnym po przerwaniu 

naczyń przedwęzłowych 
3. psów z przewlekłym zastojem chłonnym po przerwa-

niu naczyń przedwęzłowych 

Praca miała dać odpowiedź na następujące pytania: 
1. Jakie populacje komórek migrują fizjologicznie 

z krwi przez skórę i tkankę podskórną do chłonki 
i regionalnego węzła chłonnego. 

2.Jak wpływa przerwanie drogi recyrkulacji na skład 
populacji komórkowej chłonki przedwezłowej• 

Badania przeprowadzono na chłonce przedwezłowej drenującej 
skórę kończyn, co było podyktowane szeroko rozwiniętym 
układem naczyń chłonnych w tym obszarze, zapewniającym 
obfity przepływ chłonki , oraz łatwością techniki kaniula-
cji i zbierania chłonki. Poza tym, skóra będąc miejscem 
kontaktu ustroju ze środowiskiem zewnętrznym podlega 
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stałemu procesowi stymulacji antygenowej, stąd oczekiwane 
szerokie spektrum populacji komórkowych migrujących w jej 
układach naczyniowych i przestrzeni tkankowej. 
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2. P R Z E G L Ą D P I Ś M I E N N I C T W A . 

Układ chłonny, połączenie układu naczyniowego z ukła-
dem siateczkowo - śródbłonkowym, jest jednokierunkowym syste-
mem drenującym przestrzeń śródmiąższową i transportującym 
płyn tkankowy. Układ ten utrzymuje w homeostazie płyny 
ustrojowe w różnych tkankach i obszarach ciała. 

Układ naczyniowy zbudowany jest z trzech typów naczyń: 
1/ naczyń początkowych /kapilary chłonne/ o różnym przekroju, 
zbudowanych z pojedynczej warstwy komórek śródbłonka otoczo-
nego nieciągłą błoną podstawną, którą tworzą komórki siateczki 
i włókna kolagenowe, 2/ naczyń zbierających o różnym prze-
kroju, charakteryzujących się obecnością zastawek oraz 
trójwarstwową ścianą , zbudowaną z warstwy śródbłonka otoczo-
nego błoną podstawną, warstwy mięśni gładkich o nieciągłej 
grubości i warstwy tkanki łącznej, 3/ naczyń głównych o 
dużym przekroju /78/. 

Układ siateczkowo - śródbłonkowy jest zespołem komórek 
osiadłych, tworzących tkankę zrębu narządów limfatycznych 
oraz komórek ruchliwych, krążących między krwią, tkankami 
i chłonką. Zarówno komórki osiadłe jak i ruchliwsze biorą 
udział w reakcjach odpornościowych /70,91/. 

U k ł a d o d p o r n o ś c i o w y 

Układ odpornościowy pełni ważną funkcję ochrony środo-
wiska wewnętrznego organizmu przed obcymi cząstkami, które 
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DO rozpoznaniu są eliminowane, W procesie tym biorą udział 
zarówno komórki odpornościowe jak i wydzielane przez nie 
substancje biologicznie czynne. Komórki odpornościowe to 
granulocyty, komórki linii monocyt - makrofag oraz limfo-
cyty /10/. Wywodzą się one ze wspólnej komórki pnia szpiku 
kostnego, która ulega różnicowaniu na odrębne linie ko-
mórkowe, mieloidalną, monoidalną i limfoidalną. 

Komórki linii mieloidalnej i monoidalnej pełnią w 
warunkach fizjologicznych ważną funkcję oczyszczania 
tkanek i płynów ustrojowych z obcych cząstek oraz zmienionych 
komórek własnych. Czynność ta związana jest z aktywnością 
fagocytarną tych komórek, którą przejawiają w nieobecności 
uczulonych limfocytów, przeciwciał i dopełniacza /147/. 

W stanach patologicznych zwanych zapaleniem, reakcja 
komórek fagocytarnych staje się procesem bardziej dramatycz-
nym. Krążące monocyty, a głównie neutrofile, które w warun-
kach fizjologicznych przylegają do śródbłonka naczyń w nie-
wielkiej liczbie, zaczynają masowo migrować przez ścianę 
naczynia do tkanki /135/- Ruch ten jest aktywny i odbywa 
się w gradiencie czynników chemotaktycznych, uwalnianych 
z komórek tucznych, płytek krwi, bazofilów, eozynofilów, 
neutrofilów, uczulonych limfocytów oraz tkanek /73,77/. 
Proces fagocytozy wspomagany jest udziałem przeciwciał 
opsonizujących i cytofilnych oraz dopełniacza /144/. 

C h a r a k t e r y s t y k a g r a n u l o c y t ó w 

Granulocyty uwalniane są ze szpiku w postaci komórek 
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dojrzałych funkcjonalnie. Zawierają one szereg silnie 
działających enzymów lizosomalnych, jak: elastaza, 
kolageneza, kwaśna fosfataza, peroksydaza. Najlepiej 
poznaną grupą granulocytów są neutrofile, które wykazują 
silne własności fagocytarne. Funkcje eozynofilów i bazo-
filów są jeszcze mało poznane. Jedną z czynności eozyno-
filów, występujących głównie w tkankach, może być regulo-
wanie reakcji związanych z degranulacją komórek tucznych 
/97/. Eozynofile mają zdolność unieczynniania histaminy 
i działają przeciwzapalnie. Pochłaniają również komplek-
sy antygen - przeciwciało /23/. Funkcje bazofilów wiąza-
ne są z reakcją anafilaktyczną oraz nadwrażliwością typu 
późnego /73/. 

Aktywność granulocytów w procesach przylegania 
komórkowego, fagocytozy i lizy komórkowej związana jest 
z obecnością w błonie komórkowej receptorów dla fragmentu 
?c IgC- oraz dla dopełniacza. Obecność tych receptorów 
stwierdzono u około 30-90% neutrofilów i 10-20$ eozynofilów 
człowieka. Receptor FcIgG- wykryto również w błonie komórko-
wej bazofilów /66/. U ludzi z chorobą alergiczną 20% eozyno 
filów wykazuje obecność receptorów E dla erytrocytów barana 
/23,12S/. Eozynofile psów również tworzą spontaniczne 
rozetki E z erotrycytami /151/. 
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C h a r a k t e r y s t y k a k o m ó r e k 

l i n i i m o n o c y t - m a k r o f a g 

Komórki linii monoidalnej powstają w szpiku z komórek 
prekursorowych i jako monocyty krążą w krwi obwodowej, skąd 
aktywnie migrują do tkanek. Populacja monocytów migrujących 
stanowi około 75 % puli wewnątrznaczyniowej /87/. 
W tkankach monocyty nabywają właściwości charakterystycz-
nych dla środowiska danej tkanki i stają, się makr of agami 
/16/. Makrofagi tkankowe występują w formie komórek osiad-
łych lub wolnych. Mogą one ulegać fuzji komórkowej tworząc 
komórki olbrzymie lub różnicować się w komórki podobne do 
nabłonkowych /114/. Punkcja tak zmienionych makrofagów nie 
jest znana. 

Komórki linii monocyt - makrofag pełnią ważną role 
w indukowaniu i regulacji odpowiedzi immunologicznej. Makro-
fagi biorą udział w przygotowaniu antygenu, który w formie 
natywnej jest słabo immunogenny dla limfocytów. Obecność 
makrofagów znacznie podnosi odpowiedź komórek immunologicz-
nie zaangażowanych na alloantygeny oraz mitogeny /6, 84/. 
Makrofagi wykazują również cytotoksyczną aktywność antynowo-
tworową /26/. 

Punkcja komórek linii monocyt - makrofag związana jest 
z obecnością receptorów powierzchniowych dla PcIgG-, C3, C3b 
oraz receptorów dla limfocytów /71/. Makrofagi płucne, 
otrzewnowe, węzłów chłonnych, chłonki przedwęzłowej tworzą 

http://rcin.org.pl



- 11-

spontanicznie zlepy z limfocytami. Zjawisko to opisano 
u ludzi i zwierząt, w układach zależnych, jak i niezależ-
nych od obecności antygenu /80, 130/. 
Fizyczny kontakt makrofagów z limfocytami wydaje się być 
związany z procesem współdziałania komórek w reakcjach 
immunologicznych /143/. 

Dojrzałe makrofagi wydzielają szereg substancji czyn-
nych biologicznie, jak lizozymr, składniki dopełniacza, 
aktywator plazminogenu, stymulatory limfocytów, prostaglan-
dyny /l^/. 

C h a r a k t e r y s t y k a l i m f o c y t ó w 

Ustalono istnienie dwóch dużych populacji limfocytów, 
komórek B i T, które różnicują się w odrębnych, centralnych 
narządach limfatycznych, torebce Fabrycjusza i grasicy. 
Z centralnych narządów limfatycznych limfocyty migrują do 
narządów obwodowych, tj. węzłów chłonnych, śledziony, tkanki 
limfatycznej jelita cienkiego /GALT/, tkanki limfatycznej 
płuc /BALT/ oraz mało zdefiniowanej populacji lamina propria 
wielu narządów. W obwodowych narządach limfatycznych limfo-
cyty T i B zasiedlają charakterystyczne dla siebie obszary 
/71 /. 

Komórki B są populacją niejednorodną, od prekursorów 
do komórek plazmatycznych. Różnią się one długością życia, 
markerami powierzchniowymi, klasami wytwarzanych immunoglo-
bulin /85, 89/. Mechanizm stymulacji komórek B do wytwarza-
nia przeciwciał zależy od natury antygenu. 

http://rcin.org.pl



- 12 -

Antygeny T-zależne nie mogą pobudzać komórek B bezpośrednio 
i prawdopodobnie aktywacja następuje za pośrednictwem makro-
fagów oraz komórek T /90/. Proces aktywacji komórek B przez 
antygeny T-niezależne nie wymaga udziału komórek T. Antygeny 
takie są związkami o wysokim stopniu polimeryzacji i znacz-
nej powtarzalności identycznych determinantów. Należą do 
nich antygeny pochodzenia bakteryjnego, jak polisacharydy 
i lipopolisacharydy /75/. 

Dojrzałe komórki B charakteryzują się obecnością po-
wierzchniowych. immunoglobulin /slg/, receptorów dla dopeł-
niacza /C3b, C3d/, receptorów FcIgG, PcIgM /39/, FcIgA /?9/ 
oraz dla wirusa Epstein-Barr'a /10, 71, 83/. 

Komórki populacji T biorą udział w reakcjach immunolo-
gicznych typu komórkowego, jak odrzucanie przeszczepu,reakcja 
nadwrażliwości typu późnego, reakcja przeszczep przeciwko 
gospodarzowi /GvH/. Pełnią one również rolę regulatorów 
odpowiedzi immunologicznej i wpływają na proces różnicowania 
się limfocytów B w komórki wydzielające immunoglobuliny. 
Komórki potęgujące odpowiedź humoralną nazwane zostały komór-
kami pomocniczymi /helper cells/, a komórki hamujące odpowiedź, 
supresorowymi /supressor cells/. Komórki T regulacyjne mogą 
występować zarówno w formie komórek prekursorowych, jak i 
efektorowych. 

U myszy komórki T regulacyjne można określać przy pomocy 
markerów powierzchniowych /18/. W rozwoju tymocytów najwcześ-
niej pojawiają się antygeny typu Thy 1 i TL, później antygeny 
Ly1,2,3 /71/. 

http://rcin.org.pl



- 13 -

Antygeny Thy zostały opisane również na komórkach T u ludzi 
i psów /25, 71/. Komórki T z antygenem Ly1 należą do popu-
lacji komórek pomocniczych, które kontrolują reakcje nadwraż-
liwości typu późnego i odpowiadają w mieszanej hodowli limfo-
cytów. Komórki T z antygenem Ly2,3 należą do populacji komó-
rek supresorowych i wykazują efektorową aktywność cytotoksycz-
ną /71, 83/. Komórki T supresorowe można podzielić na specy-
ficzne i niespecyficzne antygenowo. Komórki niespecyficzne 
antygenowo można indukować przy pomocy mitogenów, PHA i ConA. 
Komórki supresorowe hamują odpowiedź limfocytów cytotoksycz-
nych, uczulonych przez alloantygeny lub mitogeny /13/ oraz 
powodują przedłużenie przeżycia przeszczepu nerki /119/. 

Komórki T biorą udział w dwóch typach reakcji cytotok-
sycznych, reakcji komórkowej, CMC /cell mediated cytotoxicity/ 
wyrażanej przez uczulone limfocyty oraz w reakcji zależnej 
od przeciwciał, ADCC /antibody dependent cell cytotoxicity/. 
Efektorowe komórki cytotoksyczne naciekające allogeniczne 
przeszczepy nie proliferują in vitro i nie odpowiadają na 
alloantygeny i mitogeny. Jednocześnie, cytotoksyczne komórki 
T śledziony biorcy przeszczepu mają zdolność proliferowania 
in vitro /7/. 

Wydaje się, że prekursorami komórek efektorowych w reak-
cji CMC u ludzi są komórki a prekursorami komórek biorą-
cych w reakcji ADCC są komórki Obserwacje te nie zostały 
potwierdzone w doświadczeniach na myszach /127/. Istnienie 
subpopulacji T̂ a, i T^ związane jest z obecnością receptorów 
FcIgG lub FcIgM. Receptor FcIgG- wykrywany jest na świeżo 
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izolowanych komórkach należących do populacji T^ . Receptor 
FcIgM można wykrywać tylko na komórkach hodowanych in vitro 
/108/· Obie populacje komórek, Τ^ i T^ odpowiadają podob-
nie na Con A i odmiennie na PHA. Komórki Τ n a l e ż ą do komó-
rek pomocniczych i wykazują obecność niespecyficznej, kwaśnej 
esterazy. Komórki T^ należą do komórek supresorowych /71/ 
i stanowią około 20$ komórek Τ w krwi człowieka. Komórki Τ ^ 
stanowią 75$ populacji Τ w krwi obwodowej /137/. 

Z najnowszych badań wynika, że receptor FcIgG- nie może 
być uznany za specyficzny dla limfocytów Β lub T. Jest on 
strukturą niezależną od antygenów grasicy czy torebki 
Fabrycjusza i występuje na wszystkich komórkach powstających 
z komórki pnia szpiku /95/. 

Receptory FcIgA i FcIgM również występują na ohu typach 
limfocytów /79/. Obie populacje limfocytów wykazują również 
obecność receptora C3, którego funkcja na komórkach Τ nie 
jest znana /67/. Komórki Τ z receptorem C3 stanowią około 
31$ populacji limfocytów Τ przewodu piersiowego u dzieci. 
W krwi obwodowej i tkankach limfatycznych jest ich około 2$. 
W procesie dojrzewania funkcjonalnego komórki Τ tracą recep-
tor C3 /129/. 

