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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

APO-1/FAS/CD95 (apoptosis antigen 1/FAS receptor/cluster of differentiation
95)- antigen 1 apoptozy/ biatko Fas/kompleks réznicowania 95, receptor $mierci
BCI-2 (B cell lymphoma 2)- chtoniak z komérek B 2

BCR (B cell receptor)- receptor limfocytow B

BLIMP-1 (B lymphocyte induced maturation protein 1)- biatko regulujgce koncowe
dojrzewanie limfocytow B i granulocytéw- monocytéw

CCL1 (chemokine (CC motif) ligand 1)- biatko chemotaktyczne wydzielane przez
aktywowane limfocyty T; przyciagga monocyty, komérki NK, niedojrzate komérki B
i komérki dendrytyczne

CCL2/MCP-1 (chemokine (CC motif) ligand 2/monocyte chemoattractant
protein-1)-biatko chemotaktyczne dla monocytow-1

CCL3/MIP-1a (chemokine (CC motif) ligand 3/monocyte chemoattractant protein-
la /macrophage inflammatory proteinla)- biatko zapalne makrofagéw 1a
CCL4/MIP-1£ (chemokine (CC motif) ligand 4/macrophage inflammatory protein
113)- biatko zapalne makrofagow 113

CCL17/TARC (thymus and activation regulated chemokine/chemokine (C-C motif)
ligand 17)- chemokina regulowana przez grasice i aktywacje

CCL18/DC-CK1 (chemokine (C-C motif) ligand 18/DC-derived CC chemokine 1)-
chemokina 1 komdrek dendrytycznych

CCL19/ELC/MIP-3f8 (chemokine (C-C motif) ligand 19/EBI1 ligand chemokine/
macrophage inflammatory protein-313)- biatko zapalne makrofagéw 312
CCL21/SLC/6Ckine (chemokine (C-C motif) ligand 21/exodus-2/secondary
lymphoid-tissue chemokine)- chemokiny wtérnych organéw limfoidalnych
CCL22/MDC (chemokine (C-C motif) ligand 22/macrophage derived cytokine)-
cytokina wyrazana przez makrofagi i komorki dendrytyczne

CCR, CXCR (chemokin(motif CC)receptor)-receptory dla chemokin z grupy CC i CXC
CD (cluster of differentiation)- kompleks réznicowania, symbol z odpowiednia
cyfra oznaczajacy struktury powierzchniowe komorek, gtownie leukocytow

CpG (—C—phosphate—G—)/housekeeping genes- odcinki promotorow,
dinukleotydy



CTLA-4 (cytotoxix T-lymphocyte-associated antigen-4)- antigen 4 zwigzany z
cytotoksycznymi limfocytami T

CXCL9/MIG (chemokine (C-X-C motif) ligand 9/monokine induced by gamma
interferon)- monokina indukowana przez interferon gamma

CXCL12/SDF1 (chemokine (C-X-C motif) ligand 12 /stromal cell-derived factor-1)-
czynnik pochodzenia stromalnego 1

CXCL13/BLC (chemokine (C-X-C motif) ligand 13/B lymphocyte chemoattractant)
-chemoatraktant limfocytow B

DC-SIGN/SIGNR-1(dendritic  cell-specific = ICAM-3  grabbing nonintegrin)
nieintegryna swoista dla komoérek dendrytycznych chwytajgca ICAM-3

DNA (deoxyribonucleic acid)- kwas deoksyrybonukleinowy

Fc (fragment crystallizable) - krystalizujgcy fragment przeciwciata

FCS (fotel calf serum)- surowica cieleca

FITC (fluorescein isothiocyanate)- izotiocyjanian fluoresceiny

Foxp-3 (forkhead box P3)- gen kodujacy biatko z rodziny Fox

GITR (glucocorticoid- induced TNFR- related)- biatko zwigzane z receptorem
indukowanym glukokortykoidem

GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor)- czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow

Grl(Ly6/G) (lymphocyte antigen 6 complex, locus G)- antygen réznicowania
szpikowego

¥8T naiwne epidermalne limfocyty T

HLA (human leukocyte antygen system)- ludzki uktad zgodnosci tkankowe;j
HLA-DR (human leukocyte antygen class II)- ludzkie antygeny zgodnoSci
tkankowej klasy II

ICAM-1/CD54 (intercellular adhesion molecule 1)- czasteczka adhezji
miedzykomdrkowej 1

Ig immunoglobulina (przeciwciato)

IgA przeciwciato klasy IgA

IgD przeciwciato klasy IgD

IgG przeciwciato klasy IgG

IgM przeciwciato klasy IgM



IL interleukina

iNOS (inducible nitric oxide synthase)- indukowana syntaza tlenku azotu

kDa kilodalton

LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1)- antigen 1 zwigzany z
czynnoscig limfocytow

LPS (lipopolysacharide)- lipopolisacharyd, sktadnik $cian drobnoustrojéw gram
ujemnych

LSAB 2AP strepatawidyna biotyna system- alkaliczna fosfataza, system wizualizacji
LTR/TNFf3 (lymphotoxin f3, tumor necrosis factor 3)- limfotoksyna f3, czynnik
martwicy nowotworu f3

LYVE-1 (lymphatic vessel endothelial receptor-1)- receptor 1 dla Srédbtonka
naczyn limfatycznych

L1CAM/CAML1/CD171 (neuronal cell adhesion molecule)- czasteczka adhezji
komérkowej komorek nerwowych

MARCO (macrophage receptor with collagenous structure)- receptor makrofagow
o strukturze kolagenu

MHC-I (major histocompatibility complex class I)- gléwny uktad zgodnosci
tkankowej klasy |

MHC-II (major histocompatibility complex class II)- gtéwny ukitad zgodnoSci
tkankowej klasy II

NK (natural killer cells)- komorki naturalnie zabijajace

Notch biatko receptorowe odgrywajace role w utrzymaniu i rozwoju komoérek
miesni gtadkich

PAMP (patogen associated molecular patterns)- molekularne wzorce zwigzane z
patogenami

PD1/PDCD1/CD279 (programmed cell death protein 1)- biatko 1
zaprogramowanej Smierci komorki

PECAM-1/CD31 (platelet endothelial cell adhesion molecule 1)- czasteczka adhezji

komorkowej ptytkowo-srodbtonkowej 1



STRESZCZENIE

WSTEP: Skéra konczyn dolnych cztowieka znajduje sie w ciggltym kontakcie
z otaczajaca materia, bogatag w mikroorganizmy oraz substancje chemiczne. Jest
ona pokryta wiacznie z gruczotami tojowymi, potowymi oraz mieszkami
wtosowymi saprofityczng florg bakteryjna. Flore te tworzy wiele szczepow, jednak
najczestszymi sg bakterie nalezgce do ziarenkowcoéw, a wérdd nich Staphylococcus
epidermidijs. Drobnoustroje te nie sg patogenne dopoki zasiedlajg swoja nisze
fizjologiczng. Urazy otwarte, czeste infekcje skory i tkanki podskdrnej oraz
wynikajgce z nich przewlekte zapalenie sg przyczyng zmian w poczatkowych
naczyniach limfatycznych oraz pniach limfatycznych zbierajacych limfe. W
zaawansowanym stadium ma miejsce zwtéknienie naczyn limfatycznych i weztow
chtonnych prowadzace do zastoju limfy i obrzeku limfatycznego. Brak drenazu
chtonnego powoduje, Ze bakterie normalnie zasiedlajace powierzchnie skéry, jej
gruczoty i mieszki wtosowe oraz te, ktére przeniknety do tkanek gtebokich stajg
sie patogenne, prawdopodobnie wskutek zmiany $rodowiska chemicznego. Nie
moga one by¢ odtransportowane i namnazaja sie w tkance. Na nagromadzone w
tkankach bakterie odpowiadajg regionalne wezly chtonne rekrutacjag monocytéw i
limfocytow z krwi oraz fagocytoza. W weztach powstajg takze komdrki pamieci
immunologicznej, co jest czeScia normalnej odpowiedzi na obce antygeny. Nie
zostala dotychczas poznana reakcja weztow chtonnych na szczepy bakteryjne
»fizjologicznie” zasiedlajace skdre cztowieka, a w szczegdlnosci konczyn dolnych.
Nie wydaje sie, aby ewolucyjnie wytworzyta sie tolerancja gdyz klinicznie
obserwuje sie dtugotrwate zapalenia skory wtasnymi gronkowcami. Nie wiadomo
doktadnie jakie fenotypy komdrkowe sg rekrutowane z krwi i dojrzewajg w
wezlach, a takze czy i jak dtuga moze by¢ wytworzona pamie¢ immunologiczna na
antygeny danych szczepdw, pozwalajgca na przynajmniej krotkotrwatg odpornosc¢.

CEL PRACY: Celem pracy byto zbadanie odpowiedzi komoérek regionalnych
wezlow chtonnych szczura na wybrany gatunek bakterii: Staphylococcus
epidermidis zasiedlajacy skore konczyn dolnych cztowieka, a w szczego6lnosci:

prze$ledzenie zmiany fenotypdw komoérek weztéw po pierwotnym i wtérnym



zakazeniu, sprawdzenie czy w weztach wytwarzane sg klony komérek T i B
pamieci oraz regulatorowe (supresorowe) limfocyty T.

GRUPY EKSPERYMENTALNE: Wyszczeg6lniono nastepujace grupy
badawcze: grupy z zakazeniem podskérnym pierwotnym oraz wczesng (1 dzien
po ostatnim podaniu zawiesiny bakterii) i p6zna (21 dni po ostatnim podaniu
zawiesiny bakterii) izolacjg materiatu, grupa z zakazeniem podskérnym wtérnym.

MATERIALY I METODY: Zawiesine bakterii S. epidermidis lub roztwor soli
fizjologicznej podawano szczurom podskornie w grzbiet konczyny tylnej.
Wyizolowane podkolanowe wezly chtonne wazono, przeliczano ilo$¢ komorek na
gram tkanki wezla, a nastepnie oceniano zmiany odsetka subpopulacji
komérkowych w weztach metoda cytometrii przeptywowej oraz w programie
Microimage na skrawkach wybarwionych immunohistochemicznie.

Fenotypy komorek podkolanowych weztéw chionnych oznaczano przy
uzyciu przeciwciat skierowanych przeciwko: limfocytom T, monocytom i
granulocytom (W3/13+), pomocniczym limfocytom T i makrofagom (W3/25+),
cytotoksycznym limfocytom T (0X8+), limfocytom B (B+, 0X12+, 0X33+),
komoérkom dendrytycznym (0X62+), makrofagom (ED1+), granulocytom
(HiS48+), komdérkom wykazujacym obecnos$¢ biatka ICAM-1 (CD54+), PECAM-1
(CD31+), MHC klasy II (0X6+), komoérkom szpikowym i tymocytom (OX7+),
limfocytom T regulatorowym (CD4+CD25+), limfocytom B pamieci
(CD19+CD27+), limfocytom T pamieci pomocniczym (CD4+CD45RC-CD62L+/-)
oraz limfocytom T pamieci cytotoksycznym (CD8+CD45RC-CD62L+/-).

WYNIKI: Po pierwotnym zakazeniu skory Staphylococcus epidermidis w
grupie z wczesng izolacja materiatu zaobserwowano istotne zwiekszenie liczby
komérek w podkolanowych weztach chtonnych oraz masy weztéw w poréwnaniu
do kontroli. Po zakazeniu wtornym skory liczba komdérek w weztach pozostawata
na poziomie podobnym do tych po zakazeniu pierwotnym. Masa wezt6w natomiast
byta statystycznie nizsza od tej po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesna
izolacja materiatu.

W ocenie cytometrycznej, po zakazeniu pierwotnym skory w grupie z
wczesng izolacja materiatlu  wykazano znamienne zwiekszenie udziatu

procentowego komodrek wyrazajacych nastepujace biatka: 0X8, ED1, CD54.
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Zmniejszyt sie natomiast odsetek komoérek W3 /254 w poréwnaniu do kontroli. W
okresie 3 tygodni od zakaZenia pierwotnego zwiekszyt sie istotnie udziat komoérek
(CD4+CD45RC-) oraz komérek (CD8+CD45RC-CD62L-). Po zakazeniu wtérnym
skory wykazano znamienne zwiekszenie udziatu procentowego komorek:
w3/13+, O0X8+, ED1+, (CD19+CD27+), (CD4+ CD45RC- CD62L-),
(CD8+CD45RC-). Zmniejszyt sie natomiast odsetek populacji limfocytow B,
komoérek 0X7+, 0X62+, 0X6+, CD54+, (W3/13+0X6+) oraz (W3/25+0X6+).
Nie zaobserwowano iloSciowych zmian subpopulacji komérek (CD4+CD25+) po
zakazeniu pierwotnym i wtérnym skory S. epidermidis.

W ocenie morfometrycznej w programie Microimage, po zakazeniu
pierwotnym skdéry w grupie z wczesng izolacja materiatu, w strefie brzeznej
weztdw wykazano istotne zwiekszenie odsetka komoérek: W3/13+, W3/25+,
0X8+, B+, ED14, 0X7+, HiS48+, 0X6+ oraz CD54+ w poréwnaniu do kontroli.
Wykazano ponadto zmniejszenie udziatu procentowego komérek CD31+. W
grudkach zaobserwowano zwiekszenie udziatu procentowego komorek
wyrazajacych biatka: W3/13, W3/25, ED1, CD31, 0X7, HiS48, OX6 i CD54. W
strefie przykorowej weztéw wykazano znamienne zwiekszenie udziatu
procentowego komorek: W3/13+4+, W3/25+, 0X8+, B+, 0X62+, ED1+, 0X7+,
HiS48+ , 0X6+ oraz CD54+. W strefie rdzennej weztéw po zakazeniu pierwotnym
zaobserwowano istotne zwiekszenie udziatu procentowego komorek: W3/13+,
W3/25+, 0X8+, ED1+, 0X7+, HiS48+, 0X6+ oraz CD54+.