Limfocyty Τ i B, wykazując podobieństwo morfologicznej 
budowy błony komórkowej /1/ oraz obecność receptorów Fc i C3, 
mogą być różnicowane przy pomocy markerów najbardziej charak-
terystycznych, tj. powierzchniowych immunoglobulin na komór-
kach Β oraz receptorów dla obcogatunkowych erytrocytów /E/ 
na komórkach Τ /10, 115/. 
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Dojrzałe komórki T myszy, szczurów i ludzi wykazują ponadto 
aktywność niespecyficznej kwaśnej esterazy, którą można wy-
krywać cytochemicznie /21,43/. 

Receptory E dla erytrocytów barana występują na prawie 
wszystkich dojrzałych komórkach T u ludzi /10/, ale "brak ich 
u myszy, szczurów i psów. Komórki T psów wykazują natomiast 
powinowactwo do erytrocytów ludzkich grupy A /11,15,152/. 

Wydaje się, że istnieją dwie, odmienne funkcjonalnie 
subpopulacje T, które różnią się stopniem powinowactwa do 
erytrocytów. Populacja o dużym powinowactwie tworzy rozetki 
E wczesne /tzw. aktywne/ w temp. 37°C i charakteryzuje się 
niską odpowiedzią na PHA. Tworzenie rozetek wczesnych jest 
właściwością komórek mniej dojrzałych immunologicznie /58,113/ 
oraz limfoblastów /12,121/. Populacja o małym powinowactwie 
do erytrocytów tworzy rozetki E późne, w temp.4°0, a proces 
zależy od czasu inkubacji /58/. 

Funkcjonalne zróżnicowanie obwodowych komórek T obserwo-
wano również w badaniach zdolności proliferacyjnych komórek 
pod wpływem mitogenów, PHA i ConA. Komórki T należące do 
prekursorów komórek efektorowych odpowiadają silniej na ConA, 
natomiast komórki amplifikujące /amplifier cells/ odpowiadają 
w jednakowym stopniu na oba mitogeny /83,136/. Zróżnicowanie 
odpowiedzi na mitogeny wiązane jest ze stopniem dojrzałości 
immunologicznej komórek. Świadczy o tym gęstość determinant 
tów Thy1, które ulegają redukcji w procesie dojrzewania komó-
rek T /83/. Komórki charakteryzujące się dużą gęstością anty-
genu Thy silniej odpowiadają na ConA niż PHA /116, 117, 124/. 
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W ostatnich latach ustalono istnienie naturalnego 
mechanizmu efektorowego skierowanego przeciwko allogenicz-
nym i ksenogenicznym nowotworom, który opisano u ludzi, 
myszy i szczurów. Początkowo, komórki odpowiedzialne za 
ten mechanizm, które nazwano NK /natural killer cells/, 
wyodrębniono jako trzecią populację limfocytów nie-T 
i nie-E. Użycie surowic skierowanych przeciwko limfocytom 
T pozwoliło określić przynależność komórek NK do populacji 
T, U myszy komórki te wykazują niską gęstość antygenu Thy1, 
co pozwala przypuszczać, że należą do populacji mało doj-
rzałej immunologicznie. Inkubacja limfocytów z hormonem 
grasicy, tymozyną, powoduje obniżenie aktywności komórek NK. 
Naturalnie istniejące komórki NK nie wykazują obecności slg, 
nie przylegają do powierzchni i nie fagocytują. Mają nato-
miast receptor FcIgG /61,120/. Prawdopodobnie komórki NK 
nie są populacją jednorodną i różnią się gęstością prezento-
wanych markerów powierzchniowych /107,142/. 

Aktywność komórek NK może być indukowana przez szereg 
czynników wirusowych, komórkowych i chemicznych, jak 
interferon /146/• Naturalna aktywność cytotoksyczna induko-
wana jest również w czasie hodowli komórek in vitro, w popu-
lacji, z której usunięto uprzednio komórki NK /102/. 

Altman i Rapp /3/ wykazali różny rozkład komórek NK 
w tkankach. Obserwowali oni wysoką aktywność cytotoksyczną, 
skierowaną przeciwko komórkom linii K 362, w krwi obwodowej 
i śledzionie świnek morskich oraz niską aktywność w węzłach 
chłonnych. Podobny rozkład komórek NK obserwowano u szczurów 
/106/. 
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Obok naturalnie cytotoksycznych komórek NX stwier-
dzono istnienie spontanicznie cytotoksycznych komórek K 
/killer cells/, które biorą udział w reakcji ADCC w obecnoś-
ci naturalnych przeciwciał. Komórki K również wykazują 
obecność receptora FcIgG- i być może należą do tej samej 
subpopulacji komórek co komórki NK. Oba typy komórek biorą 
jednak udział w odrębnych mechanizmach cytotoksycznych 
/14,61,74/. Największą aktywność cytotoksyczną komórek K 
obserwowano w krwi obwodowej i śledzinie, podobnie jak komó-
rek NK /28/. 

P o c h o d z e n i e i s k ł a d 

k o m ó r k o w y c h ł o ń k i 

Chłonka jest częścią płynu śródmiąższowego, który 
odpływa z przestrzeni śródmiąższowej drogą naczyń chłonnych. 
Objętość i skład chłonki warunkuje błona kapilarna, czyli 
tzw. bariera krew - chłonka. Z początkowych naczyń chłonnych 
chłonka płynie do naczyń zbiorczych i do przewodu piersiowego, 
skąd dostaje się do krwi /99/. 

Chłonka zawiera erytrocyty i leukocyty w różnych propor-
cjach, zależnie od zmian fizjologicznych lub patologicznych 
w obszarze ciała, gdzie jest formowana /91/. 

Obecność komórek krwi w chłonce i innych płynach ustro-
jowych, a więc poza łożyskiem naczyń krwionośnych, obser-
wowano od dawna. Badania nad komórkami chłonki były jednak 
ograniczone małą ilością uzyskiwanego materiału biologicznego. 
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Dopiero opracowanie metody długotrwałego zbierania chłonki 
w warunkach fizjologicznych /55/, oraz mikrometod dla oceny 
funkcjonalnej leukocytów pozwoliło podjąć takie badania. 

Chłonkę dzieli się na chłonkę centralną oraz chłonkę 
obwodową, która nie przeszła przez tkankę limfatyczną 
/chłonka przedwęzłowa/. 

Chłonka centralna to chłonka przewodu piersiowego, prze-
wodu chłonnego otrzewnej oraz chłonka wypływająca z węzłów 
chłonnych. Komórki chłonki przewodu piersiowego to w więk-
szości małe limfocyty o niewielkiej aktywności mitotycznej 
oraz komórki blastyczne. U owcy chłonka przewodu piersiowego 
zawiera również w niewielkiej liczbie erytrocyty oraz wyjąt-
kowo neutrofile. U przeżuwaczy oraz w stanach zwiększonej 

i * f , . 

orzeouszczainosei naczv.i w reakcjach odrzucania orzeszczeou 
i pod działaniem promieniowania jonizującego, liczba erytro-
cytów w chłonęe wzrasta. Chłcnka przewodu chłonnego otrzew-
nej zawiera poza limfocytami monocyty, granulocyty oraz ma-
krofagi. Skład komórkowy chłonki wypływającej z węzłów chłon-
nych uzależniony jest od obszaru ciała. W chłonę9 centralnej 
pochodzącej z jelit, nerek, wątroby, mogą występować formy 
blastyczne limfocytów oraz eozynofile, które w stanach pato-
logicznych mogą stanowić nawet 20% populacji komórkowej /91/. 

Chłonka obwodowa /przedwęzłowa/ zawiera kilkanaście, 
a nawet kilkadziesiąt razy mniej leukocytów w mm niż chłonka 
centralna, od której różni się również składem komórkowym. 
Charakterystyczną cechą chłonki przedwęzłowej jest 
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występowanie makrofagów. U człowieka i owcy stanowią one 
do 20% populacji leukocytów, a u królika nawet 50%. 
Liczba erytrocytów i granulocytów w chłonce obwodowej jest 
również zróżnicowana gatunkowo /56,72,130,132/. 

W stanach patologicznych skład komórkowy chłonki 
przedwęzłowej ulega zmianie. Podskórne podanie antygenu 
powoduje pojawienie się neutrofilów, które w 24 godzinie 
po podaniu stanowią 70 - 80% populacji leukocytów. V/ tym 
czasie zwiększa się wypływ chłonki oraz stężenie komórek 
w mm3 /131/. W chłonce przedwęzłowej autoprzeszczepu skóry 
w 48 godzin po przeszczepie obserwowano wzrost liczby komó-
rek linii monocyt - makrofag, nawet do 75% /55/. 

P o c h o d z e n i e k o m ó r e k c h ł o n k i 

Zdecydowana większość komórek chłonki centralnej nie 
jest tworzona w tkankach limfatycznych, lecz pochodzi z 
krożenia krwi i stale recyrkuluje między krwią i chłonką 
/ 5 2, 54/. 

Limfocyty recyrkulujące należą do komórek długożyjących 
i stanowią około 90% populacji przewodu piersiowego oraz 70% 
populacji krwi /33,104/. Recyrkułują zarówno komórki T jak 
i B, a kinetyka tego procesu jest różna w zależności od typu 
komórki /65/. 

Głównymi miejscami recyrkulacji są węzły chłonne /52/, 
śledziona /41,103/ i tkanka limfatyczna jelita /57/. 
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Rycina 1. Schemat migracji komórek z kapilarów krwionośnych 
do początkowych naczyń chłonnych. 

W tkankach tych limfocyty wędrują z krwi przez ścianę kapi-
larów krwionośnych do przestrzeni śródmiąższowej, skąd 
wybiórczo migrują do obszarów charakterystycznych dla po-
Dulacji T lub B. Zjawisko rozpoznawania przez limfocyty 
określonych miejsc nazwano homing*iem /93/. 

W stanach patologicznych obserwowany jest zwiększony 
napływ limfocytów z krwi do węzła stymulowanego antygenem 
/60/ oraz do miejsc zapalnych /131 /• Komórki opuszczające 
stymulowany węzeł chłonny to limfoblasty powstałe w węźle 
oraz limfocyty recyrkułujące, spośród których komórki T po-
jawiają się w chłonce wypływającej z węzła wcześniej niż 
komórki B /45/. 
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Podanie dożylnie farmakologicznych dawek kortykosterydów 
powoduje przejściową ucieczkę limfocytów z krążenia /126/• 
Badania wykazały, że limfocyty te należą do komórek T puli 
recyrkułującej i są odnajdywane w szpiku kostnym /17,37,38/. 

Limfocyty opuszczają łożysko naczyniowe i migrują do 
przestrzeni śródmiąższowej większości, jeśli nie wszystkich 
tkanek. W tkankach nielimfatycznych najwięcej komórek migruje 
przez wątrobę i jelito cienkie, najmniej przez mózg /110/. 
Limfocĵ ty z przewodu piersiowego lub krwi podane śródskórnie 
opuszczają miejsce podania i są odnajdywane w naczyniach przed-
węzłowych oraz najbliższym węźle chłonnym /29,56,63/. 

Rycina 2. Schemat recyrkulacji limfocytów przez tkanki 
/wg Rannie /111/ 
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Przez tkanki nielimfatyczne migruje około 10% komórek 
puli recyrkułującej /111/. Limfocyty obecne poza łożyskiem 
naczyniowym obserwowano w skórze /133/, płynie maziowym /47/, 
płynie otrzewnowym i opłucnowym, substancji szklistej oka, 
siarze /24,82/. Zdecydowana większość limfocytów z płynów 
ustrojowych należy do populacji T. Komórki te tworzą w 83% 
rozetki E typu wczesnego i w 93% rozetki E typu późnego /w krwi 
odpowiednio 13% i 55%/. Większość komórek z płynów ustrojowych 
ma receptor FcIgG- /86%, a w krwi 28%/ i tylko 2% komórek wy-
kazuje obecność powierzchniowych immunoglobulin /w krwi 17%/ 
/82/. Limfocyty obecnee w płynie maziowym charakteryzują 
się, w odróżnieniu od limfocytów krwi, wysoką autotransforma-
cją blastyczną, tworzeniem rozetek E typu wczesnego oraz two-
rzeniem zlepów z monocytami /47/. 

W piśmiennictwie mało jest prac przedstawiających cha-
rakterystykę komórek chłonki przedwęzłowej. Wśród limfocytów, 
które stanowią większość komórek chłonki przedwęzłowej u ludzi 
obserwowano zaledwie 2% limfocytów z powierzchniowymi immuno-
globulinami /49/. 

Obserwację tą potwierdzają badania przeprowadzone na zwierzę-
tach /45,89,125/. 

Funkcje immunologiczne komórek migrujących przez tkanki 
nielimfatyczne są jeszcze mało poznane /35/. 
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M e c h a n i z m y p r z e c h o d z e n i a 

k o m ó r e k p r z e z ś c i a n ę k a p i l a r ó w 

Spontaniczny ruch leukocytów, podobny do ruchu ameby, 
jest procesem aktywnym, energochłonnym, zależnym od udziału 
kurczliwych białek, aktyny i miozyny. Białka te tworzą włókien-
ka ulegające polimeryzacji do mikrofilamentów. Związki blokują-
ce polimeryzację włókienek, jak cytochalazyna B, hamują sponta-
niczny ruch komórki. Drugim elementem odpowiedzialnym za ruch 
komórki są mikrotubule, struktury utworzone ze spolimeryzowa-
nych włókienek białka tubuliny. Związki blokujące polimeryza-
cję tych włókienek, jak kolchicyna i vinblastyna, nie hamują 
spontanicznego ruchu komórki, ale powodują utratę orientacji 
w ruchu ukierunkowanym przez czynnik chemotaktyczny. Zarówno 
ruch spontaniczny jak i chemotaksja, obserwowane in vitro, są 
właściwością granulocytów, monocytów i limfoblastów /I47/. 

Świeżo izolowane limfocyty krwi nie wykazują zdolności 
ruchu. Spontaniczny ruch tych komórek związany jest z aktywa-
cją ich błony komórkowej przez makrofagi, izologiczne limfocy-
ty lub PBA /118/. Limfoblasty wykazują również zdolność ruchu 
chemotaktycznego, w gradiencie kazeiny lub surowicy indukowa-
nej endotoksyną /100/. Czynnikiem chemotaktycznym dla limfo-
cytów są głównie substancje uwalniane przez uczulone limfocyty 
i makrofagi. Inne czynniki chemotaktyczne, typowe dla fagocy-
tów, jak frakcja C5 dopełniacza, nie mają wpływu na ruch 
limfocytów /145/. 
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Z obserwacji doświadczalnych i klinicznych wynika, że 
ruch spontaniczny i chemotaksja należą do dwóch odrębnych me-
chanizmów ruchu leukocytów /59/. 

Zjawisko przechodzenia komórek przez ściany kapilarów 
dotyczy wszystkich typów komórek krwi, gdyż wszystkie można 
odnaleźć poza łożyskiem naczyniowym, w tkance. Wydaje się, że 
mechanizm przechodzenia leukocytów i erytrocytów przez ścianę 
naczynia jest różny. Ruch erytrocytów jest procesem biernym 
i zależy od zmian hemodynamiczny ch w naczyniu. Stosunek lim-
focytów do erytrocytów w chłonce obwodowej ludzi wynosi około 
4:1, podczas gdy w krwi jest mniejszy niż 1:3000. Ruch leuko-
cytów przez śródbłonek naczyń jest więc procesem aktywnym /31/. 

Mechanizm migracji leukocytów do tkanek nielimfatycznych 
w warunkach fizjologicznych nie jest znany. Wydaje się, że w 
przypadku granulocytów i monocytów jest to ruch chemotaktyczny, 
wywołany obecnością w tkance czynników zwiększających przepusz-
czalność śródbłonka naczyń. 

Limfocyty migrują przez śródbłonek naczyń niezależnie 
od stanu jego przepuszczalności, a proces związany jest ze 
zdolnością limfocytów do rozpoznawania specyficznych struktur 
na komórkach śródbłonka. Współdziałanie limfocytów z komórkami 
śródbłonka w procesie migracji może być modyfikowane przez 
czynniki fizjologiczne lub patologiczne w obrębie tkanki /93/. 
Zjawisko migracji leukocytów do miejsca zapalenia może być 
związane z miejscowym uwalnianiem enzymu glikozydazy, który 
działając na cukry ooecne na powierzchni błony komórkowe i 
leukocytów, prowadzi do zmiany struktury błony komórkowej /48/. 
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Mało poznany jest również mechanizm migracji limfocytów 
do tkanek limfatycznych. W węzłach chłonnych limfocyty opusz-
cza ją krew w żyłkach pozakapilarnych warstwy przykorowej, co 
zostało udowodnione przez Gowans'a i wsp. /52/. 

Żyłki pozakapilarne charakteryzują się obecnością komórek 
śródbłonka o specyficznej budowie morfologicznej. Są to tzw. 
komórki wysokie śródbłonka i limfocyty migrują w ich przestrze-
niach międzykomórkowych /4,36,94/. Poza węzłami chłonnymi i 
kępkami Peyer'a, komórki wysokie śródbłonka występują w tkance 
limfatycznej jelita cienkiego, zlokalizowanej w kosmkach. 
Komórki wysokie pojawiają się również w śródbłonku miejsc chro-
nicznie zapalnych» 

Komórki wysokie śródbłonka charakteryzują się dużą licz-
bą rybosomów i mitochondrów, mają silnie rozbudowany aparat 
Golgliego oraz zawierają enzymy, jak kwaśna fosfataza, niespe-
cyficzna esteraza, glukuronidaza. Ich duża aktywność metabo-
liczna wiązana jest z mechanizmem migracji limfocytów /5/. 

Pierwszym etapem koniecznym dla zapoczątkowania diapedezy 
komórki jest bezpośredni kontakt limfocyta z komórkami śród-
błonka /22,32/. Limfocyty przewodu piersiowego, śledziony i 
węzłów chłonnych wykazują większe powinowactwo do komórek śród-
błonka niż limfocyty grasicy i szpiku /134, 149/. Recyrkulują-
ce komórki T i B mają taką samą zdolność przylegania do komórek 
wysokich /76/. Specyficzny kontakt limfocyta z komórką wysoką 
śródbłonka zależy również od aktywności metabolicznej samego 
limfocyta i jest procesem energozależnym /27/, wymagającym 
udziału cytoplazmatycznych mikrofilamentów /149/. 
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Mechanizm łączenia się limfocytów z komórkami śródbłonka 
żyłek pozakapilarnych nie jest znany. Wydaje się, że w procesie 
tym biorą udział komplementarne struktury obecne na obu typach 
komórek /42/. Jedne z nich, to wrażliwe na działanie trypsyny 
powierzchniowe glikoproteiny obecne na limfocytach /4,44,123/. 
Przebadano szereg czynników, jak enzymy, mitogeny, lipopolisa-
charydy bakteryjne, które mogą wpływać na kontakt limfocytów 
z komórkami śródbłonka i powodować zróżnicowanie rozmieszczenia 
limfocytów w poszczególnych tkankach /42/. 

Strukturą odpowiedzialną za rozpoznawanie komplementar-
nych determinantów na komórkach wysokich mogą być również mikro-
kosmki limfocytów /4,34/. Mechanizm migracji limfocytów przez 
węzeł chłonny wiązany jest także z obecnością IgG na powierzch-
ni komorek srodbłonka żyłek pozakapilarnych /139/. 

Wg De Sousa i wsp. /1.33/ limfocyty migrują między krwią 
a chłonką w gradiencie białek wiążących żelazo. Białka te, 
laktoferynp, transferyna i ferrytyna produkowane są przez leuko-
cyty. Receptory dla transferyny obserwowano na limfocytach 
krwi u ludzi, a dla ferrytyny na komórkach.T. Migracja komórek 
w gradiencie białek wiążących żelazo może mieć szczególne zna-
czenie w mechanizmie recyrkulacji limfocytów przez śledzionę, 
gdzie limfocyty krwi, po przejściu przez zatokę brzeżną, prze-
dostają się do pochewki okołotętniczej /PALS/, skąd przez zato-
kę żylną wracają do krwi /71/. 

Rannie i Ford /111/ postulują istnienie dwóch odrębnych 
mechanizmów wybiórczej migracji limfocytów, do śledziony i 
tkanek nielimfatycznych /mechanizm oporny na działania trypsyny/ 

http://rcin.org.pl



- 27 -

oraz do węzłów chłonnych i miejsc reakcji komórkowej /mecha-
nizm wrażliwy na działanie trypsyny/. 

I m m u n o l o g i c z n a f u n k c j a k o m ó r e k 

m i g r u j ą c y c h p r z e z t k a n k i n i e l i m -

f a t y c z n e . 

Populacja komórek migrujących przez tkanki jest jeszcze 
mało poznana. Należą do niej recyrkulujące limfocyty T oraz 
limfocyty B, które są przede wszystkim długożyjącymi komórkami 
pamięci immunologicznej /83/. Wydaje się, że istnieją dwie 
subpopulacje recyrkulujących limfocytów T, charakteryzujące 
się różną drogą migracji. Subpopulacja T 1 wykazuje duże powi-
nowactwo do śledziony i wzbogacona jest w komórki pomocnicze, 
komórki supresorowe oraz komórki efektorowe reakcji G- v H. 
Subpopulacja T2 recyrkuluje głównie przez węzły chłonne i zawie-
ra komórki T pamięci immunologicznej oraz komórki reagujące 
w mieszanej hodowli limfocytów. 

Po stymulacji antygenem obserwowany jest wzmożony napływ 
recyrkulujących limfocytów do tkanki i tylko niewielka część 
tych komórek jest specyficzna antygenowo /71/. 

Zdecydowaną większość komórek migrujących przez tkanki 
nielimfatyczne do chłonki przedwęzłowej stanowią komórki T 
/49,89/. Aktywność efektorowa tych komórek, mierzona w teście 
skórnym NLT /normal lymphocytetransfer/ jest zdecydowanie niż-
sza niż aktywność komórek chłonki wypływającej z węzła i komórek 
křwi /125/. W porównaniu z krwią obwodową, niski poziom cyto-
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toksyczności komórkowej mierzonej w teście ADCC obserwowano 
również w chłonce przedwęzłowej węzła podkolanowego i chłonce 
przewodu piersiowego /64/• 

Chłohka przedwęzłowa u ludzi zawiera około 66% limfocytów 
z antygenem Ia/w krwi 32%/. U myszy limfocyty T z antygenem la, 
które wiążą na swojej powierzchni antygen i pobudzają inne ko-
mórki do odpowiedzi efektorowej nazywane są inicjatorowymi• 
Być może komórki chłonki przedwęzłowej również pełnią funkcję 
inicjatorową w odpowiedzi komórkowej i współdziałają z innymi 
komórkami odpornościowymi /49, 82/. 

W populacji komórek naciekających allogeniczny przeszczep 
gąbki Ascher i wsp. /7/ obserwowali neutrofile, makrofagi i 
limfocyty. Komórki te wykazywały silną aktywność cytoksyczną 
w porównaniu z komórkami śledziony biorcy przeszczepu oraz 
były wzbogacone w antygenowo specyficzne1nie specyficzne komórki 
supresorowe. Istnieje przypuszczenie, że komórki supresorowe 
i cytotoksyczne mają zdolność migrowania z narządów limfatycz-
nych do miejsc zapalnych, gdzie pozostają do momentu wyelimi-
nowania czynnika stymulującego reakcję odpornościową. Komórki 
pomocnicze należą natomiast do populacji niemigrującej /7/. 

Utrzymanie stanu immunologicznej homeostazy wymaga 
współdziałania mechanizmów efektorowych reakcji odpornościowej 
z mechanizmami pomocniczymi i supresorowymi, za pośrednictwem 
kooperacji komórkowej. 

W mechanizmie supresorowym można wyróżnić trzy odrębne 
systemy: związany z komórkami T /indukowany przez ConA/, 
związany z komórkami mającymi zdolność przylegania do powierzch-
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ni /limfocyty B i monocyty/ oraz związany z udziałem prosta-
glandin. Aktywacja tych systemów nie wymaga proliferacji 
komórek /112/. 

Prostaglandyny produkowane przez wszystkie tkanki oraz 
limfocyty, monocyty i płytki krwi, biorą udział w różnych pro-
cesach immunologicznych. Zablokowanie syntezy prostaglandyn 
prowadzi do wzmocnienia reakcji odpornościowych, co obserwowano 
w różnych układach doświadczalnych /51/. 

Ważnym mechanizmem homeostazy immunologicznej jest opisa-
na w ostatnich latach cytotoksyczność naturalnie istniejących 
komórek NK i K. Komórki te występują głównie w krwi obwodowe.j 
i śledzionie, a ich aktywność w węzłach chłonnych, migdałkach 
i grasicy jest niewielka /3,28,106/. Można przypuszczać, że 
komórki NK i K należą do puli recyrkułującej przez śledzionę 
i tkanki nielimfatyczne. Komórki wysięku otrzewnowego wykazują 
niską aktywność komórek NK w porównaniu z komórkami śledziony 
/3/. Aktywność ta rośnie po dootrzewnowym podaniu szczepionki 
BCG /14S/. Cytotoksyczność naturalnie istniejących komórek 
NK i K w krwi również wzrasta po jednorazowym, śródskórnym 
podaniu szczepionki BCG /140/. 

R o l a p r z e d w ę z ł o w y c h n a c z y ń 

c h ł o n n y c h w p r o c e s i e r o z w o j u 

r e a k c j i o d p o r n o ś c i o w y c h . 

Przedwęzłowe naczynia chłonne, droga odpływu cząstek 
obcych antygenowo, komórek odpornościowych i szczątków komór-
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kowych z tkanki do regionalnego węzła chłonnego, odgrywają 
kluczową rolę w powstawaniu odpowiedzi immunologicznej typu: 
zapalenie, reakcja Arthusa, nadwrażliwość typu późnego, odrzu-
canie przeszczepu. 

Wg teorii Medawar'a o obwodowym powstawaniu uczulenia, 
komórki migrujące do tkanki nieunaczynionego przeszczepu i 
rozpoznające antygeny tkankowe, opuszczają przeszczep i drogą 
przedwęzłowych naczyń chłonnych trafiają do najbliższego węzła 
chłonnego. Powstałe w węźle komórki efektorowe wracają drogą 
centralnych naczyń chłonnych i krwi do tkanki przeszczepu 
/8,91/. 

Wagę chłonnego łożyska naczyniowego w powstawaniu uczu-
lenia potwierdzają liczne badania tzw. miejsc immunologicznie 
uprzywilejowanych, pozbawionych unaczynienia chłonnego. 
Miejsca takie dłużej utrzymują allogeniczne przeszczepy skóry 
/9,109,141/, co może być spowodowane wytworzeniem u biorcy 
przeciwciał wzmacniających /enhancing antibody/ /86/. 

Przedwęzłowe naczynia chłonne mogą również stanov/ić 
naturalną drogę dla komórek nowotworowych, uwolnionych z 
tkanki nowotworowej, które po dotarciu do regionalnego 
węzła chłonnego zostają rozpoznane /50/. Juillard i wsp. 
/68,69/ obserwowali redukcję tkanki nowotworowej u psów 
w wyniku podania napromieniowanych komórek nowotworowych 
bezpośrednio do naczyń przedwęzłowych kończyn. Mechanizm 
prowadzący do ograniczenia masy nowotworu nie jest znany. 
Wydaje się, że podanie antygenu bezpośrednio do układu 
naczyń przedwęzłowych może wywołać efekt adjuwantowy, podobny 
do działania szczepionki BCG-. 
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3. M A T E R I A Ł I M E T O D Y 

A. Grupy doświadczalne 

Badania wykonano w 3 grupach: 
I. psy zdrowe, 

II. psy z ostrym zastojem chłonnym w kończynie tylnej, 
III. psy z przewlekłym zastojem chłonnym w kończynie tylnej. 

Populacje komórkowe chłohki przedwęzłowej porównywano 
równocześnie we wszystkich przypadkach z populacjami wyodręb-
nionymi z obwodowej krwi żylnej tego samego psa. 

B. Otrzymywanie chłonki 

Chłonkę przedwęzłową psów grupy I i II uzyskiwano drogą 
drenażu naczyń chłonnych, towarzyszących żyle odstopowej koń-
czyny tylnej, metodą opisaną przez Engeset'a i wsp. /30/# 
Do naczynia chłonnego wprowadzano kaniulę polietylenową typu 
PE 60 /Intramedic/ o średnicy 0,3 mm. Na 3 dni przed i w dniu 
kaniulacji psom podawano podskórnie 1200000 j. Debecyliny 
/Polfa//15 kg. Psy znieczulano wprowadzając dożylnie pentobar-
bitural /Nembutal, Polfa/ w ilości 25 mg/kg i intubowano stosu-
jąc rurki dotchawicze. W czasie drenażu chłonnego osom podawano 
podskórnie heparynę /Polfa/, wstrzykując jednorazowo w skórę 
grzbietu 500 j./15 kg. Podawano również Pyralginum /Polfa/, 
wstrzykując co 6 godz. podskórnie 2 ml 10$ roztworu. 
Chłonkę przedwęzłową psów grupy III uzyskiwano przez nakłucie 
igłą skóry w miejscu zastoju chłonnego. 

- 31 -
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G. Wytwarzanie ostrego i przewlekłego zastoju chłonnego. 