W grupie po zakazeniu wtoérnym skory w strefie brzeznej weziow
wykazano zwiekszenie udziatu procentowego komérek CD54+ w poréwnaniu do
grup po zakazeniu pierwotnym. Zmniejszyl sie natomiast odsetek komorek
wyrazajgcych biatka: 0X62, ED1, CD31 oraz HiS48 w poréwnaniu do grupy po
zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacja materialu. W grudkach chionnych
wykazano znamienne zwiekszenie udziatu procentowego komorek CD54+ w
poréwnaniu do grup po zakazeniu pierwotnym oraz zmniejszenie odsetka
komorek CD31+ w poréwnaniu do grupy po zakazeniu pierwotnym z wczesna
izolacja materiatu. W strefie przykorowej weztéw zaobserwowano zmniejszenie
udziatu procentowego komoérek 0X62+ w poréwnaniu do grup po zakaZeniu

pierwotnym oraz komérek W3/254, CD31+ i OX7+4+ w poréwnaniu do grupy po
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zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacja materiatu. W strefie rdzennej wykazano
zmniejszenie odsetka komoérek W3/25+, 0X62+ i OX7+ oraz zwiekszenie udziatu
procentowego komoérek OX8+ w poréwnaniu do grupy po zakazZeniu pierwotnym
z wczesng izolacjg materiatu.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI: Pierwotne zakazenie skdry S. epidermidis w
grupie z wczesng izolacjg materiatu spowodowato zwiekszenie liczby komoérek, ale
nieistotng iloSciowg zmiane proporcji poszczegélnych populacji. Mogtoby to
Swiadczy¢, iz organizacja komorkowa wezta jest przygotowana ewolucyjnie na
przyjecie antygenu bakteryjnego ze skory, a odpowiedZ polega gtoéwnie na
zwiekszonej rekrutacji z krwi fenotypow obecnych w wezZle juz przed zakazeniem.

Wtérne zakazenie skory S. epidermidis nie spowodowato zwiekszenia masy
i liczby komorek weztéw ponad wartosci obserwowane po zakazeniu pierwotnym.
Charakteryzowato sie natomiast obniZeniem odsetka poszczegdlnych populacji
bioracych udziat w pierwotnym rozpoznaniu bakterii S. epidermidis. Nie wykazano
zwiekszenia liczebnoSci limfocytéw T regulatorowych. Natomiast zaobserwowano
istotne zwiekszenie udziatu procentowego populacji komérek B i T pamieci
immunologicznej. Mozna przypuszczaé, iz komorki te uruchamiaty szybka
odpowiedZ humoralng w postaci produkcji przeciwciat specyficznych dla antygenu

bakteryjnego poznanego w czasie pierwotnego zakazenia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Skin of human lower limbs remains in a permanent
contact with the environment rich in microorganisms and chemicals. It is colonized
together with its appendices as sebaceous and sweat glands and hair follicles by
saprophytic bacterial flora. Skin flora contains a number of strains, among them
the most frequent are cocci, with most frequent Staphylococcus epidermidis. S.
epidermidis remains as non-pathogenic until it has penetrated tissues and created
a niche for itself. Human feet undergo frequent bacterial infections bringing about
changes in the initial lymphatics and collecting lymphatic trunks. In chronic
bacterial inflammation of skin and subcutaneous tissue lymphatic endothelial cells
become damaged what results in obliteration of their lumen. Moreover, lymph
nodes lose lymphoid elements and eventually become fibrotic. This brings about in
course of time tissue fluid/lymph stasis and development of lymphatic edema.
Lack of lymphatic drainage causes accumulation of bacteria that colonized deep
tissues. They can not be transported away and multiply locally. Presence of a large
bacterial load in tissues evokes reaction of regional lymph nodes, expressed as
recruitment in nodes of cohorts of monocytes and lymphocytes mainly from blood.
In nodes clones of memory lymphocytes arise what is a normal response to
recognized foreign antigens. It remains still unclear which cellular subtypes are
recruited from the blood and mature in the nodes, and for how long can the
memory immune response to skin bacterial strains persist.

AIM: To investigate the response of regional lymph nodes cells to
Staphylococcus epidermidis colonizing normal human lower limb and in particular
to follow changes in the cell phenotypes after the primary and secondary infection
and investigating whether lymph nodes produce T and B cell memory clones and
regulatory T lymphocytes (suppressors).

EXPERIMENTAL GROUPS: Primary subcutaneous infection with early (1 day
after last bacterial injection) and late (21 days after last bacterial injection)
material harvesting, secondary subcutaneous infection.

MATERIALS AND METHODS: A suspension of S epidermidis was

administered subcutaneously in the dorsum of rat hind paws, popliteal lymph
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nodes were harvested and weighted, the number of cells per gram of node and
changes in percentage of subpopulations were measured by flow cytometry and in
Microimage technique on tissue sections.

The phenotypes of cells popliteal lymph nodes were determined using
antibodies directed against: T lymphocytes, monocytes and granulocytes
(W3/13+4), helper T lymphocytes and macrophages (W3/25+), cytotoxic T
lymphocytes (0X8+), B lymphocytes (B+, 0X12+, 0X33+), dendritic cells
(0X62+), macrophages (ED1+), granulocytes (HiS48+), cells showing the
presence of ICAM-1 (CD54+), PECAM-1 (CD31+), MHC class I (0X6+) cells of the
marrow and thymocytes (0X7+), regulatory T lymphocytes (CD4+ CD25+),
memory B cells (CD19+ CD27+), memory T lymphocytes helper (CD4+ CD45RC-
CD62L+/-) and memory cytotoxic T lymphocytes (CD8+ CD45RC- CD62L+/-).

RESULTS: Following the primary infection of paw skin with Staphylococcus
epidermidis in the group of early harvesting (7 days) a significant increase in
number of node cells and node mass was observed. After the secondary infection,
the number of node cells did not increase over that of after primary infection.

On cytometry, in the group of primary infection with early harvesting a
significant increase in the percentage of cells expressing 0X8, ED1, CD54 antigens
was observed. There was a decrease in percentage of W3/25+ cells. During a 3
weeks period after primary infection a significant increase in percentage of (CD4+
CD45RC-) and (CD8+ CD45RC- CD62L-) cells was seen. After secondary infection,
a significant increase in percentage of W3/13+4, 0X8+, ED1+, (CD19+ CD27+),
(CD4+ CD45RC- CD62L-), (CD8+ CD45RC-) could be observed. There was a
decrease in percentage of B lymphocytes, cells 0X7+, 0X62+, 0X6+, CD54+,
(W3/13+ 0X6+) and (W3/25+ 0X6+). No quantitative changes in cell CD4+
CD25+ were seen after primary and secondary skin infection.

In the Microimage pictures after primary skin infection in the group of early
harvesting the node marginal zone showed a significant increase in the percentage
of W3/13+, W3/25+, 0X8+, B+, ED1+, 0X7+, HiS48+, 0X6+ and CD54+ cells.
There was reduction in the percentage of CD31+ cells. In the follicles increase in
percentage of cells expressing W3/13, W3/25, ED1, CD31, 0OX7, HiS48, 0X6 and

CD54 was observed. In the paracortical zone, a significant increase of W3/13+,
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W3/25+, 0X8+, B+, 0X62+, ED1+, 0X7+, HiS48+, 0X6+ and CD54+ and in the
medullary area of W3/13+4, W3/25+4, 0X8+, ED1+, 0X7+4, HiS484, 0X6+ and
CD54+ was noticed.

After the secondary skin infection the marginal zone of nodes showed
increase in percentage of CD54+ cells, compared to the groups of primary
infection. Decreased percentage of cells expressing 0X62, ED1, CD31 and HiS48,
compared to the early primary infection was observed. In the follicles, a significant
increase in percentage of CD54+ cells as compared to the groups of primary
infection and reduced percentage of CD31+ cells as compared to the group after
primary infection with early harvesting was found. The paracortical zone had a
decrease of percentage of 0X62+ cells compared to groups of primary infected and
W3/25+, CD31+, 0X7+ compared to the early primary infection. The medullary
area showed decrease in percentage of W3/25+, 0X62+ and OX7+ and increasing
of OX8+ cells compared to the early primary infection.

CONCLUSIONS: Primary skin infection with S. epidermidis in the group of
early (7 days) node cell harvesting brought about an increase in the total number
of cells but negligible quantitative differences in the proportion of subsets. This
could indicate that the internal cellular evolutionarily developed organization of a
lymph node is prepared to rapidly eliminate bacterial antigen drained from skin
and that this response is mainly based on phenotypes already delivered to the
node before infection.

The secondary skin infection did not increase the cell mass and their
number over the values observed after primary infection. There was a decrease in
the percentage of individual populations involved in the initial recognition of .
epidermidis. An increase in the number of regulatory T cells could not be observed.
In contrast, a significant increase in the percentage of the B and T memory cells
was found. It may be possible that memory cells initiated the humoral immune
response of production of antibodies specific for the bacterial antigen used for its

elimination.
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1. PRZEGLAD PISMIENNICTWA NA TEMAT TOPOGRAFII KOMOREK WEZLA
CHLONNEGO ORAZ ICH ODPOWIEDZI NA ANTYGENY

1.1. Struktura i funkcja wezta chtonnego

Pierwotna adaptacyjna odpowiedZ immunologiczna na rézne typy
antygenOw oraz szczepionki inicjowana jest w regionalnych weztach chionnych,
drenujacych miejsca obwodowe, fizjologicznie eksponowane na antygen (Hickman,
2008).

Wezly chtonne s3a zorganizowanymi strukturami nalezacymi do wtérnych
(obwodowych) narzagdow limfoidalnych, majacymi na celu pozyskiwanie antygenu
transportowanego z miejsc obwodowych do komoérek rezydencjalnych wezta.
Komoérki te s3 wysoko wyspecjalizowane w pozyskiwaniu, przetwarzaniu i
prezentacji antygenow limfocytom. Naczynia limfatyczne doprowadzajace
dostarczaja antygeny obecne w limfie do komorek strefy brzeznej wezta. Antygeny
moga rowniez przemieszcza¢ sie przez wezly za  posrednictwem
wyspecjalizowanych kanatéw, kontaktujac sie z wieloma typami komorek, zanim
ostatecznie opuszcza wezet droga naczyn limfatycznych odprowadzajacych
(Hickman, 2008).

W weztach chtonnych szczura wyrdézniono trzy réznigce sie funkcjonalnie
rodzaje komoérek (Fossum, 1983):

- komorki limfoidalne do ktérych naleza limfocyty,

- komorki zrebowe (stromalne), do ktérych nalezg komoérki Srédbtonkowe naczyn
limfatycznych, krwiono$nych oraz komérki siateczki (fibroblasty, retikulocyty)
tworzace zrgb wewnatrz wezla,

- komorki nielimfoidalne, niestromalne: makrofagi, granulocyty i komorki

dendrytyczne.
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Ryc. 1. Schemat wezta chfonnego szczura przedstawiajacy drogi przeptywu limfy (zielony
kolor), naczynia tetnicze (czerwony kolor) i zZylne (fioletowy kolor- wtosniczki Zylne
wystane wysokimi komodrkami srédbfonka. Zotte strzatki wskazuja kierunek przeplywu
limfy przez wezet (Ohtani, 2012).

Ohtani, (2012) opisat strukture wezta limfatycznego szczura na podstawie
obserwacji w mikroskopie konfokalnym, uwidoczniong przy uzyciu znacznika
fluorescencyjnego TRITC (tetramethylrhodamine), badajac jego
rozprzestrzenianie sie w czasie (Ryc. 1). Fluoresceina naptywata najpierw droga
naczyn limfatycznych doprowadzajacych do zatoki strefy brzeznej wezita (ZP).
Nastepnie rozprzestrzeniata sie kolejno w §ré6dmiagzszowych przestrzeniach strefy
korowej powierzchniowej (strefa komorek B, ZB), labiryntach limfatycznych strefy
korowej gtebokiej (strefa przykorowa, grasiczozalezna, strefa komérek T, ZT)
docierajgc ostatecznie do zatok rdzennych wezta (ZR). Podwdjne znakowanie
fluoresceing TRITC i FITC (fluorescein isothiocyanate) uwidocznito mate,
$Srodmigzszowe powierzchnie zatok rdzennych i sznury rdzenne z obecnymi
naczyniami krwiono$nymi.

Wizualizacja w mikroskopie skaningowym (Ohtani, 2003; 2008; 2012)

potwierdzita istnienie poréw na powierzchni zatoki brzeznej wezta, ktore sa
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elementem graniczacym ze Sr6édmigzszowg powierzchnig strefy komérek B (Ryc.
1). Duze powiekszenie labiryntow limfatycznych w strefie przykorowej wezta
wskazywato na obecno$¢ w niej gesto upakowanych limfocytow, ktére posiadajg
mozliwos¢ przedostawania sie do wnetrza tunelu labiryntu. W strefie przykorowej
widoczne byly roéwniez wlosniczki zylne wystane wysokimi komorkami
Srodbtonka (HEV- high endothelial venules) i otoczone duza liczba limfocytow.
Zatoki rdzenne wezta wystane byty siatkg komdrek stromalnych graniczacych ze
srodbtonkiem limfatycznym, otaczajagcym sznury rdzenne bogate w limfocyty.
Limfocyty toczyty sie w Swietle wtosniczek zylnych, a nastepnie przylegaty do
powierzchni Srodbtonka limfatycznego penetrujac go i ostatecznie docierajac do
migzszu wezta. W migzszu wezta poruszaty sie w kierunku labiryntéw
limfatycznych penetrujac ich $rédbtonek (Ohtani, 2012).