Technika wytwarzania zastoju chłonnego, opisana przez 
Olszewskiego i wsp, /98/ polegała na wycięciu w górnym odcin 
ku uda okrężnego pasa skóry i tkanki podskórnej szerokości 
1 cm, przecięciu powięzi mięśniowych, wycięciu kilkucentyme-
trowego odcinka udowych naczyń chłonnych oraz całej tkanki 
łącznej, która otacza udowy pęczek naczyniowo - nerwowy. 
Brzegi skóry przyszywano do mięśni, pozostawiając okrężną 
ranę szerokości 1 cm, W 3-5 dniu po zabiegu, w oklicy rany 
powstawał obrzęk zapalny oraz zastój chłonny w obwodowej 
części kończyny. Badania w grupie II przeprowadzono w 5 dniu 
po zabiegu, a w grupie III w 5-8 lat po wytworzeniu zastoju 
chłonnego. 

D, Schemat badań komórkowych, 

W doświadczeniach oceniano następujące parametry: 
1,Żywotność 
2,Leukocytoza 
3,Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna komórek, 
oceniana w populacji pełnej, w populacji komórek nieprzy-
legających, w populacji komórek przylegających do powierz-
chni plastikowych. 

4,Charakterystyka receptorów powierzchniowych E,Fc i C3 na 
komórkach jednojądrzastych, oceniana w populacji pełnej, 
w populacji komórek nieprzylegających, w populacji komórek 
przylegających do powierzchni plastikowych, 

5, Immunoglobuliny powierzchniowe klasy IgGr, badane na komór-
•• kach pełnej populacji. 
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6.Transformacja blastyczna komórek pełnej populacji pod 
wpływem PHA i ConA. 

7.Aktywność cytotoksyczna naturalnie istniejących komórek £, 
badana w pełnej populacji komórek. 

8.Aktywność cytotoksyczna naturalnie istniejących komórek 
NK, badana w pełnej populacji komórek. 

W grupie III wykonano badania dodatkowe, w których oceniono: 

1.Poziom spontanicznego wbudowywania 3H-tymidyny, badany w 
hodowli trwającej 2 godz. i 48 godz., celem sprawdzenia, 
czy wysoki poziom autotransformacji ma miejsce już in vivo, 
czy też pojawia się dopiero w hodowli. 

2.Wpływ Penicyliny /Polfa/ podanej in vivo, w 5 dawkach po 
600000 j. na poziom autotransformacji limfocytów, dla 
wyłączenia ewentualnego wpływu zakażenia w tkance i naczy-
niach przedwęzłowych. 

Wszystkie doświadczenia wykonano w grupach liczących co 
najmniej trzy psy. 

E. Stosowane metody badań komórkowych. 

a/W y o d r ę b n i a n i e l e u k o c y t ó w z 
k r w i . Krew pobierano strzykawką z żyły udowej i przeno-
szono do probówki zawierającej 20 j. hepyryny /ml pobieranej 
krwi. Używano heparynę /Sigma/ niezawierającą środków konser-
wujących. W badaniach transformacji blastycznej komórek krew 
odwłókniano mechanicznie, przy pomocy drewnianych patyczków. 
Pobraną krew rozcieńczano w stosunku 1:3 w 0,9% roztworze NaCl, 
nakładano na gradient Lymphoprep /Nyegaard/ o gęstości 1,077 
g/cm^ i wirowano przy 2000 obr. przez 30 min. w temp. pokojowej. 
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Komórki obecne na granicy faz zbierano i płukano trzykrotnie 
płynem Hanks'a /62/. 

b/ U z y s k i w a n i e l e u k o c y t ó w z 
c h ł o n k i p r z e d w ę z ł o w e j p s ó w 
z d r o w y c h . Po zakaniulowaniu naczynia przedwęzłowego, 
chłonkę zbierano do plastikowych strzykawek, które zawierały 
20 j. heparyny/ml zbieranej chłonki. Stosowano heparynę o 
stężeniu 200j./0,2 ml płynu Eagle-MEM uzupełnionego antybio-
tykami /100 j.Penicyliny i 100 ug Streptomycyny w 1 ml/. 
Chłonkę zbierano w sposób ciągły przez 24 godz. Co 3 godz. 
strzykawki zmieniano, a próbki chłonki przechowywano w temp. 
4 °C. Następnie chłonkę nawarstwiano na gradient Lymphoprep 
i wirowano przy 2000 obr. przez 20 min., w temp. pokojowej. 
Komórki zebrane z granicy faz płukano trzykrotnie płynem 
Hanks'a. 

c/ U z y s k i w a n i e l e u k o c y t ó w z 
c h ł o n k i p r z e d w ę z ł o w e j p s ó w z 
o s t r y m z a s t o j e m c h ł o n n y m . Postępowano 
wg. schematu przedstawionego w punkcie b rozdziału Metody. 

d/ U z y s k i w a n i e l e u k o c y t ó w z 
c h ł o ń ki i p r z e d w ę z ł o w e j p s ó w z 
p r z e w l e k ł y m z a s t o j e m c h ł o n n y m , 
Chłonkę uzyskaną przez nakłucie igłą skóry w miejscu zastoju 
chłonnego zbierano do probówek zawierających 20 j.heparyny/ml 
zbieranej chłonki /heparynę przygotowywano jak w punkcie b 
rozdziału Metody/. Komórki chłonki wyodrębniano wg» schematu 
podanego w punkcie b rozdziału Metody. 

http://rcin.org.pl



35 -

e/ Ż y w o t n o ś ć i r ó ż n i c o w a n i e 
m o r f o l o g i c z n o - c y t o c h e m i c z n e 
k o m ó r e k . Żywotność komórek oceniano przy pomocy 0,25% 
"błękitu trypanu, obliczając procentową zawartość żywych, 
niewybarwionych komórek. Różnicowanie komórek przeprowadzano 
metodą oceny rozmazów komórkowych, wybarwionych wg. May-Grun-
wald-Giemsa i metodą na obecność niespecyficznej esterazy 
/150/. Rozmazy komórkowe wykonano przy użyciu cytowirówki 
/MEDIPAN/. W przypadku komórek przylegających rozmazy utrwa-
lano i barwiono bezpośrednio na płytce /Linbro/. W praparatach 
barwionych na obecność niespecyficznej esterazy oceniano 
tylko komórki jednojądrzaste. 

f/ R o z d z i a ł p e ł n y c h p o p u l a c j i 
k o m ó r e k n a p o p u l a c j e n i e p r z y l e -
g a j ą c e d o p o w i e r z c h n i p l a s t i k o -
w y c h . Komórki uzyskane metodą wirowania na gradiencie 
Lymphoprep /patrz punkt a i b rozdziału Metody/ zawieszano 
w płynie RPMI-1640/GIBCO/ z dodatkiem L glutaminy i EEPES, 
uzupełnionym 20% płodowej surowicy cielęcej, pozbawionej 
dopełniacza. Zawiesinę o stężeniu 10°komórek/ml rozlewano po 
0,2 ml do płaskodennych wgłębień płytki /Linbro/ o średnicy 
5 mm. Płytkę umieszczano na 2 godz. w temp. 37 °C. Po tym 
okresie czasu zawiesiny komórkowe delikatnie wybierano i prze-
noszono do odpowiedniej probówki. Do tej samej probówki prze-
noszono także komórki odzyskane przez delikatne, dwukrotne 
płukanie wgłębień płytki płynem Hanks'a. Komórki odzyskane 
w ten sposób nazywano nieprzylegającymi. Komórki, które nie 
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uległy odpłukaniu nazywano przylegającymi i pozostawiano je 
w płytce. 

g / T e ś t t w o r z e n i a s p o n t a n i c z -
n y c h r o z e t e k E. Do doświadczeń używano erytrocytów 
ludzkich grupy A. Krew pobieraną od stałego dawcy mieszano 
w stosunku 1:1 z płynem Alsewer'a. Erytrocyty trzykrotnie 
płukano buforem barbituranowym i przygotowywano z nich zawie-
sinę 1% w płynie Hanks'a /15/. Komórki populacji pełnej i 

6 

komórki nieprzylegające przygotowywano w stężeniu 10 komórek/ml 
płynu Eanks'a. Zawiesiny te rozlewano do probówek serologicz-
nych po 0,1 ml i mieszano z 0,1 ml 1% zawiesiny erytrocytów. 
W celu określenia procentu komórek tworzących spontaniczne 
rozetki E typu aktywnego, probówki z mieszaninami badanych 
komórek z erytrocytami trzymano w temp. 37 °C przez 1 godz., 
a następnie wirowano przy 600 obr. przez 2 min. Równolegle, 
w celu określenia całkowitego procentu komórek tworzących 
rozetki E, probówki zawierające mieszaninę badanych komórek 
z erytrocytami umieszczano na 10 min. w temp, 37 °C, a nastę-
pnie wirowano przy 600 obr. przez 2 min. i umieszczano w temp. 
4 °G na 1 godz. /122/. Po tym okresie czasu zawartość probówek 
delikatnie mieszano i robiono rozmazy. W tym celu 2 krople 
ocenianej zawiesiny mieszano delikatnie z 1 kroplą 0,9% 
roztworu NaCl na szkiełku podstawowym, natychmiast suszono, 
utrwalano w etanolu i barwiono metodą May-G-runwald-Giemsa. 
W każdym preparacie liczono 200 komórek jednojądrzastych i 
przyjmowano za rozetkę komórkę otoczoną co najmniej trzema 
erytrocytami /46 /. W celu określenia całkowitego procentu 
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komórek tworzących rozetki E w populacji komórek przylegają-
cych do powierzchni test tworzenia rozetek wykonywano we 
wgłębieniach płytki /Linbro/. Komórki przylegające uzyskane 
metodą opisaną w punkcie f rozdziału Metody zalewano 0,1 ml 
płynu Hanks'a, a płytkę umieszczano na 13 min. w lodówce w 
temp. 4 °C. Po tym okresie czasu do wgłębień płytki z komórkami 
przylegającymi nalewano po 0,1 ml 1% zawiesiny erytrocytów, 
oziębionej również do temp. 4 °C. Mieszaniny inkubowano w 
temp. 4 °C przez 1 godz., a następnie erytrocyty delikatnie 
odciągano, wgłębienia płytki płukano delikatnie płynem Kanks'a. 
Komórki utrwalano bezpośrednio na płytce i barwiono. Preparaty 
oceniano wg. schematu podanego wyżej dla komórek nieprzy-
legających. 

h / T e s t t w o r z e n i a r o z e t e k EAi EAC. 
Przygotowanie opłaszczonych erytrocytów barana /101/• Ery-
trocyty barana przetrzymywane w płynie Alsewer*a płukano 
trzykrotnie buforem barbituranowym i sporządzano z nich 5% 
zawiesinę w płynie Hanks'a. Jako źródła przeciwciał opłasz-
czających używano IgG królika /Cordis, 13 mg białka/ml/ i 
IgG królika /Cordis, 0,04 mg białka/ml/ skierowanych przeciw-
ko erytrocytom barana. Jako źródła dopełniacza używano surowicy 
myszy AKR z defektem frakcji C5 dopełniacza. W celu opłaszcze-
nia erytrocytów barana przeciwciałem, 1 ml 5% zawiesiny 
mieszano z 1 ml IgG w rozcieńczeniu subaglutynacyjnym /1:1000/ 
w 0,9% roztworze NaCl. Analogicznie, 1ml 5% zawiesiny erytro-
cytów mieszano z 1 ml IgM, w rozcieńczeniu 1:100 w 0,9% 

roztworze NaCl. Mieszaniny te umieszczano na 30 min. w 

http://rcin.org.pl



- 38 -

w temp. 37 °C, a następnie erytrocyty płukano płynem 
Hanks'a. Do erytrocytów barana opłaszczonych IgMil zawieszo-
nych w 1 ml płynu Ranks'a dodawano 1 ml surowicy myszy AKR, 
świeżo przygotowanej w rozcieńczeniu 1:10 w 0,9% roztworze 
NaCl. Mieszaninę umiszczano na 20 min. w temp. 37 °C, a nastę-
pnie erytrocyty płukano płynem Eanks'a. Obie zawiesiny opłasz-
czonych IgGr/EA/ i IgM/EAC/ erytrocytów barana doprowadzano 
do stężenia 0,5% w płynie Kanks'a. 

W przypadku komórek pełnej populacji i komórek nieprzy-
legających test tworzenia rozetek wykonywano w probówkach, 
w których mieszano 0,1 ml zawiesiny 10° komórek badanych/ml 
z 0,1 ml 0,5% zawiesiny opłaszczonych erytrocytów barana EA 
i analogicznie EAG. Mieszaniny te wirowano przy 600 obr. 
przez 2 min. i umieszczano na 30 min. w temp. 37 °C. Następ-
nie mieszaniny delikatnie mieszano i wykonywano rozmazy wg. 
schematu podanego w punkcie g rozdziału Metody. Test tworze-
nia rozetek EA i EAC przez komórki przylegające wykonywano 
na płytce /Linbro/, gdzie komórki przylegające we wgłębieniach 
płytki zalewano 0,1 ml płynu Hanks'a, a płytkę umieszczano 
na 15 min. w temp. 4 °C. Następnie do wgłębień nalewano 0,1 
ml 0,5% zawiesiny opłaszczonych erytrocytów, oziębionych do 
temp. 4°C i płytkę umieszczano na 1 godz. w lodówce, w temp. 
4 °G. Ocenę rozetek przeprowadzano wg. schematu podanego w 
punkcie g rozdziału Metody. 

i/ O d c z y n i m m u n o f l u o r e s c e n c j i 
b e z p o ś r e d n i e j d l a o c e n y i m m u n o -
g l o b u l i n p o w i e r z c h n i o w y c h k l a s y 

IgG. 
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Komórki uzyskane metodą wirowania na gradiencie Lymphoprep 
zawieszano w płynie RPMI-1640 z L glutaminą i REPES, uzupeł-
nionym 20% płodowej surowicy cielęcej pozbawionej dopełniacza, 
W celu usunięcia komórek fagocytujących, zawiesiny o stężeniu 
5x10 komórek/ml mieszano z 50 mg żelaza/Koch-Light/ i trzy-
mano przez 1 godz. w temp. 37 °C, stale mieszając. Następnie 
opiłki żelazne odciągano magnesem, a komórki płukano płynem 
Eagle'a z dodatkiem 0,1% azydku sodu i 25 mM HEPES. Podłoże 
hodowlane o podanym składzie było używane we wszystkich dal-
szych etapach odczynu. W celu usunięcia z powierzchni komórek 
przeciwciał opłaszczających, nie związanych z błoną komórkową 