Opisano (Ward, 2006), (Fossum, 1983) lokalizacje gtéwnych subpopulacji
komorkowych w niezmienionych weztach chtonnych szczura w skrawkach
wybarwionych immunohistochemicznie przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych
oraz ocenionych w mikroskopie elektronowym. W zatokach strefy brzeznej
weztéw wykazano makrofagi zatokowe o silnych wtasciwosciach fagocytarnych
oraz komorki welonowate. Makrofagi zatokowe wykazywaty obecno$¢ biatka ED1.
W korze powierzchniowej zlokalizowano komorki, ktérych cytoplazma
wypetniona byta ciemnymi, duzymi ziarnisto$ciami oraz lipidami i resztkami jader
komorkowych. Grudki chtonne zlokalizowane w strefie korowej powierzchniowej
weztéw, bogate byly w limfocyty B wykazujace na swej powierzchni obecnos¢
immunoglobulin (IgM) oraz antygenéw MHC klasy II. W obwodowej czeSci grudek
chtonnych obecne byty komérki dendrytyczne nie wykazujgce obecnosci MHC
klasy II, a w centrach rozrodczych komorki dendrytyczne wykazujgce obecnos¢
antygenow klasy II. W obrebie grudek chionnych zaobserwowano rdéwniez
makrofagi brzezne bedace zréznicowang grupa komdrek o witasciwosciach
fagocytarnych, a takze makrofagi oSrodkdw rozmnazania grudek charakteryzujace
sie zawarto$cig resztek komoérkowych w cytoplazmie i bogactwem enzymow
lizosomalnych. Strefa przykorowa weztéw bogata byta w limfocyty T wykazujace
obecno$¢ nastepujacych biatek: CD3, W3/13, W3/25, 0X8, a takze splatajace sie
komoérki dendrytyczne wykazujace obecnos$¢ biatek MHC klasy II. W strefie
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rdzennej wezta wykazano komorki plazmatyczne wykazujgce na swej powierzchni
obecno$¢ immunoglobulin (IgM) oraz komérki z licznymi granulami i
sfagocytowanymi resztkami komoérek w cytoplazmie.

Mikrosrodowisko i prawidtowa architektura weztéw chlonnych jest
niezbedna do indukcji odpowiedzi limfocytow T (Junt, 2008). Macpherson (2004,
2006) wykazal u myszy hodowanych w sterylnych warunkach laboratoryjnych
strefy B i T weztdw chtonnych bardzo ubogie w komorki, co wigzato sie z
ostabieniem reakcji na zakazenie. Mikrosrodowisko weztow chionnych u
noworodkow rowniez jest ubogie w komorki. Wzbogacajg je natomiast odpowiedzi
na antygeny pochodzace ze szczepionek. Stabe stany zapalne moga by¢ korzystne
dla formowania mikroarchitektury weztéw chtonnych i wywotywania ich reakcji

(Siegrist, 2001).

1.2. Odpowiedz komorek regionalnego wezta chtonnego na pierwotng stymulacje
antygenem pochodzacym z tkanek obwodowych

W celu wypetnienia swej roli we wrodzonej i nabytej odpowiedzi
immunologicznej wezty chtonne drenujgce miejsca zakazone musza rekrutowac i
przyciggac¢ leukocyty z krwi oraz tkanek obwodowych. Istniejg dwie drogi naptywu
komérek do regionalnych weztdw chtonnych: droga naczyn krwiono$nych
prowadzaca przez wtosniczki zylne wystane wysokimi komoérkami $rédbtonka
(HEV) oraz droga naczyn limfatycznych doprowadzajacych (Ryc. 2).

Podczas zapalenia akumulacja limfocytow w drenujacych weztach
chtonnych znaczaco wzrasta, natomiast ich wyjscie droga naczyn limfatycznych
odprowadzajacych przejSciowo jest zablokowane. Te dwie indukowane
zapaleniem zmiany zwiekszajag prawdopodobienstwo przechwytywania antygenu
przez te czeS¢ limfocytow T, ktéra wykazuje na swej powierzchni obecno$¢

specyficznego dla danego antygenu receptora TCR (Card, 2014).
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Ryc. 2. Schemat przedstawiajgcy drogi przenikania roznego typu antygenow do
drenujacego wezila chifonnego. Z lewej strony widoczny skrawek wezta chlonnego myszy z
obecnymi limfocytami B B220+ w grudkach chfonnych (zielony kolor), limfocytami T
CD3e+ w strefie przykorowej (czerwony kolor) oraz naczyniami limfatycznymi LYVE-1+
(biaty kolor). Z prawej strony schemat wedrowki malych antygenow oraz tych
pochfonietych  przez  komorki  dendrytyczne  droga naczyn — limfatycznych
doprowadzajacych do zatoki podtorebkowej wezla, bogatej w wyspecjalizowane
makrofagi. Chemokiny CCL19 oraz CCL21 obecne na komdrkach srodbtonka limfatycznego
odgrywajg znaczgcg role w zasiedlaniu wezla przez komorki dendrytyczne wigzac sie z
CCR7 na ich powierzchni. Naiwne i regulatorowe l[imfocyty T charakteryzuja sie
obecnoscia receptora CCR7 na swej powierzchni i wchodza do wezla czeSciej przez
wiosniczki Zylne (HEV) niz naczynia limfatyczne. W strefie B przewody siatki zrebu wezta
wzbogacone grudkowymi komdrkami dendrytycznymi umozliwiaja limfocytom B dostep
do matych antygenow, ktdre przedostaly sie do zatoki podtorebkowej wezta (Card, 2014).

1.2.1. Zasiedlanie wezta chtonnego przez komoérki dendrytyczne

W uktadzie odpornosciowym skory szczegdlne miejsce zajmujg komorki
Langerhansa, stanowigce populacje komorek dendrytycznych wystepujacych w
dolnych warstwach naskdérka i w niewielkiej liczbie w skoérze witasSciwej

(Chomiczewska, 2009).
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W skoérze wtasciwej dodatkowo zidentyfikowano kilka podtypow komoérek
dendrytycznych: skérne komoérki dendrytyczne zwane tez Srédmigzszowymi
wyrazajgce biatko CD11b+, zapalne komorki dendrytyczne, plazmacytoidalne
komoérki dendrytyczne i komorki dendrytyczne wytwarzajgce TNF-a i iNOS
(Chomiczewska, 2009).

Komdrki Langerhansa rozpoznajg antygeny gtéwnie za pomocg lektyn typu
C, receptorow TLR (Toll like receptor), receptorow dla immunoglobulin Fc
(Valladeau, 2005). Internalizujg drobnoustroje i inne makromolekuty obcego
pochodzenia poprzez fagocytoze i endocytoze z udziatem réznych receptoréw lub
makropinocytoze bez udziatu receptoréw. Lektyny typu C sg receptorami
rozpoznajacymi wzorce - PRR (pattern recognition receptor), wigzacymi
sekwencje wodoroweglanowe pochodzenia drobnoustrojowego (Ebner, 2004). W
odpowiedzi na peptydoglikan wytwarzana jest przez nie IL-10. Ma ona za zadanie
przeciwdzialta¢ rozwojowi immunizacji w stosunku do bakterii Gram (+)
stanowigcych flore fizjologiczng (Flacher, 2006).

Funkcja skérnych komoérek Langerhansa stata sie ostatnio tematem do$¢
kontrowersyjnym. Niektére badania wskazuja bowiem, Ze ich rzeczywistg rolg nie
jest stymulacja immunologiczna, lecz immunoregulacja. Wykazano, Ze w
mechanizmie tolerancji w stosunku do skoérnej bakteryjnej flory fizjologicznej
wazng role odgrywa niska ekspresja TLR, FcYRIla oraz CD32 na komoérkach
Langerhansa i zwigzana z tym ich staba odpowiedZ na produkty bakteryjne, w
przeciwienstwie do silnej aktywacji sSr6dmiagzszowych komoérek dendrytycznych
przez te same ligandy. Ponadto wykazano, ze ostabione przetwarzanie z udziatem
biatek MHC klasy II bakterii saprofitycznych prowadzi do zmniejszenia
wzbudzenia specyficznych antygenowo naiwnych komoérek T CD4+ oraz
ostabionej restymulacji limfocytow pamieci T CD4+ (Van der Aar, 2013).

Dojrzewanie komorki dendrytycznej jest procesem niezbednym do inicjacji
odpowiedzi immunologicznej. Zaobserwowano zwiekszong migracje komorek
dendrytycznych do regionalnych weztéw chtonnych podczas infekcji. Pula
skérnych komorek dendrytycznych w czasie zapalenia jest bogatsza rowniez
dzieki zwiekszonej rekrutacji monocytéw zapalnych, ktoére nastepnie mogg sie

réznicowac¢ w kierunku komoérek dendrytycznych (Teijeira, 2014).
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Komoérki dendrytyczne wychwytuja antygeny w tkankach obwodowych,
transportujg je do regionalnych weztéw chtonnych i prezentujg limfocytom T.
Efektem prezentacji jest powstanie limfocytow efektorowych, ktére migruja do
tkanek docelowych i wywierajg swoista odpowiedZ immunologiczng (Jakobisiak,
2007).

Bardzo istotnym biatkiem uczestniczacym w procesie migracji komérek
dendrytycznych, wychwytywaniu przez nie antygenu, oddziatywaniu tych
komoérek z makrofagami, a takze w modulowaniu ekspresji cytokin oraz zmian w
uktadzie naczyniowym jest PECAM-1. Innymi biatkami uczestniczacymi w procesie
transmigracji komorek dendrytycznych porzez komorki srodbtonka limfatycznego
s3: VCAM-1, ICAM-1, CD99 oraz L1CAM (Teijeira, 2014).

Kissenpfennig (2005; 2006) wykazat, ze komoérki Langerhansa docieraja do
weztéw chtonnych wolniej niz sr6dmigzszowe komoérki dendrytyczne. Komérkom
Langerhansa potrzeba 4 dni, natomiast $rédmigzszowym komoérkom
dendrytycznym wystarczaja 2 dni. Jest to spowodowane prawdopodobnie
konieczno$cig utraty potgczen z keratynocytami przez komorki Langerhansa.
Ponadto, te dwa podtypy komoérek dendrytycznych zasiedlaja rdézne regiony
weztdw chtonnych. Wykazano, Zze komdrki Langerhansa jako komdrki
prezentujace antygen wywotuja przede wszystkim odpowiedZ immunologiczng
typu komérkowego, podczas gdy inne podtypy komoérek dendrytycznych raczej
odpowiedZ typu humoralnego. Komorki Langerhansa stymuluja rozwdj
cytotoksycznych limfocytéw T CD8+ oraz pomocniczych T CD4+, zar6wno o
profilu Thl, jak i Th2. Stymuluja réwniez powstanie swoistych limfocytow T
pamieci, natomiast nie s3 zdolne do wywotania transformacji limfocytow B w
komorki plazmatyczne syntetyzujgce [gM (Chomiczewska, 2009).

Poza znaczaca rola w procesie prezentacji antygenu, zidentyfikowano
dodatkowa funkcje komorek dendrytycznych wewnatrz drenujacego wezla
chtonnego. Komorki dendrytyczne konstytutywnie gromadzgce sie w weztach
wptywaja na regulacje fenotypu wysokich komoérek sr6dbtonka limfatycznego oraz
zdolnosci tego wyspecjalizowanego tozyska naczyniowego do rekrutacji
limfocytow (Girard, 2012; Moussion, 2011). Aktywacja receptora limfotoksyny {3

umiejscowionego na komoérkach zylek pozawlosowatych przez komdrki
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dendrytyczne wykazujace obecnos$¢ limfotoksyny wzbudzata ekspresje biatek
odpowiedzialnych za migracje komérkows, przyczyniajac sie w ten sposéb do

zasiedlania weztéw przez limfocyty drogg krwiono$ng (Moussion, 2011).

1.2.2. Zasiedlanie wezta chtonnego przez limfocyty T i B

Limfocyty T wyrazajgce na swej powierzchni receptor CCR7 oraz L-
selektyne (CD62L) wptywaja do drenujacego wezta chtonnego przez zytki
pozawtosowate wystane wysokimi komorkami srodbtonka w strefie przykorowej
wezta (Card, 2014; Boyman, 2009), (Ryc. 2). Potaczenie receptora CCR7 z
chemoking CCL21 przyczynia sie do polaryzacji integryn na powierzchni
limfocytow T, ktére wiagzg sie z biatkami ICAM-1 i VCAM-1 wyrazanymi na
powierzchni siatki komoérek zrebu wezta (fibroblasty, retikulocyty) i dzieki temu
komérki T migrujg przez strefe przykorowa wezta (Aebischer, 2014; Woolf,
2007).

Podwyzszona ekspresja receptora CCR7 jest gléwnym wyznacznikiem
migracji efektorowych i regulatorowych komérek T do naczyn limfatycznych
doprowadzajacych podczas ostrego stanu zapalnego. Zalezna od receptora CCR7
migracja limfocytow T do naczyn chtonnych jest stabsza w przypadku
przewleklego zapalenia (Aebischer, 2014). System przewodéw siatki zrebu wezta
ogrywa istotng role w regulacji migracji i przezycia limfocytow T. Szczegélnie
wazng role petnig chemokiny CCL19 i CCL21, poniewaz ich obecno$¢ zwigzana jest
z wyznaczeniem strefy przykorowej wezta i wzmaga ruchliwos$¢ limfocytow T w tej
strefie wezta (Card, 2014; Forster, 2008). Biatko CCL21 wiazac komorki, promuje
ich ruch na powierzchni siatki zrebu wezta (Woolf, 2007). CCL19 jest
transportowana kanatami przewodéw zrebu do wtosniczek zylnych i przez to
sprzyja rekrutacji naiwnych komorek T do wezta. Utatwia to kontakt limfocytéw T
z komérkami siatki zrebu przez co komérki T sg podtrzymywane przy zyciu (Card,
2014). CCL19 produkowana przez komorki dendrytyczne przycigga
chemotaktycznie naiwne limfocyty T (Teijeira, 2014). Splatajace sie komorki
dendrytyczne posiadajgce antygen na swej powierzchni formuja siatke, wzdtéz
ktérej przemieszczaja sie limfocyty T. Limfocyty T swoiste dla danego antygenu

zostajg zatrzymane w strefie przykorowej wezla chionnego i rozpoczynaja
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intensywna proliferacje. Limfocyty T po rozpoznaniu antygenu ulegajg aktywaciji i
charakteryzuja sie ekspresja receptora powierzchniowego CXCRS5 dla chemokiny
BLC/CXCL13. Dzieki temu chemotaktycznemu oddzialywaniu zostajg przyciagniete
do grudki chtonnej wezta (Pepper, 2011).

Limfocyty B, ktére wykazuja ekspresje receptora CXCR5 na swej
powierzchni rdéwniez wnikaja do wezla chtonnego gtéwnie przez zytki
pozawtosowate wystane wysokimi komorkami Srodbtonka w strefie przykorowej
wezta chlonnego. Przyciggane sg do grudek chtonnych przez chemokine BLC
wytwarzang przez stromalne komorki grudek chtonnych, retikularne komorki
strefy brzeznej grudek oraz grudkowe komorki dendrytyczne (Cyster, 2010). Po
dotarciu do grudki limfocyty B tworzg w przeciagu kilku dni o$rodki rozmnazania.
Proces ten wymaga obecnos$ci limfocytow T pomocniczych. Limfocyty B, ktére
dotarty do grudek proliferuja i na ich powierzchni pojawia sie receptor CCR7 dla
chemokin SLC i ELC wytwarzanych w strefie grasiczozaleznej wezta. Dzieki temu
chemotaktycznemu oddziatywaniu limfocyty T i B zblizajg sie do siebie tuz przy
granicy grudki chtonnej (Baldazzi, 2009). Komérki T i B poruszajg sie
przypadkowo w okreslonych strefach wezta (limfocyty T w strefie przykorowej, a
limfocyty B w grudce). W przypadku braku antygenu tworza one niewidoczng

granice na brzegu grudki wezta (Cahalan, 2006; Cyster, 2010).

1.2.3. Zasiedlanie wezta chtonnego przez monocyty i neutrofile

Rezydujace w tkankach makrofagi po rozpoznaniu antygenéw fagocytujq je,
a nastepnie wydzielajg chemokiny ulatwiajgce rekrutacje neutrofili i monocytow
do miejsca infekcji. Aktywowane neutrofile przyciagaja na drodze chemotaksji inne
neutrofile i monocyty. Miejscowe makrofagi tworza skupienia z zapalnymi
neutrofilami, monocytami oraz innymi makrofagami. Ta kooperacja komoérkowa
stanowi istotng czes$¢ odpowiedzi przeciwbakteryjne;j.

Neutrofile sg gtéwnymi komoérkami efektorowymi wrodzonej odpornosci
wobec patogendéw zewnatrzkomorkowych (Silva, 2010). Docierajg do drenujgcych
weziow chlonnych droga naczyn limfatycznych doprowadzajacych oraz droga
krwiono$ng na drodze chemotaksji. Wykazano, Ze neutrofile po aktywacji

uwalniajg ziarniste biatka i chromatyne, tworzac wtékna zewnatrzkomérkowe
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wiazace bakterie Gram (+), Gram (-) i niszczac w ten sposéb czynniki wirulencji
bakterii. Wt6kna te s3 foma wrodzonej odpowiedzi immunologicznej wigzaca
mikroorganizmy i zapobiegajaca ich rozprzestrzenianiu sie (Chtanova, 2008).
Monocyty s3 komoérkami uktadu immunologicznego odgrywajacymi istotng
role w odpowiedzi przeciwko réznego rodzaju drobnoustrojom. Uczestniczga w
gojeniu sie tkanek, ale rowniez w procesie niszczenia tkanek podczas zapalenia
(Shi, 2011). Monocyty najpierw przechodzg przez tkanki objete zapaleniem
wychwytujac antygen, a nastepnie migruja do regionalnych weztéw chtonnych
droga naczyn limfatycznych doprowadzajacych lub poprzez naczynia krwionos$ne
zaleznie od ekspresji L selektyny (CD62L) i receptora CCR7. Wybor drogi naptywu
jest zalezny od rodzaju immunizujgcego drobnoustroju (Sallusto, 2010). Zakazenie
tkanek obwodowych powoduje uwolnienie chemokiny CCL2 (MCP-1) i
skierowanie jej droga limfy doprowadzajgcej do zatoki brzeznej drenujacych
weziéw chtonnych. Nastepnie chemokina ta przemieszczana jest kanatami
przewodéw zrebu wezta do luminalnej powierzchni wiosniczek zylnych obecnych
w strefie przykorowej wezta (Schi, 2011; Palframan, 2001). Interakcje monokiny
CXCL9 (MIG) z receptorem CXCR3 na powierzchni aktywowanych monocytéw
przyczynia sie do przejScia monocytdw przez komorki Srédblonka naczyn

pozawtosowatych do wnetrza wezta chtonnego (Janatpour, 2001).

1.2.4. Odpowiedz komorek strefy brzeznej wezta chtonnego na antygen

Obecne w zatokach limfatycznych strefy brzeznej wezta chtonnego
migrujace komoérki dendrytyczne majg zdolno$¢ eliminacji mikroorganizmdéw oraz
martwych szczatkow komoérkowych. Komérki te transportuja i (lub) przetwarzaja
antygeny, aby je nastepnie zaprezentow(¢ limfocytom T lub B (Teijeira, 2014).
Zatoki wezta limfatycznego zasiedlone sg rowniez przez rezydujace makrofagi,
ktére tworzac spojng warstwe uczestniczg w filtracji patogenow (Card, 2014),
(Ryc. 2). Na wewnetrznej powierzchni zatoki w strefie brzeznej wezla rezyduja
makrofagi metalofilne charakteryzujace sie ekspresjg biatka CD169. Komorki te
bogate sg w struktury rozpoznajgce glikoproteiny drobnoustrojow oraz maja
zdolno$¢ wytapywania immunokomplekséw powstatych na skutek opsonizacji

patogenu przeciwciatami o niskim powinowactwie, powstatymi podczas
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pierwotnej odpowiedzi immunologicznej lub przeciwciatami o wysokim
powinowactwie powstalymi podczas wtdérnej odpowiedzi immunologiczne;j.
Makrofagi te sa zdolne do wigzania nastepujacych drobnoustrojow: Lactobacillus
spp., Brucella abortus, Listeria spp., Candida albicans, Leishmania donovani i
niektére wirusy. Komorki te wytapujac patogeny z limfy same moga ulec
zainfekowaniu i moga stac sie rezerwuarem dla replikujacych sie drobnoustrojow
(Cyster, 2010; Junt, 2008).

Innym subtypem makrofagdw rezydujacych w zatoce brzeznej s3a
makrofagi posiadajgce na swej powierzchni receptory zmiatacze (scavenger
receptors) typu 1, czyli MARCO. Komdrki te uczestnicza w wylapywaniu
patogendéw typu: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Mycobacterium (Kraal,
2000). Makrofagi obecne w strefie brzeznej wyrazajace receptory zmiatacze
pomagajag w utrzymaniu mikroarchitektury wtérnych narzadéw limfatycznych i
uczestnicza w generacji grasiczoniezaleznej odpowiedzi limfocytéw B (Chen,
2005).

Rezydujace makrofagi i migrujace komorki dendrytyczne moga dziatac
sekwencyjnie. Jesli komoérka makrofagalna aktywuje antygenowo-specyficzne
limfocyty niezwlocznie po infekcji bakteryjnej, sama moze zosta¢ zakazona. W
wyniku tego jej zdolno$¢ do podtrzymywania ekspansji limfocytéw moze zostac
ostabiona. Wéwczas komorki dendrytyczne, ktore napitynety z obwodu
podtrzymuja klonalng ekspansje miejscowych aktywowanych limfocytéow T i B
(Itano, 2003).

Istnieje wiele drég, ktéorymi patogeny moga przedostawac sie do wtérnych
narzadow limfatycznych. Jednak strefy bogate w makrofagi i komorki
dendrytyczne nazwane zostaly centrami antybakteryjnej odpowiedzi
immunologicznej. Stanowig bowiem miejsce, w ktorym przecinajg sie nastepujace
procesy: filtracja patogenu, produkcja mediatoréw wrodzonej odpowiedzi

immunologicznej i prezentacja antygenu limfocytom (Junt, 2008).

1.2.5. Odpowiedz komoérek grudek wezta chtonnego na antygen
Ponizej strefy brzeznej wezta limfatycznego znajduje sie strefa komérek B

okre$lana czesto jako kora powierzchniowa otoczona makrofagami (Ryc. 2).
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Limfocyty B w tym regionie zorganizowane w agregaty tworza grudki limfatyczne i
charakteryzuja sie ekspresja nastepujgcych biatek: CD21, CD23, IgM i IgD. Grudki
limfatyczne bogate sa rowniez w grudkowe komérki dendrytyczne wyrazajgce na
swej powierzchni biatka uczestniczgce w przyleganiu komdrek do siebie: VCAM-1 i
ICAM-1 oraz receptory dla fragmentéw Fc przeciwciat (Aguzzi, 2014). Po
ekspozycji na antygen w grudkach tworza sie oSrodki rozmnazania zawierajgce
proliferujace limfocyty B na siatce grudkowych komorek dendrytycznych. Proces
formowania o$rodkéw rozmnazania w grudkach limfatycznych wezta jest bardzo
istotny podczas rozwoju humoralnej odpowiedzi immunologicznej na T zalezne
antygeny. S3 one miejscem dojrzewania powinowactwa do antygenu i generacji
dtugotrwatych komoérek B pamieci (Manser, 2004).

Limfocyty B przechwytuja mate rozpuszczalne antygeny =z limfy
doprowadzajacej, ktéra wypelnia zatoke brzezng wezta i przenosza je do grudek
chtonnych (Card, 2014; Pape, 2007). Duze antygeny i immunokompleksy
prezentowane sg grudkowym limfocytom B przez makrofagi zatoki brzeznej wezta.
Makrofagi te sg zdolne do przechwytywania i zatrzymywania na swej powierzchni
antygenu 72 godziny po jego wstepnej ekspozycji. Komérki dendrytyczne z
receptorem CD-SIGN obecne w strefie brzeznej wezta chtonnego rdéwniez
przechwytujg i przechowywuja na swej powierzchni antygeny (Phan, 2007;
Carrasco, 2007; Junt, 2007). Wykazano to u myszy z deficytem mysich
homologicznych komérek DC-SIGN, u ktérych nie udato sie zwiekszy¢ humoralnej
odpowiedzi na infekcje Streptococcus pneumoniae (Koppel, 2005).

Gtowna rola makrofagéw strefy brzeznej wezta jest prezentacja antygenu
grudkowym limfocytom B, ktéra przebiega w trzech niezaleznych stadiach.
Bezposrednio po pojawieniu sie antygenu makrofagi strefy brzeznej szybko
kumulujg duze antygeny, np. te znajdowane w immunokompleksach z
przeciwciatami lub z fragmentami Fc przeciwciat lub cate bakterie i przetrzymuja
je na swej powierzchni. Zakumulowane antygeny prezentowane sg w postaci
nienaruszonej grudkowym limfocytom B. Grudkowe antygenowo specyficzne
komorki B charakteryzujg sie zredukowang migracja w $ciSle okreslonym
momencie i tworzg stabilne kontakty z makrofagami zatoki brzeznej. Limfocyty B

antygenowo specyficzne moga réwniez przejmowal antygen w postaci
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nienaruszonej z powierzchni rezydujagcych lub migrujagcych komorek
dendrytycznych w poblizu wtosniczek zylnych strefy przykorowej wezta.
Natomiast komoérki B, ktore swoiscie rozpoznaty antygen w oSrodku rozmnazania
przechwytujga go poprzez immunoglobuliny powierzchniowe z powierzchni
komoérki dendrytycznej grudki. Komorki te migrujg do strefy jasnej szczytowej, w
ktérej pojawia sie coraz wiecej aktywowanych w wezle limfocytow T
pomocniczych. Ta kierunkowa migracja komorek B zalezna jest od gradientu
chemokiny CCL21. Wykazano, ze koncentracja CCL21 zmniejsza sie od strony
strefy przykorowej wezta w kierunku grudki w pasie 100 um. Ostatecznie
powstajg limfocyty B pamieci oraz komorki plazmatyczne produkujgce

przeciwciata (Cyster, 2010; Cahalan, 2006).

1.2.6. Odpowiedz komorek strefy przykorowej wezta chtonnego na antygen

Strefa przykorowa wezta chtonnego, znana jako strefa komoérek T lub kora
gteboka jest gesto zasiedlona przez limfocyty T CD4+, T CD8+ i splatajgce sie
komoérki dendrytyczne. Limfocyty T charakteryzuja sie zdolnoscia migracji w
strefie przykorowej w potgczeniu z siatka komoérek zrebu wezta (Card, 2014;
Batista, 2009). W mysich wezich chtonnych wyrézniono i okre$lono na podstawie
ekspresji biatek powierzchniowych okoto sze$¢ subpopulacji komorek
dendrytycznych. Zbadano nastepujace biatka: CD4, CD8a, CD11b, CD11c, CD205,
B220, MHC-I i Grl. Komérki CD11b+ skoncentrowane byty w powierzchniowej
warstwie strefy przykorowej, aby z tatwoscig przechwytywa¢ patogeny z zatoki
brzeznej wezla. Komérki CD8a+ wywodzace sie od naskérkowych komorek
Langerhansa i plazmocytoidalne komoérki dendrytyczne wyrazajace L-selektyne
rozproszone byly na catej powierzchni strefy przykorowej wezta (Rescigno, 2002).

Do spotkania komorki dendrytycznej z limfocytem T specyficznym dla
danego antygenu w strefie przykorowej wezta chtonnego dochodzi dzieki duzej
szybko$ci w poruszaniu sie komoérek T oraz morfologii komorki dendrytycznej,
ktéra pomimo powolnosci posiada daleko siegajace wypustki. Umozliwia to
wysoka powtarzalnos$¢ i szanse spotkan tych komérek z innymi. W ciggu 1 godziny
zaobserwowano od 500 - 5000 limfocytéw T CD4+ i okoto 500 limfocytéw T CD8+

przy jednej komérce dendrytycznej, ktéra zwigzata na obwodzie antygen (Cahalan,
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2006). Komoérka dendrytyczna ma zdolno$¢ prezentacji antygenéw jednoczes$nie
za pomocg biatek MHC klasy I i II. Kiedy przetworzony antygen znajdzie sie na
powierzchni komorki prezentowany jest w kontek$cie MHC Kklasy I i moze by¢
rozpoznawany przez TCR limfocytow T CD8+. Prezentacja z udziatem MHC klasy |
ma istotne znaczenie w odpornosci przeciwko patogenom wewnatrzkomorkowym.
Prezentacja antygenu z udziatem biatlek MHC klasy II przyczynia sie do rozwoju
swoistej odpowiedzi odporno$ciowej. Podstawg jest wiec oddziatywanie komorki
prezentujacej antygen z limfocytem T pomocniczym CD4+. W wyniku polaryzacji
dochodzi do wytworzenia limfocytéw T pomocniczych CD4+ typu 1, 2 i 17, ktore
nastepnie réznicujg sie w kierunku limfocytow T efektorowych pamieci. Natomiast
aktywowane limfocyty T pomocnicze grudkowe oraz te bedace prekursorami
limfocytow T centralnych pamieci w wyniku interakcji z komoérkami B stajg sie
centralnymi komoérkami T pamieci (Pepper, 2011).