6 
/2/, zawiesiny o stężeniu 3x10 komórek/ml umieszczano na 
30 min. w temp. 37 °C. Następnie komórki płukano i po dopro-
wadzeniu do poprzedniego stężenia rozlewano po 0,2 ml do 
probówek serologicznych. Probówki te wirowano przez 5 min. 
przy 2000 obr., a nadsącz usuwano. Osad komórkowy mieszano 
z 0,2 ml króliczej IgG-, skierowanej przeciwko IgG- psa, skoniu-
gowanej z izotiocjanianem fluoresceiny /Microbiological Assoc., 
10 mg białka/ml/ i rozcieńczonej 1:4 w podłożu hodowlanym. 
Mieszaninę umieszczano na 30 min. w temp. 37 °C, a następnie 
komórki płukano dwukrotnie w podłożu hodowlanym /15/. Po 
odwirowaniu nadsącz usuwano, a osad komórkowy zawieszano w 
20 ul podłoża hodowlanego, nakraplano na szkiełko podstawowe 
/Menzel-Gláser/ i przykrywano szkiełkiem nakrywkowym. Preparaty 
oglądano przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego Zeiss, wypo-
sażonego w lampę BBO 200. W każdym preparacie liczono 200 
komórek jednojądrzastych. Za wynik dodatni odczynu uznawano 
komórki, które wykazywały intensywnie zieloną fluorescencję, 
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zlokalizowaną na obwodzie komórki w formie pełnego pierścienia. 

j / T e s t t r a n s f o r m a c j i b l a s t y-
c z n e j. Komórki uzyskane metodą wirowania na gradiencie 
Lymphoprep płukano płynem RPMI-1640 z L glutaminą i EEPES, 
uzupełnionym antybiotykami i sporządzano zawiesinę o stężę-

c 

niu 3x10 komórek/ml. Do hodwli używano płynu RPMI-1640 z 
L glutaminą, bez REPES, uzupełnionego antybiotykami i 20% 
płodowej surowicy cielęcej, pozbawionej dopełniacza. Zawiesi-
nę komórek w płynie hodowlanym rozlewano po 100 ul do płasko-
dennej płytki hodowlanej /Linbro/. Hodowle kontrolne uzupeł-
niano 100 ul podłoża hodowlanego, a do hodowli z mitogenami 
dodawano 100 ul podłoża zawierającego 2 ul PHA /Wellcome/ 
lub 1 ug ConA/Sigma/. Hodowle prowadzono przez 72 godz. w 
temp. 37 °0, w atmosferze 5% C09 w powietrzu. Na 18 godz. przed 
końcem hodowli dodawano 0,4 uCi methyl- H tymidyny /Amersham, 
5Ci/nM/ w 20 ul 0,9% roztworu NaCl. 

Hodowle kończono przez ręczne odciągnięcie płynu hodo-
wlanego znad osadu komórkowego i dodanie 2 kropli saponiny, 
rozcieńczonej 1:2000 w wodzie destylowanej. Po dokładnym roz-
mieszaniu osad przenoszono na krążki bibuły Whatman nr 1, 
o średnicy 20 mm. Krążki suszono następnie w podczerwieni i 

o 
zalewano 10% roztworem kwasu trojchlorooctowego o temp.4 C. 
Krążki trzymano w kwasie przez 10 min. w temp. 4 °C oraz w 
temp. pokojowej przez 10 min. Następnie krążki ponownie suszo-
no w podczerwieni i przemywana*kolejno 96% etanolem, 100% 
etanolem i eterem. Suche krążki umieszczano w naczankach 
/Packard/ zawierających 5 ml płynu scyntylacyjnego o następującym 
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składzie: 1 1 toluenu cz.d.a., 3 g PPO /2,5- dwufenylooksazol/ 
i 100 mg POPOP /1,4-dwu-//2-/5-fenylooksazolyl//-bezen/. 
Radioaktywność krążków mierzono w liczniku scyntylacyjnym 
typu p /Beckmann/. 

k/ N a t u r a l n a c y t o t o k s y c z n o ś ć 
k o m ó r e k . K. Przygotowanie komórek docelowych. Używano 
erytrocytów kury, które uzyskiwano z krwi pobieranej na hepa-
rynę /10 j.heparyny/ml krwi/. Erytrocyty płukano trzykrotnie 
płynem Eagle*a z dodatkiem 25 mM HEPES i 2.5% surowicy cielę-
cej płodowej, pozbawionej dopełniacza. Do znakowania używano 
płynu hodowlanego bez HEPES i mieszano 1.9 ml podłoża z 0.1 

7 51 ml zawiesiny erytrocytów /2x10 / oraz 100 uCi Na2 CrO^. 
Mieszaninę umieszczano na 1 godz. w temp.37°C, a następnie 
erytrocyty płukano dwukrotnie płynem Eagle*a z dodatkiem 5% 

płodowej surowicy cielęcej, pozbawionej dopełniacza. Test wy-
konywano przy użyciu podłoża hodowlanego składającego się z 
płynu RPMI-1640 z L gluta miną i 5% płodowej surowicy cielęcej, 
pozbawionej dopełniacza. Do wgłębień płaskodennej płytki 
/Linbro/ nalewano po 100 ul zawiesiny komórek efektorowych, 
przygotowanych w stężenia ch zapewniających stosunek 4:1,2:1, 
1:1,1:2 i 1:4 komórek efektorowych do komórek docelowych. 

r 

Następnie dodawano 100 ul zawiesiny 10 komórek docelowych/ml 
podłoża hodowlanego i na końcu 100 ul surowicy króliczej skie-
rowanej przeciwko erytrocytom kury, przygotowanej w rozcień-
czeniu w podłożu hodowlanym. 

51 
Miarą spontanicznego uwolnienia Cr były próby, w któ-

rych surowicę skierowaną przeciwko erytrocytom zastąpiono su-
rowicą zdrowego królika, używaną w rozcieiiczeniu 10"^. 
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5 Drugim układem kontrolnym były próby zawierające 10 
komórek docelowych, 10 niewyznakowanych erytrocytów kury 
oraz surowiej króliczą skierowaną przeciwko erytrocytom /105/. 
Płytkę z próbami trzymano przez 18 godz.w temp.37°C i atmosfe-
rze 5% CO^ w powietrzu. Następnie płytkę wirowano przy 2000 obr. 
przez 5 min. i z każdego wgłębienia wybierano 100 ul nadsączu, 
który przenoszono do odpowiedniej probówki. Radioaktywność 
prób mierzono jak w punkcie 1 rozdziału Metody. Miarą natural-
nej cytotoksyczności komórek była ilość impulsów pochodzących 

51 
z uwolnionego z erytrocytów Na^ CrO^, obliczana w oparciu 
o wzór: 

% uwolnionego 
gdzie: 
A = nadsącz zebrany po odwirowaniu próby doświadczalnej 
Β - nadsącz zebrany po odwirowaniu próby zawierającej 

51 
Cr uwolniony pod wpływem komorek efektorowych i 

surowicy zdrowego królika 
C - wyznakowanie próby zawierającej 10 komórek docelo-

wych 
D - nadsącz zebra ny po odwirowaniu próby kontrolnej, 51 

zawierającej Cr uwolniony z erytrocytów bez 
udziału komórek docelowych, pod wpływem surowicy 
skierowanej przeciwko erytrocytom 

1/ N a t u r a l n a c y t o t o k s y c z n o ś ć 
k o m ó r e k Ν K. Przygotowanie komórek docelowych. Używa-
no komórek ludzkiej linii nowotworowej Κ 562: /Karolińska Insti-
tutet/ rosnących w podłożu hodowlanym w postaci zawiesiny, 
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w ciągłej hodowli in vitro. Do hodowli komórek K 562 używano 
płynu RPMI-1640 z L glutaminą, uzupełnionego Gentamycyną 
/Sigma/ w stężeniu 10 ug/ml i 10% płodowej surowicy cielęcej, 

6 
pozbawionej dopełniacza. Komórki K 562 w stężeniu 3x10 
komórek/ml podłoża hodowlanego znakowano przy użyciu 100 uCi 
Na2

51Cr0^ /OPiDJ,Świerk/ przez 90 min., w temp.37°C, kilka-
krotnie mieszając. Następnie komórki płukano trzykrotnie pły-
nem RPMI-1640 z 1 glutaminą i HSPES. Do testu używano zawiesi-

em 
ny o stężeniu 10^ komórek K 562/ml podło ża hodowlanego. Test 
wykonywano w okrągłodennych płytkach /Linbro/. Do wgłębień 
płytki nalewano po 100 ul zawiesiny badanych komórek efektoro-
wych i 100 ul wyznakowanych komórek K 562. Komórki efektorowe 
przygotowywano w stężeniach zapewniających stosunek 40:1,20:1, 
10:1 i 5:1 komórek efektorowych do komórek docelowych. 

51 
Miarą spontanicznego uwolnienia Cr były próby zawiera-

jące komórki docelowe i podłoże hodowlane, bez obecności komó-S1 
rek efektorowych. Miarą maksymalnego uwolnienia Cr były pró-
by zawierające komórki docelowe i 100 ul 2% roztworu Triton x 
100. 

Płytkę z próbami umieszczano na 18 godz. w temp.37°C i 
atmosferze 5% w powietrzu. Po tym okresie czasu płytkę 
wirowano przy 2000 obr. przez 5 min. i z każdego wgłębienia 
płytki wybierano 100 ul nadsączu, który przenoszono do odpo-
wiedniej probówki /53/. Radioaktywność prób mierzono w licz-
niku typu fi /Beckmann 4000/.. 

Miarą naturalnej cytotoksyczności komórek była ilość 
impulsów pochodzących z uwolnionego z komórek K 562 Na^CrO. f 
obliczana w oparciu o wzór: 
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% uwolnionego 

gdzie: 
A = nadsącz zebrany po odwirowaniu próby doświadczalnej 
Β = nadsącz zebrany po odwirowaniu próby zawierającej 

51 ^ Cr uwolniony spontanicznie 
C = nadsącz zebrany po odwirowaniu próby zawierającej 

51 Cr uwolniony pod wpływem Triton χ 100. 

F . M e t o d y s t a t y s t y c z n e . Uzyskane wyniki 
interpretowano w postaci wartości bezwzględnych /X/. Z wyników 
kolejnych pomiarów w grupach wyliczano średnie /x/, odchylenie 
standardowe /SD/ i standardowe błędy średnich /SE/. 
Przy ocenie istotności różnic między wynikami pomiarów w jed-
nej grupie, /różnice między komórkami chłonki i komórkami krwi 
tego samego psa/ zastosowano test t-Studenta dla par pomiarów, 
przyjmując drugi poziom istotności ρ = 0,1. 
Przy ocenie istotności różnic między wynikami pomiarów uzyska-
nymi w różnych grupa ch doświadczalnych, porównywano średnie 
między sobą, posługując się metodą analizy wariancji i testem 
t-Studenta dla równych lub różnych wariancji, przyjmując 
poziom istotności ρ = 0,05 /96/. 
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4. W Y N I K I 

Ż y w o t n o ś ć k o m ó r e k . 

Żywotność komórek uzyskiwanych z chłonki przedwęzłowej 
i krwi obwodowej wahała się w granicach 90-98%, we wszystkich 
grupach doświa dczalnych. 
Immunoglobuliny -powierzchniowe: klasy IgG. 

W pełnej populacji komórek chłonki przedwęzłowej stwierdzono 
zaledwie 1-2% komórek z immunoglobulinami powierzchniowymi 
klasy IgG-. Zjawisko to obserwowano we wszystkich badanych 
grupach doświadczalnych. 

Grupa I. Ghłonka przedwęzłową psów zdrowych. 

Przeciętna liczba leukocytów w chłonce przedwęzłowej wynosiła 
0,23 x 103 komórek w mm3 , zaś w krwi 12.88 x 103 komórek w mm3 

/Tabela 1/. Różnica ta była statystycznie znamienna /p<0,001/. 

Chłonka przedwęzłową psów zdrowych zawierała przeciętnie 
39,75% limfocytów, podczas gdy krew obwodowa 43,18% /Tabela 2/. 
Przeciętna liczba monocytów w chłonce wynosiła 27,12%, zaś 
gra nulocytów 33,12%. W krwi obwodowej było odpowiednio 13,68% 
i 42,5%. Liczba jednojądrzastych komórek esterazo-pozytywnych 
wynosiła w chłonce 20,36%, zaś w krwi 7,6%. 
Różnica w zawartości monocytów i komórek esterazo-pozytywnych 
między chłonką a krwią była statystycznie znamienna /odpowied-
nio p < 0,001 i p < 0,1/. 
Procent limfocytów i granulocytów był podobny w chłonce i w 
krwi. 
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Populacja komórek nieprzylegających chłonki składała się 
przeciętnie w 50,4% z limfocytów /w krwi 52,4%/, w 27,8% z mono-
cytów /w krwi 3,2%,/ w 21,8% z granulocytów /w krwi 44,4%, w 
17,8% z komórek esteraz o-pozytywnych /w krwi 12,8%//Tabela 3/. 
Statystycznie znamienną różnicą między populacją komórek nie-
przylega jących chłonki i krwi stwierdzono w stosunku do monocy-
tów / p < 0,02/. 

W populacji komórek przylegających chłonki stwierdzono 
przeciętnie 12,8% limfocytów /w krwi 4,0%/,31,4% monocytów 
/w krwi 45,2%/, 55,8% granulocytów /w krwi 50,8%/, 42,0% komórek 
esterazo-pozytywnych /w krwi 45,4%/ /Tabela 4/. 
Niewielkie różnice ilościowe między chłonką a krwią stwierdzono 
w populacji limfocytów, natomiast monocytów, granulocytów i 
komórek esterazo-pozytywnych było tyle samo w chłonce co i 
w krwi. 

Rozetki E aktywne tworzyło w chłonce przeciętnie 19,6% 
komórek jednojądrzastych pełnej populacji komórkowej, podczas 
gdy w krwi 13,6% komórek /Tabela 5/. W populacji komórek nie-
przylega jących chłonki stwierdzono przeciętnie 16,6% komórek 
tworzących rozetki E aktywne, w krwi odpowiednio 9,8%./p< 0,05/. 

Procent rozetek E ocenianych po 1 godz.inkubacji w temp. 
4°C wynosił w pełnej populacji komórek chłonki przeciętnie 23,2%, 
zaś w krwi 12,0% /p < 0,05/. W populacji komórek nieprzylega-
jących chłonki procent rozetek E wynosił 21,0%, zaś krwi 11,8% 
/p < 0,05/. /Tabela 6/ 

Rozetki EA w pełnej populacji komórek chłonki tworzyło 
12,4% komórek jednojądrzastych, zaś w krwi 12,0%. W populacji 
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komórek nieprzylegających chłonki stwierdzono 4,8% rozetek EA, 
zaś w krwi 11,0% /p < 0,02/. 
W populacji komórek przylegających procent komórek tworzących 
rozetki EA wynosił 15,4% w chłonce i 11,2% w krwi /Tabela 7/. 