W procesie aktywacji limfocytow T w strefie przykorowej wezta
limfatycznego uczestnicza rdéwniez komérki T regulatorowe o fenotypie
CD4+CD25+. Wyrazaja one na swej powierzchni czynnik transkrypcyjny Foxp-3,
biatka: CTLA-4, GITR, CD45R0, CD122, HLA DR, PD1, Notch, 0X40, CD103, a takze
L-selektyne i receptor CCR7, co umozliwia im zdolno$¢ gromadzenia sie w
regionalnych weztach chtonnych i dalszego rozprzestrzeniania sie (Jagta, 2007).

Limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+ wydzielaja: IL-10, TGF-B, IL-4,
natomiast nie produkuja IL-2. S3 komoérkami biorgcymi udziat w wytwarzaniu
tolerancji na antygeny poprzez hamowanie funkcji komoérek T CD4+ i T CD8+,
makrofagéw, komdrek dendrytycznych i komoérek NK. Limfocyty T CD4+CD25+
wykazujg dziatanie supresorowe w stosunku do neutrofili. Traktowane LPS-em
powodujg apoptoze neutrofili. Hamujg tylko funkcje komorek wczesSniej nie
zaktywowanych. Kontrolujg w ten sposob odpowiedZ przeciwzakazng i
zapobiegaja szkodliwym skutkom reakcji zapalnej. Wptywaja negatywnie na
kooperacje komorek efektorowych z komorkami prezentujagcymi antygen i
zapobiegaja ich migracji. Pomimo tego odpowiadaja na infekcje bakteryjne,
wirusowe, grzybicze, pierwotniakowe. Biora udziat w obronie

przeciwnowotworowej organizmu, a takze immunologicznej po szczepieniach
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ochronnych. Uczestnicza w powstawaniu limfocytéw T pamieci (Sledz-Gawronska,
2010).

Tang, (2006) zaobserwowat, Ze limfocyty T regulatorowe hamowaty lub
zmniejszaty stabilne oddzialywania pomiedzy komorka dendrytyczng z
pochtonietym antygenem a limfocytem T pomocniczym CD4+. Dodatkowo nie
zwiekszaty sie interakcje pomiedzy komoérkami T regulatorowymi a limfocytami T
pomocniczymi podczas supresji. Czesto limfocyty T CD4+CD25+ najpierw
wchodzg w interakcje z komdrkami dendrytycznymi hamujac ich zdolnosci do
tworzenia dtugotrwatych kontaktow z limfocytami T pomocniczymi. Obserwacje
Tang, (2006) i Tadokoro, (2006) wykazaty, ze limfocyty T regulatorowe moga
zaktécac istniejagce kontakty pomiedzy komérka dendrytyczng a limfocytem T
pomocniczym, skracajac czas trwania stymulacji limfocytéw T pomocniczych.
Doprowadzajg w ten sposéb do czeSciowo nieudanej aktywacji i zabezpieczenia
przed uszkodzeniem tkanki.

Limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+ pochodzace zaréwno z grasicy,
Sledziony jak i weztéw chtonnych szczura wyrazajg biatka 0X40 i CD86. Markery te
jednak nie okre$lajg aktywnos$ci regulacyjnej tych komoérek, tylko ich stan
aktywacji. Dodatkowo wiekszo$¢ szczurzych komorek T regulatorowych
CD4+CD25+ wyraza biatko CD80, co odréznia je od komoérek CD4+CD25-. Innymi
biatkami wyrazanymi na powierzchni komoérek T regulatorowych szczura sa:
CTLA-4, GITR, czynnik transkrypcyjny Foxp-3, a takze receptory chemokinowe
CCR8 i CCR5 (Leigh, 2004).

1.3. Pamie¢ immunologiczna

Zadaniem uktadu immunologicznego jest obrona oraz utrzymywanie
homeostazy organizmu poprzez kontrolowanie antygenéw zaré6wno wnikajacych
do ustroju, jak i tych, ktéore s3 w nim produkowane (Jasiulewicz, 2011). Po
ekspozycji na dzialanie patogenu lub szczepionki wyksztatca on pamiec
immunologiczng, ktéra polega na przygotowaniu do sprawnej, wielokrotnej
odpowiedzi i obrony przed powtdrnie wnikajagcym patogenem (Bevan, 2011).

Pamie¢ immunologiczna jest wynikiem klonalnej ekspansji i r6znicowania

antygenowo specyficznych limfocytow T i B, ktére ostatecznie utrzymuja sie przez
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caty okres zycia (Bevan, 2011). Od tych komorek zalezy rozpoznanie antygenu
oraz reakcja majgca na celu jego neutralizacje. Jedng z form tej aktywnoSci
neutralizujacej potencjalny patogen jest produkcja przeciwcial przez limfocyty B.
Przeciwciata wystepuja w formie zwigzanej na powierzchni komoérek B pelnigc
funkcje ich receptoréw lub znajdujg sie w postaci wolnej w ptynach ustrojowych,
biorac udzialt w odpowiedzi typu humoralnego (Jasiulewicz, 2011).

Limfocyty pamieci natychmiast migruja do tkanek obwodowych
zabezpieczajac je i zwiekszajac wtorng odpowiedZ na antygeny we wtornych
narzadach limfatycznych. W systemie limfocytéw B funkcje te sg spetniane przez
rézne typy komdrek. W pamieci reaktywnej posredniczg komorki B pamieci, ktore
proliferujg i réznicujg sie do plazmocytow w odpowiedzi na wtérng stymulacje
antygenowaq. W pamieci zabezpieczajacej posrednicza plazmocyty, ktoére produkuja
przeciwciata (Tangye, 2009).

Podobny podziat funkcji zaobserwowano w systemie limfocytow T. W
zalezno$ci od przyjetego modelu, w pamieci reaktywnej posrednicza centralne
limfocyty T pamieci, ktére gromadza sie w strefie przykorowej wtérnych
narzadéw limfoidalnych. Nie wykazuja one funkcji efektorowych lub wykazuja je w
minimalnym stopniu i sg zdolne do proliferacji i réznicowania w kierunku
komoérek efektorowych w odpowiedzi na stymulacje antygenowa. W pamieci
obronnej posrednicza efektorowe limfocyty T pamieci, ktére migruja do
zakazonych tkanek i tam natychmiast wykazujg dziatanie efektorowe (Sheridan,
2011).

Dzieki istnieniu zjawiska pamieci immunologicznej, odpowiedZ wtdrna
rozwija sie nie tylko szybciej, ale jest bardziej efektywna. Wytwarzanie i stezenie
przeciwcial osigga wyzsze wartosci, odpowiedZ ta trwa diluzej, a wydzielane

przeciwciala sg bardziej dopasowane do antygenu (Tangye, 2009).

1.3.1. Limfocyty B pamieci

Komoérki B pamieci powstaja w trakcie pierwotnej odpowiedzi
immunologicznej. R6znig sie od wykazujacych te samg swoistos¢ limfocytow B
pierwotnych (dziewiczych), ktoére nie uczestniczyly jeszcze w odpowiedzi

immunologicznej zwiekszona liczebnos$cia, wiekszym powinowactwem BCR do
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antygenu, wieksza iloScig biatek MHC klasy II, tatwiej ulegaja aktywacji, dtuzej zyja
i inaczej kraza w organizmie. Limfocyty B pamieci sa wieksze i wykazujg obecnos¢
takich biatek jak: CD80, CD86 i CD95 oraz nizszy poziom biatka CD23 w
poréwnaniu do limfocytow B dziewiczych (Tangye, 2009).

Obukhanych, (2006) wykazal, ze u myszy T niezalezna odpowiedzZ typu Il
na bakteryjne wielocukry prowadzi do ekspansji komérek B pamieci
wyrdzniajacych sie obnizong ekspresjg biatek: CD21 i CD23.

Ludzkie limfocyty B pamieci identyfikowane sg gtdwnie dzieki ekspresji
biatka CD27 (Yoshida, 2010). Komérki B CD27+ zlokalizowane sa w strefie
brzeznej i o$rodkach rozmnazania grudek wtornych narzadéw limfatycznych.
Sposrdd limfocytéw B IgM+ IgD+ obecnych we krwi i strefie brzeznej tylko CD27+
charakteryzuja sie mutacjami we fragmencie genu kodujacego Ig. Zmiennos¢ klas
syntetyzowanych przeciwcial zachodzi cze$ciej wsréd komoérek B CD27+ niz
CD27-. Limfocyty B CD27+ po aktywacji wydzielajg bardziej efektywnie
przeciwciata niz komoérki B CD27-. Komoérki B krwi pepowinowej nie wyrazaja
biatka CD27, natomiast odsetek komérek B CD27+ w krwi wzrasta wraz z wiekiem
(Xiao, 2004). Limfocyty B pamieci CD27+IgM+ odgrywaja bardzo istotng role w
odpowiedzi na wielocukry pochodzace od drobnoustrojéw otoczkowych
wywotujacych odpowiedZ T-niezalezng. Komdrki te w znaczacy sposéb
przyczyniaja sie do wtornej odpowiedzi immunologicznej zaréwno u cztowieka jak
i u gryzoni. Wiekszo$¢ komoérek B I[gM+CD27+ wytwarzana jest w sposéb zalezny
od istnienia o$Srodkéw rozmnazania. Komérki te stanowiag heterogenng populacje
limfocytow B, ktore petnig wyspecjalizowane funkcje w réznych stadiach rozwoju
(Tangye, 2009).

Agematsu, (2000) opisat proces rozwoju komorek B pamieci CD27+ w
osrodkach rozrodczych grudek wtornych narzadéw limfatycznych u cztowieka.
Naiwne limfocyty B CD27- poprzez zwigzanie biatka CD40 z antygenem CD154
wyrazanym na powierzchni komoérek T pomocniczych podlegaty somatycznym
hipermutacjom i oligoklonalnej ekspansji. W trakcie tych procesé6w wzrastata
ekspresja biatka CD27 na powierzchni niektérych komoérek B, dzieki czemu
réznicowaty sie w kierunku limfocytow B pamieci. Biatko CD70 na powierzchni

aktywowanego limfocytu T taczac sie z CD27 na komoérce B pamieci wzmacniato
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proces generacji plazmocytéw zdolnych do produkcji przeciwciat. Po stymulacji in
vivo przez Staphylococccus aureus w obecno$ci IL-2, ludzkie limfocyty B CD27+ w
przeciwienstwie do tych CD27- podlegaty bardzo szybkiej aktywacji, r6znicowaty
sie do plazmocytéw i byty zdolne do produkcji wysokiego poziomu przeciwciat:
IgA, IgM i IgG (Agematsu, 1997; Nagumo, 1998).

Charakterystycznym biatkiem wyrazanym na aktywowanych limfocytach B
jest CD19. Jest ono obecne juz na wczesnych progenitorowych komorkach B i
pozostaje na powierzchni tych komorek przez wszystkie stadia ich dojrzewania
(Veneri, 2009). Biatko CD19 jest niezbedne do procesu proliferacji aktywowanych
limfocytow B w strefie grudkowych komoérek dendrytycznych w os$rodkach
rozrodczych wtérnych narzagdéw limfatycznych. Wykazano, ze myszy z deficytem
CD19 charakteryzowaly sie upo$ledzong zdolnoscia do tworzenia osrodkéow
rozmnazania oraz wadliwymi oddziatywaniami limfocytéw B z grudkowymi

komérkami dendrytycznymi (Carter, 2008).

1.3.2. Kom6rki plazmatyczne

Dojrzate limfocyty B pamieci lub komoérki plazmatyczne (plazmocyty)
zdolne do produkcji przeciwciat wyrazaja nastepujace biatka powierzchniowe:
CD27, CD138, CD38 i CD19, natomiast nie wyrazajg: CD10, CD20, CD117 i CD56
(Avery, 2005).

Komoérki produkujace przeciwciata wytwarzano in vitro w hodowli
ludzkich limfocytéw B pamieci z komdrkami stromalnymi szpiku kostnego lub
aktywowanymi limfocytami T (Veroino, 1992; Merville, 1995) ze stymulantami
pochodzacymi od komoérek T, czyli biatkiem CD40L, IL-2 i IL-10 (Arpin, 1995;
Tangye, 2003) lub grudkowymi komoérkami dendrytycznymi i biatkiem CD40L,
IL-2,IL-411L-10 (Choe, 1998; Jung, 2000).

Pomimo, Ze proces roznicowania limfocytdw B pamieci w kierunku
komorek plazmatycznych jest oparty na ekspresji biatka CD38, zalezny od IL-10 i
zwigzany ze wzrostem czestotliwos$ci podziatéw komdrkowych, to mniej niz 50
procent komorek B wyrazato biatko CD38, a pozostate komorki produkujgce
przeciwciata stanowita populacja CD38-. Dlatego uznano, Ze fenotyp CD38+ nie

identyfikuje ostatecznie komérek produkujacych przeciwciata. Wykazano wysoka
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ekspresje biatka CD27 na réznicujgcych sie komoérkach B pamieci powstatych na
drodze zaleznej od obecnosci IL-10, zwigzanej z podziatami komoérek. Komorki
produkujgce przeciwciata okre$lane s3 na podstawie podwyzszonej ekspresji
CD27 na aktywowanych limfocytach B pamieci, niezaleznie od poziomu ekspresji
CD38. Hodowla limfocytow B pamieci CD27+ z biatkiem CD70 lub czynnikiem
aktywacji limfocytow B pochodzacym z rodziny TNF przyczynia sie do wzrostu
ekspresji biatka CD38 na powierzchni tych komorek oraz zwiekszonej produkcji
przeciwcial. Aktywowane komorki B pamieci CD27+CD38+ odpowiadajg na
chemotaktyczne dziatanie chemokiny CXCL12 podobnie do pierwotnych komoérek
plazmatycznych (Avery, 2005).

Subpopulacja limfocytéw CD27+4CD38- jest fenotypowo bardzo zbliZona do
komérek CD27+CD38+ i ma identyczng zdolnos¢ do produkcji przeciwciat. Jednak
stymulacja czynnikiem aktywacji limfocytéw B wywiera na nie stabszy wptyw w
poréwnaniu z komoérkami CD38+. Limfocyty CD38+ proliferuja czesSciej od
komoérek CD38- co kwalifikuje je do grupy tzw. péznych plazmoblastéw. Komorki
CD27+4CD38- produkuja wiecej przeciwciat klasy IgM w poréwnaniu do komoérek
CD27+4+CD38+ (Avery, 2005). Populacja komoérek B CD38- produkujgca
przeciwciatla, ktora wydaje sie by¢ prekursorem komérek CD38+ zostata
zidentyfikowana w ludzkich migdatkach (Arce, 2004).

Ludzkie komorki produkujace przeciwciata odpowiadajg opisanym mysim
komérkom plazmatycznym pozbawionym ekspresji CD138 (Kallies, 2004;
Underhill, 2003). Moga by¢ one identyfikowane na podstawie ekspresji biatka
CD27, natomiast poziom ekspresji biatka CD38 r6znicuje je na wczesne (CD38-) i
pozne (CD38+) plazmoblasty. Pdzne plazmoblasty wytworzone w tkankach
limfoidalnych ostatecznie migruja do szpiku kostnego, jelita i czerwonej miazgi
Sledziony jako dtugo przezywajagce komdrki plazmatyczne produkujgce
przeciwciata (Avery, 2005).

Huggins, (2007) wykazal, ze zar6wno naiwne limfocyty B CD19+CD27- jak i
komorki B pamieci CD19+CD27+ pochodzace z krwi obwodowej, immunizowane
fragmentami CpG bakteryjnego DNA z sekwencyjnymi krokami podejmowanymi w
celu uzyskania T-niezaleznej aktywacji, ré6znicowaty sie w kierunku komoérek

plazmatycznych CD138+. Obie subpopulacje komérek B charakteryzowaty sie
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wysoka ekspresja TLR-9 i nabywaty fenotyp charakterystyczny dla komorek
plazmatycznych: CD19niskaCD20niskaCD27+CD38+HLADRMiska, Plazmocyty
wytworzone z komoérek B pamieci CD27+ wyrazaly przede wszystkim IgG,

natomiast te uzyskane z komoérek CD27- IgM (Huggins, 2007).

1.3.3. Limfocyty T pamieci

Limfocyty T pamieci charakteryzuja sie wieksza zdolno$cig oczyszczania z
obcych antygenéw w pordéwnaniu do komdrek T naiwnych. Receptory wigzace
antygen limfocytow T naiwnych i pamieci charakteryzuja sie podobnym
powinowactwem do antygenu. Wyrazaja jednak rdézny poziom niektorych
czasteczek powierzchniowych, np. r6zne formy fosfatazy tyrozynowej CD45, ktéra
bierze udziat w aktywacji limfocytéw. Limfocyty T pamieci czltowieka, w
przeciwienstwie do komoérek T naiwnych, wyrazaja niski poziom czasteczki
CD45RA i wysoki CD45R0 (Gotab, 2002). W obwodowej limfie cztowieka znajduje
sie wiecej limfocytéw CD45R0 niz we krwi (Olszewski, 1995).

Limfocyty T pamieci charakteryzuja sie wysoka ekspresja biatek
powierzchniowych: CD2, VLA i CD11a, ktoére uczestnicza w przyleganiu do
komoérek prezentujacych antygen. Dzieki temu komorki T pamieci tatwiej ulegaja
aktywacji, szybciej proliferuja i wydzielaja wiecej cytokin. Do pobudzenia
limfocytow T pamieci niezbedny jest tylko sygnat przez pobudzenie receptora TCR,
a w mniejszym stopniu potrzebna jest kostymulacja przez biatko CD28.
Subpopulacja tych komoérek posiada receptory dla biatek MHC klasy I, ktore
przekazuja sygnat hamujacy aktywacje. Prawdopodobnie receptory te chronig
limfocyty pamieci przed $miercig indukowang przez aktywacje i uczestniczg w
zapewnieniu im dlugowiecznoSci. Zaobserwowano dtuzsze przezycie limfocytow
T pamieci z receptorem TCR o wiekszej specyficznoSci antygenowej (Gotab, 2002).

Bazujac na ekspresji biatek uczestniczacych w przyleganiu komdrek oraz
receptorow immunoglobulinowych wystepujacych po zakazeniu wywotanym
patogenem, okreslono dwie rozne subpopulacje limfocytow T pamieci CD4+ lub
CD8+. Centralne limfocyty T pamieci wykazujga obecno$¢ na swej powierzchni
biatek: CD62L i CCR7, dzieki ktérym z tatwoscig naptywaja do wtérnych narzadéw

limfatycznych. Lokalizacja w weztach chtonnych przyczynia sie do ich kluczowej
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roli w protekcji odpowiedzi immunologicznej. Efektorowe komérki T pamieci nie
wyrazajg na swej powierzchni biatek: CD62L i CCR7 i obecne sg gtéwnie w
tkankach obwodowych (Pepper, 2011).

Laouar, (2008) opisat metode wytwarzania centralnych komérek T pamieci
CD8+ in vitro. Stymulowane antygenem limfocyty T CD8+ hodowano w obecnosci
IL-15. Po 7 dniach wyrazaty one wysoki poziom biatek: CD44, CD62L i CCR7. /n
vivo komorki te mialy zdolnoSc dtugiego przezywania i w bardzo krétkim czasie
wywotywaty antygenowo specyficzng odpowiedZ immunologiczng. Komoérki te
migrowaly do wszystkich wtérnych narzadéw limfatycznych. Migracja ta
zachodzita przez zytki pozawtosowate (HEV) i byla zalezna od ekspresji L-

selektyny (CD62L).

1.4. OdpowiedZ komoérek regionalnego wezta chtonnego na wtdérng stymulacje
antygenem pochodzacym z tkanek obwodowych

Receptory limfocytow B podobnie jak receptory limfocytéw T i wolne
przeciwciata tgczg sie specyficznie z antygenami, co uruchamia w tych komoérkach
kaskade zdarzen prowadzaca do ich aktywacji. Dzieki procesowi opsonizacji z
udzialem przeciwcial, komdrki Zerne (np. makrofagi) z tatwoscig pochtaniajg i
trawig antygeny. Przeciwciata uczestnicza w aktywacji uktadu dopetniacza,
neutralizujg toksyny, wirusy oraz maja zdolno$¢ blokowania adhezyn
bakteryjnych. Umozliwiajg takze uruchomienie cytotoksycznosci komorkowej
zaleznej od przeciwcial i zwigzanej z degranulacja komoérek NK. Jest to wazna
funkcja stanowigca ochrone przed niektérymi patogenami, ale takze nowotworami

(Jasiulewicz, 2011).

1.4.1. Odpowiedz limfocytow B pamieci i komoérek plazmatycznych na restymulacje
antygenowg

Generacja wtdrnej odpowiedzi limfocytéw B zachodzi dzieki interakcji z
antygenem utrzymywanym w formie immunokomplekséw obecnych na
grudkowych komorkach dendrytycznych (Aguzzi, 2014). Jednak Anderson,
(2006) udowodnit, Ze ten antygen nie jest niezbedny do utrzymania odpowiedniej

ilosci limfocytéw B pamieci i wydajnej wtérnej odpowiedzi immunologiczne;j.
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Utrzymanie odpowiedzi komoérek B pamieci jest niezalezne od rodzaju
immunizujgcego antygenu i jego formy. Myszy pozbawione mozliwosci produkcji
przeciwcial nie wykazuja réwniez depozytow antygenow w formie
immunokomplekséw na grudkowych komérkach dendrytycznych. Charakteryzuja
sie jednak normalng odpowiedzig o$rodkéw rozmnazania i wszystkich procesow
zachodzacych podczas wtornej odpowiedzi komoérek B (Obukhanych, 2006).
Odpowiedz limfocytow B sklasyfikowana zostata jako T-zalezna lub T-
niezalezna, odpowiednio od zaangazowania limfocytow T pomocniczych w
produkcji przeciwciat. T-zaleznymi antygenami sg biatka przetwarzane i
prezentowane z udziatem biatek MHC klasy II antygenowo pokrewnym komdrkom
T pomocniczym (Obukhanych, 2006). T-zalezne antygeny wywotuja odpowiedz
komorek B pamieci w T zaleznych osrodkach rozrodczych wtérnych narzadéw
limfatycznych. W os$rodkach rozmnazania wtérnych narzadéw limfatycznych
indukowanych w p6znych etapach odpowiedzi T-zaleznej moze zachodzi¢ selekcja
pozytywna komdrek B pamieci o wysokim powinowactwie do antygenu oraz
selekcja negatywna autoreaktywnych komoérek B pamieci, z duzej puli komoérek
powstatych podczas ostrej fazy odpowiedzi. Selekcja moze zachodzi¢ poprzez
interakcje z grudkowymi komdrkami dendrytycznymi tworzacymi siatke,
komoérkami T pomocniczymi, ktére mogg nawet hamowac indukcje, lub poprzez
formowanie jasnej i ciemnej strefy wyspecjalizowanej do promowania proliferacji
komoérek B, hypermutacji i r6znicowania. W rezultacie powstaje mato, ale o bardzo
wysokiej specyficznos$ci klonéw komérek B pamieci, pozwalajac strefom pamieci
jednocze$nie by¢ w posiadaniu efektywnej immunogenno$ci w stosunku do
szerokiej rangi patogendw, przy uzyciu minimalnej liczby komérek B. W fazie
koncowej powstajg wtorne komoérki produkujace przeciwciata (Manser, 2004).
Jezeli uktad immunologiczny ma doczynienia z antygenem T-niezaleznym,
wowczas komorki B samodzielnie aktywuja sie poprzez wigzanie tego antygenu z
wieloma przeciwciatami na swojej powierzchni (Gotgb, 2009). T-niezalezne
antygeny podzielone zostaty na dwa typy - I i Il. Do antygenoéw T-niezaleznych
typu I naleza CpG bakteryjnego DNA i LPS pochodzacy od bakterii Gram (-).
Wywotuja one aktywacje limfocytéw B poprzez TLR. T-niezalezne antygeny typu

I, do ktérych nalezy np. Streptococcus pneumonie, wiaza sie z receptorem na
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powierzchni komoérki B (BCR) i indukuja antygenowo specyficzng odpowiedz
komoérek B (Obukhanych, 2006). T-niezalezne antygeny typu Il wywotujg silng i
dtugoterminowgq pierwotng odpowiedZ zwigzang z produkcjg przeciwciat u myszy.
Stymulujg produkcje komoérek plazmatycznych na zewnatrz grudek chionnych,
ktére prawdopodobnie krotko przezywaja z powodu nie wyksztatconych do konca
oSrodkOéw rozmnazania (Garcia de Vinuesa, 1999). Nie jest do konca zbadane, czy
T-niezalezne antygeny typu Il odpowiedzialne s3 za wytwarzanie komoérek B
pamieci.

Obukhanych, (2006) wykazal u myszy, ze T niezalezna odpowiedzZ typu Il
jest zwigzana z wytwarzaniem limfocytdw B pamieci i wtdérna stymulacjia
wielocukrami pochodzacymi od bakterii Streptococcus pneumonie przyczynia sie
do produkcji antygenowo specyficznych przeciwciat klasy IgG.

Badania na ludzkich komoérkach B wykazaty, Ze gtéwnym markerem i
mediatorem wtoérnej odpowiedzi aktywowanych limfocytéw B na obcy antygen
jest biatko CD27. Stymulacja CD27 na komoérkach B przez antygen CD28 na
limfocytach T pomocniczych umozliwia formowanie o$rodkéw rozrodczych i
promuje ekspansje centroblastéw (Xiao, 2004).

Mysie limfocyty B bedace w stadium centroblastéw charakteryzuja sie
ekspresjg biatka CD27. Uczestniczy ono w formowaniu osrodkéw rozmnazania w
grudkach wtérnych narzadéw limfatycznych, réznicowaniu w kierunku
plazmocytow oraz produkcji przeciwciat. Ekspresja biatka CD27 na komdrkach B
CD19+ w wezlach chtonnych myszy jest bardzo wysoka w trakcie trwania fazy
ekspansji pobudzonych limfocytéw B (Xiao, 2004).

1.4.2. Odpowiedz limfocytéw T pamieci na restymulacje antygenowg

Wtérna odpowiedZ limfocytow T pamieci jest o wiele szybsza od
pierwotnej. Generuje ona znacznie wiekszg liczbe komorek efektorowych, ktére sg
zdolne do wydzielania cytokin o wtasciwosciach cytolitycznych, juz w czasie 1
godziny po restymulacji antygenowej (Gotab, 2002).

Odpowiedz limfocytéw T pamieci na wtorne zakazenie zachodzi w trzech
réznych fazach. Antygenowo specyficzne limfocyty T pamieci obecne w tkankach

obwodowych jako pierwsze odpowiadajg na antygen. Po rozpoznaniu patogenu
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komorki te proliferujg i generuja wtérng efektorowa odpowiedz komoérek T.
Miejscowe zapalenie powoduje rekrutacje na drodze chemotaksji antygenowo
specyficznych i niespecyficznych limfocytéw T pamieci z krazenia do zakazonych
tkanek. Wiele z limfocytow T pamieci nie wykazuje odpowiednio wysokiej
specyficzno$ci antygenowej, wiec mata ilo$¢ specyficznych dla danego antygenu
limfocytow T pamieci rekrutowana do tkanek objetych zapaleniem generuje
wtdrna, miejscowa, efektorowa odpowiedz komoérek T pamieci. Po uptywie 24-72
godzin komorki dendrytyczne, ktére pochtonety antygen w tkankach
obwodowych, migruja do drenujacych weztéw chtonnych i aktywuja rezydujace
limfocyty T pamieci. Duza liczba wtérnie antygenowo specyficznych limfocytéw T
efektorowych generowana z miejscowych komérek T pamieci opuszcza regionalne
wezty chtonne i z krgzeniem dociera do tkanek obwodowych objetych zakazeniem
(Woodland, 2009).