Rozetki EAO tworzyło 12,2% komórek jednojądrzastych peł-
nej populacji komórkowej chłonki i 9,25% komórek krwi. W popu-
lacji komórek nieprzylegających chłonki stwierdzono 8,2% ko-
mórek tworzących rozetki EAC, zaś w krwi 10,4%. W populacji 
komórek przylegających wartości te wynosiły odpowiednio 20,4% 
ora z 21,4% /Tabela 8/. 

Przeciętny poziom spontanicznego wbudowywania 3H-tymidyny 
przez komórki chłonki wynosił 1,04 impulsów/min.x 103, zaś 
przez komórki krwi 0,5 imp./min. x 103. 
Dodanie PEA powodowało wzrost liczby impulsów/min. x 103 o 1,23 
w przypadku komórek chłonki i o 5,92 w przypadku komórek krwi. 
Po dodaniu ConA liczba impulsów wbudowywanej 3H-tymidyny wzras-
tała w porównaniu z kontrolą o 3,44 imp./min. x 103 w przypad-
ku komórek chłonki i o 5,38 imp./min. x 103 w przypadku komórek 
krwi /Tabela 9/. 
Autotransformacja blastyczna komórek chłonki była statystycznie 
znamiennie wyższa niż komórek krwi /p < 0,05/. PHA pobudzała 
silniej komórki krwi obwodowej niż chłonki przedwęzłowej 
/p < 0,02/. Nie stwierdzono statystycznie znamiennych różnic 
w wielkości pobudzenia komórek chłonki i krwi przez ConA. 
Komórki chłonki odpowiadały stosunkowo słabo na PHA, natomiast 
znacznie silniej na ConA /p < 0,02/. Komórki krwi obwodowej 
odpowiadały w jednakowym stopniu na oba mitogeny. 
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Aktywność cytotoksyczna naturalnie istniejących komórek 
51 

K w chłonce, mierzona % specyficznie uwolnionego Cr, wynosiła 
przy stosunku komórek efektorowych do docelowych 4:1 przecięt-
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, zaś w krwi 
odpowiednio 8,52, 14,18, 16,38, 13,5 i 9,63 /Tabela 10/. 
Różnice w poziomie cytotoksyczności komórek chłonki i krwi 
stwierdzono tu jedynie przy stosunku komórek efektorowych do 
docelowych 4:1 i 1:4, przy pozostałych stosunkach różnic nie 
obserwowano. Stopień cytotoksyczności komórek chłonki zmniej-
szał się w miarę zmniejszającego się stosunku komórek efektoro-
wych do docelowych, w porównaniu z krwią. 
Aktywność cytotoksyczna naturalnie istniejących komórek NK 51 
w chłonce, mierzona % specyficznie uwolnionego Cr wynosiła 
przy stosunku komórek efektorowych do docelowych 40:1 18,26, 
przy stosunku 20:1 6,92, przy stosunku 10:1 5,3 i przy stosun-
ku 5:1 4,5, zaś w krwi odpowiednio 15,1, 8,07, 5,95 i 3,21. 
Nie stwierdzono tu statystycznie znamiennych różnic między 
cytotoksycznością komórek chłonki i krwi /Tabela 11/. 

G-rupa II. Chłonka przedwęzłowa psów z ostrym zastojem chłonnym, 

W chłonce przedwęzłowej stwierdzono przeciętnie 0,13 leukocytów 
w mm3 x 103 , zaś w krwi obwodowej 12,23 leukocytów w mm3 x 103 . 
Różnica ta była statystycznie znamienna /p < 0,01/ /Tabela 1/. 

Pełna populacja komórek chłonki zawierała przeciętnie 
34,25% limfocytów /w krwi 41,58%/, 29,41% monocytów /w krwi 
1-1,08%/, 45,66% granulocytów /w krwi 47,38%/ oraz 22,44% komórek 
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esterazo-pozytywnych /w krwi 14,28%/. W chłonce przedwęzłowej 
obecnych było więcej monocytów niż w krwi obwodowej /p < 0,001/, 
natomiast różnice w pozostałych populacjach komórkowych między 
chłonką i krwią nie były statystycznie znamienne. /Tabela 2/ 

W populacji komórek nieprzylegających chłonki stwierdzono 
przeciętnie 56,2% limfocytów /w krwi 38,0%/, 9% monocytów 
/w krwi 5,6/, 34,8% granulo cyt ów /w krwi 56,4%/ oraz 10,4% 
komórek esterazo-pozytywnych /w krwi 14,0%/. Statystycznie 
znamienne różnice między chłonką i krwią obserwowano w przypad-
ku limfocytów /p < 0,05/ i granulocytów /p < 0,05/. Nie stwier-
dzono statystycznie znamiennych różnic między chłonką i krwią 
w zawartości monocytów /Tabela 3/. 

W populacji komórek przylegających stwierdzono w chłonce 
14,2% limfocytów /w krwi 14,0%/, 23,8% monocytów /w krwi 34,8%/, 
62,0% granulocytów /w krwi 51,2%/ oraz 22,33% komórek esterazo-
pozytywnych /w krwi 48,0%/. Chłonką zawierała w porównaniu z 
krwią statystycznie znamiennie mniej monocytów /p < 0,001/, 
natomiast więcej granulocytów /p < 0,02/ /Tabela 4/. 

Rozetki E aktywne tworzyło w pełnej populacji komórek 
chłonki 33,66% komórek, zaś w krwi 17,0% /p < 0,05/. W popula-
cji komórek nieprzylegających chłonki rozetki E aktywne tworzy-
ło 16,8% komórek, zaś w krwi 15,8% /Tabela 5/. 

Rozetki E oceniane po 1 godz. inkubacji w temp.4°C tworzy-
ło w chłonce 27,0% komórek, zaś w krwi 16,6% komórek pełnej 
populacji. W populacji komórek nieprzylegających chłonki 
stwierdzono 18,6% komórek tworzących rozetki E, zaś w krwi 
16,6% /Tabela 6/. 
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Pełna populacja komórkowa chłonki zawierała więcej komórek 
tworzących rozetki E niż populacja krwi obwodowej /p < 0,01/. 

Rozetki EA tworzyło 20% komórek pełnej populacji komórko-
wej chłonki, zaś tylko 11% komórek krwi /p <0,05/. W populacji 
komórek nieprzylegających stwierdzono w chłonce 5,8% rozetek 
EA, zaś w krwi 15,4% /p < 0,01/. Komórki przylegające chłonki 
i krwi tworzyły rozetki EA w jednakowym procencie /Tabela 7/. 

Rozetki EAG tworzyło 19,33% komórek pełnej populacji 
chłonki i 9,33% komórek krwi obwodowej /p < 0,3/. W populacji 
komórek nieprzylegających chłonki stwierdzono obecność 14,6% 
komórek tworzących rozetki EAC, zaś w krwi 17,2% komórek. 
W populacji komórek przylegających chłonki obserwowano przecięt-
nie 25% rozetek EAC, zaś w krwi 26,0%. 
W żadnej z badanych populacji komórkowych nie stwierdzono róż-
nic między komórkami chłonki i krwi w tworzeniu rozetek EAC 
/Tabela 8/. 

Przeciętny poziom spontanicznego wbudowywania H-tymidyny 
•Z 

przez komórki chłonki wynosił 1,12 imp./min.x 10 , zaś przez 
komórki krwi 0,69 imp./min. x 10 . Dodanie PHA powodowało wzrost 

3 3 liczby impulsów wbudowanej H-tymidyny o 2,6 imp./min.x 10 
-Z 

w przypadku komórek chłonki i o 4,66 imp./min. x 10 w przypad-
ku komórek krwi. Po dodaniu ConA liczba impulsów wbudowanej 3 3 H-tymidyny wzrosła w porównaniu z kontrolą o 4/4- imp./min.x10 

'Z 
w przypadku komórek chłonki i o 3,1 imp./min.x 10 w przypadku 
komórek krwi /Tabela 9/. 
Autotransformacja blastyczna komórek chłonki była statystycznie 
znamiennie wyższa niż komórek krwi /p < 0,05/. PHA pobudzała 
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silniej komórki krwi obwodowej niż chłonki przedwęzłowej 
/p < 0,05/. Nie stwierdzono statystycznie znamiennych różnic 
w wielkości pobudzenia komórek chłonki i krwi przez ConA. 
Komórki chłonki odpowiadały stosunkowo słabo na PHA, natomiast 
silniej na ConA /p <0,1/. Komórki krwi obwodowej odpowiadały 
w jednakowym stopniu na oba mitogeny. 

Aktywność naturalnie cytotoksycznych komórek K chłonki, 
51 

mierzona % specyficznie uwolnionego Cr, przy stosunku 4:1 
komórek efektorowych do docelowych wynosiła 22,57, przy stosun-
ku 2:1 18,63, przy stosunku 1:1 13,83, przy stosunku 1:2 
13,05, przy stosunku 1:4 1,35, zaś krwi odpowiednio 22,92, 
18,33, 21,43, 11,25 i 7,75. Nie stwierdzono tutaj wyraźnych 
różnic w cytotoksyczności komórek chłonki i krwi, z wyjątkiem 
stosunku 1:4, gdzie poziom cytotoksyczności był niższy w chłon-
ce /p < 0,05/ /Tabela 10/. 

Aktywność cytotoksyczna komórek NK chłonki, mierzona % 
51 

specyficznie uwolnionego Cr, przy stosunku komórek efektoro-
wych do docelowych 40:1 wynosiła 12,26, przy stosunku 20:1 
4,62, przy stosunku 10:1 3,1 i przy stosunku 5:1 1,7, zaś 
w krwi odpowiednio 5,96, 5,27, 5,77 i 4,9. Nie stwierdzono 
wyraźnych różnic w cytotoksyczności komórek chłonki i krwi. 

Grupa III. Chłonka przedwęzłowa psów z przewlekłym zastojem 
chłonnym. 

Przeciętna liczba leukocytów w chłonce wynosiła 4,7 komórek 
w mm5 x 105, zaś w krwi 4,2 komórek w mm5 x 105. 
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Liczba leukocytów w chłonce dorównywała wartościom w krwi 
obwodowej /Tabela 1/. 

Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna pełnej 
populacji komórek chłonki wykazała obecność 90,5% limfocytów 
/w krwi 56,6%/, 3,66% monocytów /w krwi 4,66%/, 4,16% granulo-
cytów /w krwi 38,66/ oraz 8,0% komórek esterazo-pozytywnych 
/w krwi 30,0%/. Chłonka zawierała znacznie więcej limfocytów 
/p < 0,02/ oraz mniej granulocytów /p < 0,02/ i komórek 
esterazo-pozytywnych /p < 0,001/ w porównaniu z krwią obwodową 
/Tabela 2/. 

W populacji komórek nieprzylegających chłonki stwierdzo-
no obecność 90,0% limfocytów /w krwi 60,6%/, 5,6% monocytów 
/w krwi 3,8%/, 4,4% granulocytów /w krwi 35,6%/ oraz 5,4% ko-
mórek esterazo-pozytywnych /w krwi 10,2%/. Chłonka zawierała 
w porównaniu z krwią więcej limfocytów /p <0,02/ i mniej 
granulocytów /p < 0,02/ /Tabela 3/. 

W populacji komórek przylegających chłonki stwierdzono 
obecność 12% limfocytów /w krwi 4,2%/, 49,6% monocytów /w krwi 
6,4%/i 38,4% granulocytów /w krwi 89,4%/. Stwierdzono, iż 
więcej monocytów chłonki niż krwi /p < 0,001/ oraz mniej granu-
locytów /p < 0,001/ przylegało do powierzchni plastikowych 
/Tabela 4/. 

Rozetki E aktywne w pełnej populacji komórek chłonki 
tworzyło 9,6% komórek, zaś w krwi 10,8%. W populacji komórek 
nieprzylegających chłonki stwierdzono 6,6% komórek tworzącj^ch 
rozetki E aktywne, zaś w krwi 6,2%. Nie stwierdzono tu różnic 
statystycznie znamiennych /Tabela 5/. 
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Rozetki E oceniane po 1 godz. inkubacji w temp. 4°C 
tworzyło w pełnej populacji chłonki 13,0% komórek, zaś w krwi 
10,2% /p < 0,05/. W populacji komórek nieprzylegających obser-
wowano 8,6% rozetek E, zaś w krwi 6,0%. /p < 0,05/ /Tabela 6/. 
Nie stwierdzono statystycznie znamiennych różnic między chłohką 
i krwią w odniesieniu do komórek populacji przylegającej. 

Rozetki EA w pełnej populacji komórkowej chłonki tworzy-
ło 5% komórek, zaś w krwi 9,6% /p <0,05/« W populacji komórek 
nieprzylegających chłonki stwierdzono 5,8% rozetek EA, zaś 
w krwi 7,8% /p < 0,1/. W populacji komórek przylegających 
chłonki stwierdzono 20,4% rozetek EA, zaś w krwi 7,6% /p < 0,1/ 
/Tabela 7/. 

Rozetki EAC w pełnej populacji komórek chłonki tworzyło 
3% komórek, zaś w krwi 4,6%. W populacji komórek nieprzylega ją-
cych chłonki stwierdzono 4% rozetek EAC, zaś w krwi 2% /p<0,05/. 
¥ populacji komórek przylegających chłonki stwierdzono 14,2% 
rozetek EAC, zaś w krwi 6,2% /Tabela 8/. 

Komórki chłonki wbudowywały spontanicznie znacznie więcej 
H-tymidyny niż komórki krwi /p < 0,02/. ¥ chłonce przeciętny 
poziom wbudowywania H-tymidyny przez komórki wynosił 1,54 imp./ 

3 3 
min. x 10 , zaś w krwi 0,35 imp./min. x 10 . Dodanie PHA powodo-
wało wzrost liczby impulsów o 7,06 imp./min. x 105 w przypadku 

'Z 

komórek chłonki i o 6,18imp./min. x 10 w przypadku komórek 
krwi. Po dodaniu ConA liczba impulsów wbudowywanej ^H-tymidyny 
wzrastała o 10,91 imp./min. x 10^ w przypadku komórek chłonki, 
zaś w przypadku komórek krwi o 4,01 imp./min.x 105. Różnica ta 
byłastatystycznie znamienna /p < 0,001/. /Tabela 9/. 
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Nie stwierdzono różnie w wielkości pobudzenia komórek chłonki 
i krwi przez PHA. Komórki chłonki odpowiadały transformację 
blastyczną silniej na ConA niż PHA /p < 0,02/, natomiast ko-
mórki krwi odpowiadały silniej na PHA /p < 0,05/. 

Aktywność cytotoksyczna komórek K chłonki, mierzona % 
51 

specyficznie uwolnionego Cr, wynosiła przy stosunku komórek 
efektorowych do docelowych 4:1 przeciętnie 7,3^przy stosunku 
2:1 8,21, przy stosunku 1:1 6,05, przy stosunku 1:2 6,3 i 
przy stosunku 1:4 2,82, zaś w krwi odpowiednio 13,56, 15,62, 
14,85, 9,78 i 7,2 /Tabela 10/. 
Wyraźnie niższą cytotoksyczność komórek K chłonki obserwowano 
we wszystkich stosunkach komórek efektorowych do docelowych, 
z wyjątkiem stosunku 1:2 /Tabela 10/. 

Aktywność cytotoksyczna komórek NK chłonki, mierzona % 
51 

specyficznie uwolnionego Cr, wynosiła przy stosunku komórek 
efektorowych do docelowych 40:1 3.9, przy stosunku 20:1 6.27, 
przy stosunku 10:1 4.11 i przy stosunku 1:5 3,23, zaś w krwi 
odpowiednio 4,78, 5.28, 5.12 i 3,65. 
Nie stwierdzono statystycznie znamiennych różnic w cytotoksyez-
ności komórek NK między chłonka i krwią /Tabela 11/. 

Porównanie wyników grup I, II i III 

leukocytoza w chłonce przedwęzłowej i krwi. 

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej różnicy między leuko-
0 cytozą chłonki przedwęzłowej grupy psów zdrowych i psów z 
ostrym zastojem chłonnym. Leukocytoza w chłonce psów z przewie-
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kłym zastojem chłonnym była wyraźnie wyższa, w porównaniu z 
pozostałymi grupami /p < 0,02/, Różnice w leukocytozie krwi 
obwodowej między trzema badanymi grupami zwierząt były statysty-
cznie nieistotne. /Tabela 1/. 

Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna pełnych populacji 

komórkowych chłonki przedwęzłowej i krwi. 

Stwierdzono wyraźnie wyższy % limfocytów w chłonce psów z prze-
wlekłym zastojem chłonnym w porównaniu z pozostałymi grupami 
/p < 0,001/. Chłonka psów z przewlekłym zastojem zawierała 
niższy % monocytów /p < 0,001/, chłonka psów z przewlekłym 
zastojem zawierała niższy % monocytów /p < 0,001/, granulocytów 
/p <0,001/ i komórek esterazo-pozytywnych /p -<C0,02/ w porów-
naniu z pozostałymi grupami. Krew psów z przewlekłym zastojem 
zawierała również mniej monocytów /p < 0,01/ i komórek esterazo-
pozytywnych /p <0,001/ niż krew psów zdrowych. 
-Przy porównaniu składu morfologicznego chłonki psów zdrowych 
i psów z ostrym zastojem chłonnym nie obserwowano statystycznie 
znamiennych różnic /Tabela 2/. 

Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna populacji 

komórek nieprzylegających. 

Eliminacja komórek przylegających spowodowała wzrost liczby 
limfocytów w chłonce psów zdrowych i z ostrym zastojem. 
W chłonce psów z przewlekłym zastojem chłonnym % limfocytów 
był zdecydowanie wyższy niż w pozostałych grupach /p < 0,001/. 
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Usunięcie komórek przylegających nie spowodowało zmniejszenia 
% monocytów w chłonce psów zdrowych, odwrotnie niż w przypadku 
chłonki psów z ostrym zastojem chłonnym. W chłonce psów t prze-
wlekłym zastojem % monocytów również pozostał niezmieniony i 
było ich statystycznie znamiennie mniej niż w chłonce psów 
zdrowych /p < 0,001/. Usunięcie komórek przylegających spowo-
dowało również obniżenie % komórek esterowo-pozytywnych we 
wszystkich grupach, tak że różnice w zawartości tych komórek 
w chłonce poszczególnych grup doświa dczalnych były statystycz-
nie nieznamienne /Tabela 3/. Brak procentowych zmian w zakresie 
poszczególnych populacji komórkowych po usunięciu komórek 
przylegających z chłonki psów z przewlekłym zastojem może świad-
czyć o nieobecności komórek przylegających. 
W przypadku chłonki psów zdrowych i psów z ostrym zastojem 
zjawiska takiego nie obserwowano. 

Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna populacji 

komórek przylegających. 

Większość komórek przylegających, pochodzących z pełnej po-
pulacji komórek chłonki przedwęzłowej, stanowiły monocyty, 
granulocyty i komórki esterazo-pozytywne. W populacji komórek 
przylegających chłonki stwierdzono ogólnie więcej limfocytów 
niż w krwi, lecz różnice te nie były statystycznie znamienne. 
Chłonka psów z przewlekłym zastojem zawierała więcej monocy-
tów niż chłonka psów zdrowych /p < 0,02/ i chłonka psów z 
ostrym zastojem /p 0,01/ /Tabela 4/. 
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Krew psów z przewlekłym zastojem zawierała natomiast zdecydo-
wanie mniej monocytów niż krew psów zdrowych i psów z ostrym 
zastojem chłonnym /p < 0,001/. 

Populacja komórek jednojądrzastych tworzących rozetki 

E aktywne. 

W grupie psów z przewlekłym zastojem chłonnym, zarówno w peł-
ne j populacji komórek chłonki jak i w populacji komórek nie-
przylegających, % komórek tworzących rozetki E aktywnie był 
statystycznie znamiennie niższy niż w grupie psów zdrowych 
/p < 0,001/. Nie obserwowano różnic w% rozetek E aktywnych 
między pozostałymi grupami doświadczalnymi /Tabela 5/. 

Populacja komórek tworzących rozetki S oceniana po 1 godz. 

inkubacji w temp. 4°C. 

W chłonce psów z przewlekłym zastojem chłonnym, zarówno w 
pełnej populacji komórek jak i w populacji komórek nieprzyle-
gających, % komórek tworzących rozetki E był niższy niż w 
chłonce psów zdrowych /p < 0,001/ i psów z ostrym zastojem 
chłonnym /p < 0,001/ /Tabela 6/. 

Rozetki EA w chłonce przedwęzłowej i krwi. 

Nie stwierdzono wyraźnych różnic w % komórek tworzących rozetki 
EA, zarówno w pełnej populacji, w populacji komórek nieprzylega-
jących oraz komórek przylegających, między trzema badanymi 
grupami /Tabela 7/. 
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Jedynie chłohka przedwęzłowa psów z przewlekłym zastojem wyka-
zywała zdecydowanie niski % rozetek EA w porównaniu z chłonką 
psów z ostrym zastojem chłonnym /p < 0,001/. 

Rozetki EAO w chłonce przedwęzłowej i krwi. 

Stwierdzono wyraźnie niższy % komórek tworzących rozetki EAC 
w chłonce psów z przewlekłym zastojem w porównaniu z pozosta-
łymi grupami, zarówno w pełnej populacji komórkowej /p < 0,02/ 
jak i w populacji komórek nieprzylegających /p< 0,01/ 
/Tabela 8/. 

Hodowla komórek chłonki przedwęzłowej i krwi z mitogenami. 

Poziom autotransformacji blastycznej komórek chłonki przedwęz-
łowe j psów zdrowych, psów z ostrym zastojem chłonnym i psów 
z przewlekłym zastojem chłonnym był podobny. Nie stwierdzono 
tu różnic statystycznie znamiennych. Stopień autotransformacji 
komórek chłonki był zawsze statystycznie znamiennie wyższy 
niż komórek krwi, we wszystkich grupach doświadczalnych /p<0,05/o 
Komórki chłonki psów z przewlekłym zastojem chłonnym odpowia-
dały zdecydowanie silniej na PHA niż komórki chłonki pozosta-
łych dwóch grup /p < 0,001/. Podobnie, wysoce statystycznie 
znamienną różnicę obserwowano w przypadku odpowiedzi komórek 
chłonki psów z przewlekłym zastojem na ConA /p 0,001/. 
Komórki krwi obwodowej psów ze wszystkich grup doświadczalnych 
odpowiadały w jednakowym stopniu na oba mitogeny /Tabela 9/. 
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Aktywność cytotoksyczna komórek K w chłonce przedwęzłowej 

i krwi. 

Stwierdzono niższą aktywność cytotoksyczną komórek chłonki 
psów z przewlekłym zastojem chłonnym w porównaniu z komórkami 
chłonki psów z ostrym zastojem /p < 0,02/ i niewiele niższą 
w porównaniu z komórkami chłonki psów zdrowych /p <0,1/. 
Różnice w poziomie cytotoksyczności komórek K krwi psów z 
trzech "badanych grup były w większości przypadków statystycz-
nie nieznamiennie. Nie stwierdzono wyraźnych różnic w poziomie 
komórek K między chłonką psów zdrowych i psów z ostrym zasto-
jem chłonnym, natomiast wyraźnie więcej komórek K obserwowano 
w krwi psów z ostrym zastojem w porównaniu z krwią psów zdro-
wych, przy stosunku 4:1 komórek efektorowych do docelowych 
/p < 0,02/ /Tabela 10/. 

Aktywność cytotoksyczna komórek NK w chłonce przedwęzłowej 

i krwi. 

Aktywność cytotoksyczna komórek NK chłonki była podobna we 
wszystkich grupach doświadczalnych. Jedynie przy stosunku 40:1 
komórek efektorowych do docelowych stwierdzono zmniejszoną 
aktywność komórek NK w chłonce psów z przewlekłym zastojem w 
porównaniu z chłonką psów zdrowych /p <r 0,001/ i psów z ostrym 
zastojem chłonnym /p < 0,02/. Różnice w cytotoksyczności komórek 
NK pochodzących z krwi obwodowej psów wszystkich badanych grup 
doświadczalnych nie były statystycznie istotne /Tabela 11/. 
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5. O M O W I E N I E W Y N I K Ó W 

Uzyskane wyniki pozwoliły na określenie różnic w skła-
dzie komórkowym między chłonką przedwęzłową psów zdrowych 
oraz krwią obwodową, a także między chłonką psów zdrowych i 
chłonką pochodzącą z naczyń chłonnych, przewlekle niedrożnych. 
Stanowią one podstawę do dalszych badań, mających na celu 
próbę wyjaśnienia zdolności migrowania niektórych populacji 
leukocytów przez tkanki nielimfatyczne w warunkach fizjologicz-
nych i określenia funkcji leukocytów jakie mają do spełnienia 
w tkankach. Skład komórkowy chłonki psów z ostrym zastojem 
chłonnym w ogromnej większości badanych parametrów nie różnił 
się od składu chłonki psów zdrowych. Różnice w składzie komórko-
wym między chłonką psów z ostrym zastojem chłonnym i krwią 
obwodową również były w większości badanych parametrów podob-
ne do różnic obserwowanych w grupie psów zdrowych. Stwier-
dzono, iż liczba leukocytów w chłonce przedwęzłowej psów 
zdrowych oraz psów z ostrym zastojem chłonnym była przeciętnie 
60 razy mniejsza niż w krwi obwodowej. Potwierdza to obserwa-
cje poczynione u innych gatunków zwierząt oraz u ludzi 
/30,56,92/. Świadczyłoby to o ograniczeniu spontanicznej 
migracji leukocytów z krążenia krwionośnego przez tkanki do 
naczyń chłonnych doprowadzających i regionalnego węzła 
chłonnego. Prawdopodobnie tylko niektóre populacje leukocytów 
lub też ich mniej lub bardziej dojrzałe formy posiadają 
zdolności migrowania do tkanek. Pytanie,które z nich mają 
tę zdolność pozostaje kwestią otwartą. Liczba leukocytów 

http://rcin.org.pl



- 61 

w chłonce psów z przewlekłym zastojem chłonnym była nato-
miast około 20 razy wyższa niż w chłonce psów zdrowych i w 

3 niektórych przypadkach dorównywała liczbie leukocytow w mm 
krwi. Tak wysokie stężenie komórek w chłonce psów z zastojem 
przewlekłym można tłumaczyć utrudnieniem lub brakiem odpływu 
chłonki z naczyń chłonnych przedwęzłowych do dalszych odcin-
ków naczyniowego układu chłonnego, spowodowanym niedrożnością 
naczyń, przy stałym przechodzeniu leukocytów z krwi do tkanek 
i początkowych naczyń chłonnych. Należy brać również pod uwa-
gę możliwość proliferacji komórek chłonki z zastoju chłonnego, 
na co wskazuje wysoki poziom auto transformacji "blastyczne j 
komórek chłonki obserwowany w tej grupie psów. 

W pełnej populacji komórek chłonki przedwęzłov;ej psów 
zdrowych i psów z ostrym zastojem chłonnym metodami morfolo-
gicznymi stwierdzono obecność około 40% limfocytów, około 30% 
monocytów oraz około 40% granulocytow. Na uwagę zasługuje 
wysoki procent granulocytow. Nieco mniejsze nagromadzenie 
granulocytow w chłonce przedwęzłowej obserwowano u owiec, 
natomiast u królików poddawanych działaniu pentobarbituralu 
granulocyty stanowiły 30% komórek chłonki /72,131/. Użycie 
innego środka znieczulającego nie powodowało tak znacznego 
gromadzenia granulocytow w chłonce przeawęzłowej królików. 
U człowieka w chłonce przedwęzłowej kończyn granulocyty spoty-
kane są jedynie wyjątkowo /132/. Przyczyną obecności w chłonce 
przedwęzłowej psów dużej liczby granulocytow może być również 
"fizjologiczne" zakażenie skóry łap psa. Morfologiczna ocena 
komórek jednojądrzastych chłonki przedwęzłowej nie jest łatwa 
i wielokrotnie odróżnienie postaci monocytarnych od limfocytów 
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jest utrudnione. Badanie zdolności fagocytarnych monocytów 
nie jest tutaj pomocne, ponieważ większość komórek chłonki 
przedwęzłowej nie fagocytuje ani latexu ani standardowych, 
laboratoryjnych szczepów drobnoustrojów /obserwacje własne/, 
W pełnej populacji komórek chłonki psów z przewlwkłym zasto-
jem przeważały limfocyty, które stanowiły około 90% popula-
cji, podczas gdy monocytów i granulocytów było po kilka pro-
cent, Nagromadzenie limfocytów w chłonce zastoju przewlekłego 
i mały procent monocytów w tej populacji jest trudny do wytłu 
maczenia. Niezrozumiały byłby bowiem mechanizm ewentualnego 
ograniczenia możliwości przechodzenia monocytów z układu 
krwionośnego przez tkanki do początkowych naczyń chłonnych. 
W przewlekłym zastoju chłonnym dochodzi do zmian struktural-
nych wokół oraz w samych naczyniach chłonnych, m.in, powstaje 
tzw. pseudobłona podstawna. Gdyby struktura ta była odpowie-
dzialna za utrudnione przechodzenie komórek, dotyczyłoby to 
zarówno monocytów jak i limfocytów. Być może ocena morfolog 
giczna i klasyfikacja komórek nie była właściwa, lecz jak 
wspomniano metody oceny monocytów w przypadku chłonki są 
utrudnione. 