U szczura proces expozycji komoérek T na specyficzny antygen nie tylko
przyczynia sie do zmiany masy molekularnej CD45RC z wysokiej (CD45RC+) do
niskiej (CD45RC-), ale réwniez stymuluje zmiany w ekspresji czasteczek
uczestniczacych w przyleganiu komérek do siebie, ktére reguluja migracje
limfocytow T. Komérki T CD4+ o fenotypie charakterystycznym dla limfocytow
aktywowanych lub pamieci (CD45RC-) migruja do weztéw chtonnych czesto droga
doprowadzajacych naczyn limfatycznych, podczas gdy komoérki T w stanie
spoczynkowym (CD45RC+) migrujg do wezta drogg krwiono$ng przez wtosniczki
zylne (HEV). Dojrzate limfocyty T CD45RC- u szczura po spotkaniu specyficznego
antygenu charakteryzuja sie szybsza migracja z krwi do limfy doprowadzajacej w
poréwnaniu do populacji komoérek T CD45RC+. Wykazano rowniez, ze moga
naptywac¢ do regionalnych weztéw chionnych drogg krwionos$ng (Sparshott,
1998). Ostatecznie dopuszcza sie dwie drogi naptywu tych komoérek do weztéw
chtonnych: droga limfy doprowadzajacej i droga krwionoSng. Badania
immunohistochemiczne wykazaty obecno$¢ tych limfocytbw pomiedzy
sgsiadujagcymi komdrkami srédbtonka wiosniczek zylnych (HEV) co moze utatwiac
im szybki naptyw do strefy przykorowej, a nastepnie do rdzenia wezta chtonnego.
Z tego powodu limfocyty T CD45RC- szybciej pojawiaja sie w limfie przewodu
piersiowego w poréwnaniu do komérek T CD45RC+. W badaniach na ptakach
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udokumentowano wysoka liczbe limfocytéw T CD45RC- w limfie doprowadzajacej,
natomiast w limfie odprowadzajacej wieksza liczbe komérek T CD45RC+ (Mackay,
1990). W Srodowisku pozbawionym specyficznego antygenu komérki T CD45RC-
posiadajg zdolno$¢ ponownego nabywania fenotypu charakterystycznego dla
spoczynkowych limfocytéw T CD45RC+. Szybko$¢ przetgczania fenotypu moze
by¢ rézna w zaleznosci od grupy ogranizmoéw. U cztowieka proces ten nastepuje
wolno i do$¢ rzadko (McLean, 1995). U szczura przebiega bardzo gwattownie i

wielokrotnie (Sparshott, 1994; Sarawar, 1993).
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY

Skora konczyn dolnych cztowieka zasiedlana jest przez drobnoustroje
pochodzace z kontaktu stép ze Srodowiskiem, oraz z okolicy krocza i odbytu.
Drobnoustroje te zachowuja sie jak saprofity i nie wywotuja reakcji gospodarza
(Jenkinson, 1993).

Stopy ulegaja stale mikrourazom, w czasie ktérych drobnoustroje
penetrujg naskérek. W skoérze rozpoznawane s3 przez komorki dendrytyczne,
makrofagi, granulocyty i wraz z tymi komoérkami transportowane do regionalnych
weziéw chtonnych (Olszewski, 2001). Drobnoustroje mozna wykryé w
normalnych weztach pachwinowych u osobnikéw bez zmian w skérze konczyn
(Olszewski, 1997). Sa to gtéwnie Staphylococcus epidermidis lub inne koagulazo-
negatywne Staphylococci, rzadziej Baccilli i Corynebacterium (Olszewski, 1999).
Mata masa bakterii normalnie transportowanych droga chtonng nie wywotuje
odpowiedzi zapalnej gospodarza. Proces ten nie jest wiec rozpoznawany klinicznie.
Ta fizjologiczna penetracja drobnoustrojéow jest procesem ciggtym. Miejscem
eliminacji drobnoustrojéw drenowanych ze skory sg wezty chtonne.

Wydaje sie, iz w wezlach wytwarza sie po pierwszym kontakcie z
drobnoustrojami pamie¢ immunologiczna, ktéra pozwala na szybkie usuniecie
(inaktywacje) powtérnie wnikajgcego antygenu. W ten sposob wezet chtonny jest
w stanie statego ,alertu immunologicznego” dzieki czemu kolejne wnikania
drobnoustrojow, nawet w wiekszej masie, przebiegajg bez objawdw klinicznych.
Posrednim dowodem na to, iz wezty chtonne eliminujg penetrujace drobnoustroje
jest obserwacja czestych ostrych bakteryjnych stanéow zapalnych skory i tkanki
podskornej w przypadku braku weztdéw, np. po ich wycieciu w nowotworach,
gtownie po limfadenektomii pachowej w raku sutka lub pachwinowej w czerniaku
skdry konczyn dolnych (Olszewski, 1991; 1996 c). Stany te sg bardzo skutecznie
leczone za pomoca antybiotykdéw, co potwierdza ich bakteryjng etiologie
(Olszewski, 1996 a).

Po wniknieciu duzej masy bakterii do skory i tkanki podskérnej, samoistnie
lub przy otwartych urazach konczyn, odpowiedZ weztéw wyraza sie ich szybkim

powiekszeniem, bolesno$cig przy dotyku oraz podwyzszong cieptota tkanki.
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Jesli proces zapalny wywotany miejscowa proliferacja drobnoustrojow
trwa dtugo, np. w przypadku niegojacej sie rany, wowczas dochodzi do apoptozy i
martwicy elementéw limfoidalnych weztéw, a nastepnie ich wildknienia
(Olszewski, 1999; Olszewski, 1996 b). Proces wtoknienia obejmuje takze naczynia
chtonne. Powstaje zast6j chtonny wiktany bakteryjnymi zapaleniami skory i
weztdw szczepami penetrujacymi skore (Olszewski, 1994; Olszewski, 2001;

Olszewski, 2011), (Ryc. 3-6).

Zaburzenie
odplywu
Do krazenia
krwionosnego '
wezel Kolonizacja _§
- chionny wezla
{ chionnego
obliteracja
brak przeptywu
chtonki
do

krazenia

ogdlnego
kolonizacja
bakteryjna

whnikanie bakterii, wiruséw, czastek
(substancji) nieorganicznych

Ryc. 3. Schemat przedstawiajgcy zaburzenie odplywu chfonnego w konczynie dolnej z
postepujagcym gromadzeniem sie penetrujacych skore mikroorganizmow. Nastepuje
kolonizacja tkanek przez drobnoustroje oraz ich rozprzestrzenianie sie drogg naczyn
krwionosnych (Olszewski, 2006, Olszewski, 2011).
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Ryc. 4. Zdjecie limfoscyntygraficzne koriczyn dolnych chorych z obrzekiem limfatycznym
koriczyny lewej; a - widoczne owrzodzenie podudzia lewego (oznaczone zielong strzatka)
oraz powiekszone pachwinowe wezly chionne (oznaczone czerwona strzatkg),
(Olszewski, 2012), b - obrzek bedacy nastepstwem ostrego zapalenia skory, widoczna
atrofia pachwinowych weztéw chfonnych z ograniczonym magazynowaniem znacznika
izotopowego (oznaczone czerwong strzatka), powiekszone podkolanowe wezly chfonne
(oznaczone Zottg strzatka) oraz znaczne nagromadzenie izotopu w stopie (oznaczone
zielong strzatka) (Olszewski, 2001).

Ryc. 5. Histologiczny obraz fragmentu zwitokniatego wezta chtonnego chorego z koriczyng
dolna objetg obrzekiem limfatycznym i chronicznym zapaleniem skory. Po lewej stronie
Sciericzona torebka wezla (oznaczona zielona strzatka), w srodku niewielka ilos¢
pozostalych limfocytow (oznaczone Zottymi strzatkami), po prawej zwioknialy fragment
wezta pozbawiony limfocytow (oznaczony czerwonymi strzatkami), (Olszewski, 2001).
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Ryc. 6. Fragment pachwinowego wezta chionnego chorego z koriczyng dolng objeta
obrzekiem chfonnym w stadium [ll. Widoczne zmniejszenie liczby Ilimfocytow z
pozostatoscia nielicznych komorek CD4+ (T pomocnicze, czerwony kolor, przyktadowo
oznaczone Zoftymi strzatkami). Pozostaje jedynie szkielet wezia z kanatami chfonnymi o
poszerzonym swietle (oznaczone zielona strzatka). Brak normalnej struktury wezia z
zatokami podtorebkowymi, korowymi i rdzeniowymi, x 400, barwienie przeciwciatem
monoklonalnym przeciwko biatku CD4, (Olszewski, 2006).

Obserwacje te wskazujg na szczegélng role weztéw chtonnych w miejscowej
odpornosci. W niektérych przypadkach dalsze, przewlekte pobudzenie antygenem
bakteryjnym u osobnikéw ze zniszczonymi wezlami prowadzi do tworzenia sie
,nowych” weztéw lub rozrostu grudek chtonnych do rozmiaréw weztéw
(Olszewski, 2002).

Najczestszymi drobnoustrojami normalnie kolonizujgcymi skoére stopy i
podudzia cztowieka sa ziarenkowce (cocci), ktore stanowia okoto 60 procent
sposréd wszystkich wyizolowanych szczepoéw bakteryjnych. Wéréd nich, w okoto
90 procentach z posiewow hodowano Staphylococcus epidermidis i inne
koagulazo-negatywne szczepy. Pozostate szczepy wystepujagce w mniejszych
iloSciach to Escherichia coli, Citrobacter sp., Corynebacterium sp., Acinetobacter
sp., Proteus sp. oraz Bacillus cereus. 7. posiewdw limfy ludzkich konczyn dolnych
zdrowych wolontariuszy w 12 procentach hodowano Staphylococcus epidermidis
(Olszewski, 1997; 1999).

Wedtug Grice, (2011); (Ryc. 7) w sktad normalnej mikroflory skory
przestrzeni pomiedzy palcami stopy czlowieka wchodza drobnoustroje z rodzin:

Staphylococcaceae, Micrococciaceae, Corynebacteriaceae, a takzie z typu
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Bacteroidetes. Skéra spodu piety zasiedlona jest w okoto 60 procentach przez
szczepy z rodziny Staphylococcaceae, Proteobacteria, Corynebacteriaceae,
Microcciaceae, Propionibacteriaceae, Bacteroidetes, a takze inne z typu
Firmicutes. Skora dotu podkolanowego konczyn dolnych cztowieka zasiedlona jest
w okoto 80 procentach przez szczepy z rodziny Staphylococcaceae, a takze z
rodziny Corynebacteriaceae, Proteobacteria, Bacteroidetes, Propionibacteriaceae i

inne dotychczas niesklasyfikowane.

I @ i z Actinobacteria

[ Corynebacteriaceae

- Propionibacteriaceae
B Microcciaceae
Firmicutes

Bl /nne nalezace do typu Firmicutes
[0 Staphylococcaceae

| Bacteroidetes
[[] Proteobacteria
[ | niesklasyfikowane

Ryc. 7. Udziat i topografia szczepow bakteryjnych normalnie zasiedlajacych skdre stopy i
podudzia konczyny dolnej cztowieka w/g Grice, (2011).

Najczesciej izolowanymi drobnoustrojami obecnymi w posiewach z ptynu
tkankowego, limfy, pachwinowych weztow chtonnych, skéry i tkanki podskoérne;j
chorych z zastojem chtonnym i ostrg postacia dermatolymphangioadenitis (DLA)
byty: Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus capitis, Staphylococcus xylosus, Micrococcus spp., Acinetobacter
spp. (Olszewski, 1991; Olszewski, 1999; Olszewski, 2011).

Nawet w normalnych tkankach konczyny dolnej, nie zmienionych zapalnie,

mozna wykry¢ obecno$¢ drobnoustrojow (Szczesny, 2008).
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Przedstawione obserwacje kliniczne wskazuja na role weztéw chtonnych w
rozpoznawaniu bakterii pochodzacych ze skéry koniczyn dolnych i w ich eliminacji.
Szybkos¢ tych proceséw Swiadczy o istnieniu pamieci immunologicznej. Niezbedne
jest w zwigzku z tym poznanie reakcji weziéw na ekspozycje na bakterie
dotychczas uwazane za saprofity na poziomie komérkowym, w tym:

a. jaki jest fenotyp komorek wezta ulegajacych aktywacji pod wptywem antygenu
bakteryjnego?

b. czy ma miejsce redystrybucja topograficzna komoérek wezta zwigzana ze
zwiekszong rekrutacja z naczyn krwiono$nych i limfatycznych?

c. ktére z komérek wezta moga naleze¢ do populacji komdrek regulatorowych
ograniczajacych zakres odpowiedzi immunologicznej w kontakcie z komérkami
efektorowymi?

d. ktore naleza do komorek pamieci?

CELEM PRACY BYLO UZYSKANIE ODPOWIEDZI NA NASTEPUJACE PYTANIA:

1. Jakie ilosciowe i fenotypowe zmiany w populacji komérek regionalnych weztéw
chtonnych rozwijaja sie pod wplywem pierwotnego zakaZenia skory
Staphylococcus epidermidis?

2. Czy wtérna odpowiedz komorek weziow na stymulacje tym samym
drobnoustrojem jest w swym efekcie komérkowym bardziej nasilona, czy tez
obnizona w poréwnaniu do odpowiedzi pierwotnej?

3. Czy pod wptywem pierwotnej ekspozycji na Staphylococcus epidermidis
powstaje w wezlach populacja komoérek ,pamieci immunologicznej” i zwieksza

sie ilo$¢ limfocytow T regulatorowych, ktére modulujg wtérng odpowiedz?

W piSmiennictwie istnieje niewiele pozycji dokumentujacych odpowiedz
populacji komérek regionalnych weztéw chtonnych na bakterie pochodzace z
wtlasnej skéry i zasiedlajace tkanki w miejscu urazu. OdpowiedZ na powyzsze
pytania pozwolitaby lepiej zrozumie¢ procesy miejscowej odpornoSci
antybakteryjnej tkanek konczyn fizjologicznie eksponowanych na S$rodowisko
bakteryjne i uzasadni¢ wczesne stosowanie antybiotykdéw, w celu ograniczania
proliferacji bakteryjnej prowadzacej do zmniejszenia liczby komérek weztéw
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chtonnych, wystepujacego przy przewlektych bakteryjnych stanach zapalnych
skéry i tkanki podskérnej. Zapalenia takie obserwuje sie u okoto 40 procent
chorych z zastojem limfatycznym konczyn (Olszewski, 2011).