Usunięcie z pełnej populacji komórek chłonki psów zdro-
wych komórek przylegających do powierzchni plastikowych po-
wodowało wzrost procentu limfocytów w populacji komórek nie-
przylegających. Nie stwierdzono natomiast zmian w procentowej 
zawartości monocytów. Może to świadczyć o tym, iż komórki 
zaliczane morfologicznie do monocytów nie należą do frakcji 
przylegającej do powierzchni i są postaciami limfoidalnymi. 
Dla porównania, procent komórek krwi zaliczanych przez nas 
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na podstawie oceny morfologicznej do monocytów ulegał znacz-
nemu obniżeniu po usunięciu komórek przylegających. 
Usunięcie komórek przylegających z chłonki psów z przewlek-
łym zastojem nie zmieniało jej składu komórkowego. Świadczy-
łoby to o obecności w tej chłonce znikomego procentu komórek 
mających zdolność przylegania do powierzchni. Usunięcie 
komórek przylegających z chłonki psów z ostrym zastojem 
chłonnym powodowało wzrost procentu limfocytów w populacji 
komórek nieprzylegających, podobnie jak w grupie psów zdro-
wych. 

Erakcja komórek przylegających chłonek ze wszystkich 
grup doświadczalnych zawierała głównie monocyty oraz granu-
locyty, a także pewien procent komórek zaliczanych morfolo-
gicznie do limfocytów. 

W chłonce psów zdrowych stwierdzono większy procent 
komórek tworzących rozetki E aktywne w porównaniu z krwią. 
Wyższy procent rozetek E aktywnych w chłonce obserwowano 
zarówno w przypadku populacji pełnej, jak i populacji komórek 
nieprzylegających. Wyniki te potwierdzają obserwacje innych 
autorów /47,82/ dotyczące obecności wyższego procentu limfo-
cytów tworzących rozetki E aktywne w płynach ustrojowych w 
porównaniu z krwią obwodową. U psów z przewlekłym zastojem 
chłonnym nie stwierdzono różnicy zawartości komórek tworzą-
cych rozetki E aktywne między chłonką a krwią. Jednak procent 
komórek tworzących rozetki E aktywne w chłonce zastoju przewle-
kłego był zdecydowanie niższy niż w chłonce psów zdrowych, 
zarówno w pełnej populacji komórek, jak i w populacji komórek 
nieprzylegających. Świadczyłoby to o pewnym zubożeniu populacji 

http://rcin.org.pl



- 64 -

komórek chłonki psów z przewlekłym zastojem chłonnym w 
komórki tworzące spontaniczne rozetki z erytrocytami czło-
wieka. Zubożenie to dotyczy tylko komórek chłonki, bowiem komór-
ki krwi wszystkich grup doświadczalnych tworzyły rozetki S 
aktywne w podobnym procencie. Procentowa zawartość komórek 
tworzących rozetki E, które oceniano po 1 godz. inkubacji w 
temp. 4 °C, była podobna do zawartości komórek tworzących 
rozetki E aktywne, zarówno w przypadku chłonki psów zdrowych 
jak i psów z zastojem chłonnym. Pełna populacja komórkowa chłon-
ki psów z przewlekłym zastojem chłonnym zawierała mniej ko-
mórek tworzących rozetki EA niż krew obwodowa. Frakcja komó-
rek nieprzylegających chłonki psów zdrowych i psów z ostrym 
zastojem chłonnym zawierała również mniejszy procent komórek 
tworzących rozetki EA w porównaniu z krwią obwodową. Świadczy-
łoby to o pewnym zubożeniu chłonki przedwęzłowej w komórki 
posiadające receptor Ec IgG- w porównaniu z krwią. Potwierdza 
to wyniki badań przeprowadzonych u ludzi, gdzie również obser-
wowano niższy procent rozetek EA tworzonych przez komórki 
chłonki przedwęzłowej kończyn w porównaniu z krwią /81/. 
W przypadku komórek pełnej populacji komórkowej chłonki psów 
z ostrym zastojem chłonnym obserwowano wyższy procent rozetek 
EA w porównaniu z krwią, co mogło być spowodowane stanem za-
palnym w badanej kończynie. 

Procentowa zawartość komórek tworzących rozetki EAC w 
chłonce psów zdrowych i chłonce psów z ostrym zastojem była 
zarówno w pełnej populacji komórek jak i w populacji komórek 
nieprzylegających taka sama jak u krwi obwodowej. 'W chłonce 
zastoju przewlekłego stwierdzono zdecydowanie niski procent 
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komórek tworzących rozetki EAC, w porównaniu z chłonką psów 
zdrowych i psów z ostrym zastojem chłonnym. Nie stwierdzono 
różnic między chłonką i krwią w zawartości komórek z recepto-
rem dla C3. Dane te różnią się od wyników badań u ludzi, 
gdzie obserwowano niższy procent rozetek EAC w chłonce niż 
w krwi obwodowej /81/. Mały procent komórek z receptorem FcIgG 
i komórek z immunoglobulinami powierzchniowymi klasy IgG może 
byó spowodowany wolniejszym przechodzeniem limfocytów B z 
krążenia do tkanek limfatycznych i nielimfatycznych, co zostało 
zaobserwowane w badaniach Eorda /111/. 

We wszystkich badanych grupach stwierdzono statystycznie 
znamiennie wyższy poziom autotransformacji blastycznej komó-
rek chłonki przedwęzłowej w porównaniu z komórkami krwi obwo-
dowej. Wysoka autotransformacja komórek chłonki miała miejsce 

3 

w warunkach in vivo, a wbudowywanie H-tymidyny po 2 godz. 
hodowli było tak samo wysokie jak po 48 godz. hodowli. Może 
to byó wynikiem stałego pobudzania limfocytów chłonki przed-
węzłowe j przez antygeny środowiska zewnętrznego, które wnika-
ją przez skórę i są transportowane do regionalnego węzła chłon-
nego. Możliwość zakażenia chłonki w czasie pobierania materiału 
do badania została wykluczona, ponieważ badania bakteriologicz-
ne wykazywały jałowość pobieranej chłonki. 
Aby wykluczyć wpływ ewentualnego zakażenia na wysoki poziom 
autotransforma cji komórek chłonki, podawano grupie psów 
a ntybiotyk przez 5 kolejnych dni i nie stwierdzono obniżenia 
się autotransformacji w porównaniu z dniem 0. Limfocyty chłon-
ki psów zdrowych i psów z ostrym zastojem odpowiadały w trans-
formacji blastycznej pod wpływem PKA słabiej niż komórki krwi, 
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podczas gdy odpowiedź na ConA była podobna do odpowiedzi 
komórek krwi na ten mitogen. Limfocyty chłonki przedwęzłowej 
odpowiadały silniej na ConA niż na PHA, podczas gdy komórki 
krwi odpowiadały na oba mitogeny w jednakowym stopniu. Mogło-
by to świadczyć o obecności w chłonce przedwęzłowej limfocy-
tów, które różnią się od limfocytów krwi stopniem dojrzałości 
immunologicznej /116,124,136/. Limfocyty chłonki psów z prze-
wlekłym zastojem również odpowiadały silniej na ConA niż PHA, 
a odpowiedź ta była statystycznie znamiennie wyższa od odpo-
wiedzi limfocytów chłonki psów zdrowych i psów z ostrym zasto-
jem chłonnym. Silna odpowiedź komórek chłonki z przewlekłego 
zastoju na oba mitogeny jest trudna do wytłumaczenia. Syć może 
komórki chłonki zostały już in vivo pobudzone podprogowo przez 
antygeny fizjologicznie wnikające do naczyń chłonnych przed-
węzłowych i dodanie mitogenów uwydatniło ten proces. 

Poziom natura -lnej cytotoksyczności zależnej od komórek 
K w chłonce psów zdrowych był przy najwyższym stosunku komórek 
efektorowych do docelowych wyższy niż w krwi obwodowej. Przy 
najniższym stosunku komórek efektorowych do docelowych stwier-
dzono znamienne obniżenie aktywności cytotoksycznej komórek K 
w chłonce przedwęzłowej w porównaniu z komórkami krwi, obserwo-
wane we wszystkich grupach doświadczalnych. 
W chłonce zastoju przewlekłego aktywność cytotoksyczna komórek 
K była zdecydowanie niższa w porównaniu z krwią, co może świad-
czyć o jej zubożeniu w komórki K. Równolegle w chłonce zastoju 
przewlekłego obserwowano bowiem niski procent komórek z recep-

s torem Fe IgG-, którego obecność konieczna jest dla wyrażenia 
aktywności cytotoksycznej komórek K /61/. 

http://rcin.org.pl



- 67 -

Aktywność cytotoksyczna komórek K chłonki zastoju przewlekłe-
go "była zdecydowanie niższa od aktywności komórek chłonki za-
stoju ostrego. 

Poziom naturalnej cytotoksyczności komórek NK chłonki, 
skierowanej przeciwko nowotworowym komórkom K 562, "był we 
wszystkich grupach doświadczalnych podobny do poziomu cyto-
toksyczności komórek NK w krwi obwodowej. Brak różnic w aktyw-
ności cytotoksycznej był zaskakujący, gdyż w przypadku innych 
zwierząt obserwowano niską aktywność komórek NK w węzłach 
chłonnych oraz niską aktywność komórek NK w chłonce przedwę-
złowej ludzi w porównaniu z krwią obwodową /81, 106, 120/. 
U psa aktywność cytotoksyczna komórek NK jest wyrażona niskimi 
wartościami liczbowymi, co mogło wpłynąć na zmniejszenie czy-
telności różnic w aktywności komórek chłonki i krwi. 
U psów z przewlekłym zastojem chłonnym obserwowano zdecydowanie 
niższą aktywność komórek NK w chłonce w porównaniu z pozosta-
łymi grupami doświadczalnymi. 
Niską aktywność komórek NK obserwowano również w krwi obwodo-
wej tych psów, co mogło być spowodowane ich zaawansowanym 
wiekiem, wynikającym z długoletniego utrzymywania psów dla 
uzyskania przewlekłego zastoju chłonnego. 
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P O D S U M O W A N I E I W N I O S K I 

1. Przez skórę i tkankę podskórną migrują fizjologicznie z 
krwi do chłonki przedwęzłowej limfocyty, monocyty i granu-
locyty, lécz ich liczba w chłonce jest kilkadziesiąt razy 
mniejsza niż w krwi, 

2. Większy odsetek jednojądrzastych komórek chłonki prawidło-
wej w porównaniu z krwią tworzy spontanicznie rozetki E, 
natomiast mniej komórek chłonki niż krwi wykazuje obecność 
powierzchniowych immunoglobulin i receptora P c IgG. Ko-
mórki chłonki przedwęzłowej charakteryzują się w porówna-
niu z komórkami krwi wysokim stopniem autotransformacji 
blastycznej oraz silniejszą odpowiedzią na Gon A niż na 
PHA, Może to świadczyć o obecności w chłonce przedwęzłowej 
komórek o niższym stopniu dojrzałości. Komórki K chłonki 
przedwęzłowej wykazują niższą cytotoksyczność zależną od 
przeciwciał w porównaniu z komórkami K krwi. Cytotoksycz-
na aktywność komórek NK chłonki przedwęzłowej, skierowana 
przeciwko komórkom linii K 562 jest podobna do aktywności 
komórek NK krwi obwodowej. 

3. Trwałe przerwanie drogi recyrkulacji komórek chłonki, w 
tym i migracji do regionalnego węzła chłonnego powoduje 
gromadzenie się w chłonce znacznych ilości komórek, głów-
nie limfocytów. Mniejszy odsetek komórek chłonki z zastoju 
przewlekłego w porównaniu z chłonką prawidłową tworzy 
spontanicznie rozetki E oraz rozetki EA. Komórki chłonki 
z zastoju przewlekłego ulegają silniejszemu pobudzeniu 
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pod wpływem Gon A niż PHA, a ich odpowiedź na oba mitogeny 
jest wyrażona mocniej niż komórek chłonki prawidłowej. 
Aktywność cytotoksyczna komórek K chłonki z zastoju przew-
lekłego jest słabsza w porównaniu z komórkami chłonki 
prawidłowej. 

4. Fizjologiczne znaczenie różnic w składzie populacji komó-
rek prawidłowej chłonki przedwęzłowej i krwi obwodowej, 
oraz rola komórek migrujących spontanicznie przez tkanki 
wymagają osobnych badań. 

5. Zubożenie chłonki z przewlekłego zastoju w komórki tworzą-
ce rozetki E i SA, oraz obniżona aktywność cytotoksyczna 
zależna od przeciwciał komórek K mogą częściowo tłumaczyć 
"immunologiczne uprzywilejowanie" tkanek z przerwanymi 
drogami odpływu chłonnego. Wysoki stopień autotransformacji 
blastycznej i odpowiedzi na mitogeny można tłumaczyć 
stałym pobudzaniem komórek z miejsca zastoju chłonnego 
antygenami bakteryjnymi, pochodzącymi ze skóry i częścio-
wo z rozpadłych komórek własnycho 
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OBJAŚNIENIA SKRÓTÓW UŻYWANYCH W PRACY 

BALT - /bronchus - associated lymphoid tissue/ 
tkanka limfatyczna płuc 

BCG - /Bacille, Calmette, Guerin/ atenuowane 
prątki gruźlicy 

ConA - konkanawalina A 
S - erytrocyty 
EA - erytrocyty opłaszczone przeciwciałem IgG 
WAC - erytrocyty opłaszczone przeciwciałem IgM 

i dopełniaczem 
E/T - stosunek komórek efektorowych do komórek 

docelowych 
GALT - /gut - associated lymphoid tissue/ tkanka 

limfatyczna przewodu pokarmowego 
K - /killer cells/ komórki cytotoksyczne 
NK - /natural killer cells/ naturalne komórki 

cytotoksyczne 
PALS - /periarteriolar lymphoid sheath/ część centralna 

białej miazgi śledziony 
PHA - fitohemaglutynina 
SIg - /surface immunoglobulin/ immunoglobulina 

p owie rz chni owa 
/\ - różnica 
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T A B E L E 

x - średnia arytmetyczna 

SD - odchylenie standardowe 

SE - błąd standardowy średniej 

n - liczba doświadczeń 

p - poziom istotności 

NS - statystycznie nieznamienne 
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Tabelo 1. Lcukccytcze w chłonce przedwęzlowej i krwi 
3 3 obwodowej / w sn x 10 / 
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Tabela 2. Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna komórek 
pełnej populacji chłonki przedwęzłowej i krwi / % / 
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Tabela 3. Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna populacji 
komórek nieprzylegajęcych do powierzchni plastikowych /%/ 
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Tabela 4. Charakterystyka morfologiczna i cytochemiczna populacji 
komórek przylegajęcych do powierzchni plastikowych /%/ 
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