Zagadnienie jest trudne do zbadania u cztowieka ze wzgledu na
ograniczong dostepnos$¢ i ilo§¢ materiatu. Poza tym, czeste w Zyciu osobniczym
uprzednie pobudzenia komorek weztéw cztowieka drobnoustrojami (np. w czasie
mikrourazéw) nie pozwolitoby na zbadanie pierwotnej reakcji na antygen
bakteryjny. Dlatego zdecydowatam sie przeprowadzi¢ badania na szczurach, ktére
odpowiadaja odczynem zapalnym na bakterie pochodzace z konczyn cztowieka. Z
wielu gatunkéw bakterii wyizolowanych ze skéry stopy i podudzia czlowieka
wybralam jeden najczesciej wystepujacy tj. Staphylococcus epidermidis. Ten
drobnoustréj nalezy réwniez do normalnej skérnej flory bakteryjnej szczurow
(Kahn, 2010). Skoéra grzbietu myszy w 63 procentach zasiedlona jest przez
szczepy z rodziny Staphylococcaceae (Shen, 2014).
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3. MATERIALY | METODY

3.1. Zwierzeta doswiadczalne

Wszystkie badania zostaty wykonane za zgoda I lokalnej Komisji Etycznej
do spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie, Uchwata nr 702/2006 z dnia
19 pazdziernika 2006r.

Doswiadczenia wykonano na 49 szczurach (98 podkolanowych weztach
chtonnych) szczepu wsobnego rasy Wistar-Wag, ptci meskiej w wieku 3 miesiecy,
0 masie ciata mieszczacej sie w przedziale 230g-250g, pochodzacych z hodowli
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego Polskiej
Akademii Nauk. Do$wiadczenia przeprowadzano w znieczuleniu ogdélnym 3,6%

wodzianem chloralu podawanym dootrzewnowo w dawce 1ml na 100g masy ciata.

3.2. Metoda zakazenia bakteriami

Do do$wiadczen wykorzystano jeden z gatunkéw bakterii wyizolowanych
ze zdrowej skéry ludzkich konczyn dolnych t.j. podudzia, palucha i z pomiedzy 2 a
3 palca stopy: Staphylococcus epidermidis. Drobnoustr6j namnazano,
przechowywano i przygotowywano do iniekcji w Zakladzie Mikrobiologii
Akademii Medycznej w Warszawie. Ten sam gatunek bakterii przeznaczony do
iniekcji izolowano bezposrednio z podtoza Mueller-Hinton Agar (Oxoid) i
podawano w zageszczeniu 2 McFarlanda / 1ml soli fizjologicznej, co jest rowne 6 x
107 zywych komérek bakteryjnych zawieszonych w 0.1 ml 0.9 % roztworu soli
fizjologicznej. Zageszczenie drobnoustrojow oceniano w densytometrze
(BioMerieux).

We wszystkich badanych grupach zawiesine bakterii lub odpowiednig
objetos¢ 0.9 % roztworu soli fizjologicznej wstrzykiwano podskérnie, pomiedzy 2

a 3 palec grzbietu konczyny tylnej szczura.

Wyszczeg6lniono 4 grupy zwierzat o nastepujacej charakterystyce:
GRUPA KONTROLNA - podawano 0.1 ml jatowego 0.9 % roztworu soli
fizjologicznej przez 7 kolejnych dni. 24 godziny po ostatnim podaniu roztworu soli

izolowano podkolanowe wezty chtonne, n=17 zwierzat (34 wezly chtfonne).
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GRUPA Z ZAKAZENIEM PIERWOTNYM I WCZESNA IZOLACJA MATERIALU
- podawano 0.1 ml zawiesiny Staphylococcus epidermidis przez 7 kolejnych dni. 24
godziny po ostatnim podaniu zawiesiny bakterii izolowano podkolanowe wezty

chtonne, n=11 zwierzat (22 wezly chfonne).

GRUPA Z ZAKAZENIEM PIERWOTNYM I POZNA IZOLACJA MATERIALU
- podawano 0.1 ml zawiesiny Staphylococcus epidermidis przez 7 kolejnych dni.
Podkolanowe wezty chtonne izolowano po 21 dniach od ostatniego podania

zawiesiny bakterii, n=7zwierzat (14 weztow chtfonnych).

GRUPA Z ZAKAZENIEM WTORNYM I WCZESNA 1ZOLACJA MATERIALU
- podawano 0.1 ml zawiesiny Staphylococcus epidermidis przez 7 kolejnych dni, a
po 21 dniach przerwy podawano jednorazowo takg samg dawke bakterii.
Podkolanowe wezty chtonne izolowano po 24 godzinach od ostatniego podania

zawiesiny bakterii, n=14 zwierzat (28 weztow chtonnych).

3.3. Okre$lenie zmian iloSciowych poszczegdlnych supopulacji komoérkowych w

podkolanowych weztach chtonnych metoda cytometrii przeptywowej

3.3.1. Izolacja komdrek

Swiezo wyizolowane od szczura podkolanowe wezly chtonne wazono na
wadze laboratoryjnej (Mettler Toledo, XS205 Dual Range).

Komorki wezlow wyczesywano jatowymi igtami iniekcyjnymi w ptynie
RPMI 1640 (Gibko, Invitrogen) z dodatkiem 5% surowicy cielecej (FCS). Nastepnie
przesgczano przez filtr zestawu do dozylnych wlewéw kroplowych (Farmachin,
Sofia) i ptukano 2x w RPMI 1640 + 5% FCS. Liczbe wyizolowanych komoérek
oceniano w mikroskopie $Swietlnym (BX40 Olympus, Germany) przy uzyciu
kamery Biirkera. Limfocyty zliczano przy powiekszeniu 400x stosujac regute

dwéch bokéw. Zywotnoé¢ komérek oceniano przy uzyciu btekitu trypanu.
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3.3.2. Znakowanie immunocytochemiczne komoérek

Znakowanie miato na celu okreSlenie proporcji poszczegélnych
subpopulacji komérkowych wezta w zawiesinie 10.000 komoérek wyznakowanych
przeciwciatami.

Uzyto mysich przeciwciat monoklonalnych skierowanych przeciwko
antygenom szczura anty: W3/13, W3/25, 0X8, B, 0X12, 0X33, CD31, 0X7, CD54,
0X62 z biotyng, CD4 FITC, OX6 FITC, CD62L FITC, ED1 PE, CD25 PE i kontroli
izotypowych wyprodukowanych u szczura IgG2a, 1Ggl (Serotec, Ltd, England),
CD8a PerCP, CD45RC PE, CD4 PE Cy-5 i kontroli izotypowych wyprodukowanych u
szczura IgGl FITC, IgGl PE, IgG2Za PECy-5 (Becton Dickinson Biosciences
Pharmingen, San Lose, USA), IgG1 PerCP (BioLegend, San Diego, California, USA),
przeciwciat monoklonalnych wyprodukowanych u chomika armenskiego
skierowanych przeciwko antygenom szczura anty: CD27 z biotyng (Becton
Dickinson Biosciences Pharmingen, San Lose, USA) i kontroli izotypowej IgG FITC
wyprodukowanej u chomika armenskiego (BioLegend, San Diego, California, USA)
oraz przeciwciata poliklonalnego koziego skierowanego przeciwko antygenom
szczura anty CD19 PE (Santa Cruz Biotechnology, USA) i kontroli izotypowej IgG
PE wyprodukowanej u kozy (BioLegend, San Diego, California, USA).

Zastosowano podwojne i potrojne barwienie komorek przeciwciatami anty:
0X8+PE + 0X6 FITC,

W3/25+PE + 0X6 FITC,

W3/13+PE + 0X6 FITC,

CD4 FITC + CD25 PE,

CD8a PerCP + CD62L FITC + CD45RC PE,
CD4 PECy-5 + CD62L FITC + CD45RC PE,
CD27+FITC + CD19 PE.

Etap 1.

Do 100 pl zawiesiny komorek o gestosci 106/ml w PBS x 1 z dodatkiem 1 %
FCS dodawano 100ul 50% normalnej surowicy krdliczej i inkubowano w temp.
pokojowej przez 20 min. Probke ED1 PE i kontrole izotypowa IgG1 PE poddawano
wczes$niej 10 minutowej permabilizacji (permabilizator rozcieniczony 1:10 z woda

destylowang) (Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, San Lose, USA), a
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nastepnie 2x ptukano dodajgc 4ml PBS + 1% FCS i wirowano przez 7 min. przy
wielkosci g =160. Po inkubacji z surowica krélicza zawiesine wirowano przez 7
min. przy wielkosci g =160 odciggano nadsacz, a do osadu komérek dodawano 10
ul przeciwciata monoklonalnego w odpowiednim stezeniu skierowanego
przeciwko:
W3/13 (stezenie wstepne: 1,0 mg/ml) 1:100,
0X8 (1,0 mg/ml) 1:100,
W3/25 (1,0 mg/ml) 1:100,
ED1PE (0,1 mg/ml) 1:50,
B (1,0 mg/ml) 1:100,
0X12 (1,0 mg/ml) 1:100,
CD31 (1,0 mg/ml) 1:50,
CD54 (1,0 mg/ml) 1:50,
0X62 z biotyna (0,1 mg/ml)
0X33 (1,0 mg/ml) 1:100,
0X7 (1,0 mg/ml) 1:100,
CD27 z biotyna (0,1 mg/ml),
CD4 FITC (0,1 mg/ml)+ CD25 PE (0,2 mg/ml),
CD8a PerCP (0,1 mg/ml)+CD62L FITC (1,0 mg/ml) 1:5+CD45RC PE (0,2 mg/ml),
CD4 PECy-5 (0,1 mg/ml)+CD62L FITC (1,0 mg/ml) 1:5+CD45RC PE (0,2 mg/ml),
kontrola izotypowa IgG1 (0,1 mg/ml),
kontrola izotypowa IgG2a (0,1 mg/ml),
kontrola izotypowa IgG1 PE (0,1 mg/ml)+ IgG1 FITC (0,1 mg/ml),
kontrola izotypowa IgG FITC (0,5 mg/ml),
kontrola izotypowa IgG1 PE permabilizowana (0,1 mg/ml),
kontrola izotypowa IgG1 PerCP (0,2 mg/ml) + IgG1l PE (0,1 mg/ml) + IgG1 FITC
(0,1 mg/m),
kontrola izotypowa IgGZ2a PECy-5 (0,2 mg/ml) + IgG1 PE (0,1 mg/ml)+IgG1 FITC
(0,1 mg/ml) i inkubowano w temp. 4°C przez 30 min.
Po inkubacji zawiesine komorek ptukano 2x dodajgc 4ml PBS + 1% FCS i
wirujgc przez 7 min. przy wielkosci g =160. Do osadu komdrek znakowanych

jednym, dwoma lub trzema przeciwcialami potaczonymi bezposrednio z
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fluorochromami dodawano 0,5 ml 1 % paraformaldehydu, doktadnie mieszano i
przechowywano w probéwkach ostoniete przed swiattem folig aluminiowg w
temp. 4°C.

Etap 2.

W pozostatych prébkach usuwano nadsacz i do osadu komérek dodawano
10pl przeciwciat krolika skierowanych przeciwko antygenom myszy zwigzanych z
PE (R0439), (o stezeniu wyjsciowym 500mg/L), (Dako, Dania) rozcienczonych w
PBS w stosunku 1:20 z dodatkiem 20% normalnej surowicy szczura lub
streptavidyny potaczonej z FITC (F0422), (o stezeniu wyjsciowym 1.0g/L), (Dako,
Dania) rozcienczonej w PBS w stosunku 1:20 z dodatkiem 20% normalnej
surowicy szczura dla przeciwciat potgczonych z biotyng (0X62 i CD27) i
inkubowano w temp. 4°C przez 30 min. Nastepnie komorki ptukano 2 x w 4 ml
PBS + 1% FCS i wirowano przy wielkos$ci g =160 przez 7 min. Do osadu komérek
znakowanych jednym przeciwciatlem dodawano 0,5 ml 1 % paraformaldehydu
(Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA), doktadnie mieszano i przechowywano
w probéwkach ostoniete przed $wiattem folig aluminiowg w temp. 4°C.

Etap 3.

Do osadu komorek pozostatych prébek dodawano 100 pl normalne;j
surowicy mysiej (dla prob OX8+PE + 0X6 FITC, W3/25+PE + 0X6 FITC,
W3/13+PE + 0X6 FITC) lub koziej (dla proby CD27+FITC + CD19 PE i kontroli
izotypowej IgG FITC + IgG PE) i inkubowano 20 min. w temp. pokojowe;j.
Nastepnie zawiesine odwirowywano przez 7 min. przy wielkoSci g =160,
odciggano nadsacz a do osadu komoérek dodawano 10pul mysiego przeciwciata
monoklonalnego skierowanego przeciw antygenom szczura skoniugowanego z
FITC anty 0X6 1:100, 20pl przeciwciata poliklonalnego wyprodukowanego w kozie
skierowanego przeciwko antygenom szczura skoniugowanego z PE anty CD19 (o
stezeniu wyjsciowym 200 pg/ml) lub 10 pl koziej immunoglobuliny poliklonalnej
IgG PE (o stezeniu wyjsciowym 3ng/ml). Po 30 min. inkubacji w temp. 4°C
zawiesine komorek ptukano 2x i wirowano. Do osadu komoérek dodawano 0,5 ml
1% paraformaldehydu, mieszano i przechowywano ostoniete w temp. 4°C.

Komoérki wyznakowane przeciwciatami oceniano nastepnego dnia.
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[lo§¢ komoérek wybarwionych pozytywnie oceniana byta w cytometrze
przeptywowym (LSR, Becton Dickinson, San Lose, USA) za pomoca programu Cell
Quest Pro (Becton Dickinson, San Lose, USA).

3.4. Barwienie immunohistochemiczne mrozonych skrawkéw podkolanowych
weztéw chtonnych

Swiezo wyizolowane podkolanowe wezty chtonne mrozono w acetonie z
suchym lodem i przechowywano w temperaturze -70°C. Nastepnie tkanki cieto na
kriotomie (Cryocut 1800, Reichert-Jung, Leica) na skrawki o grubosci 5 mikronow
i przyklejano na szkietka pokryte poly-a-lizyng. Po wysuszeniu, preparaty
utrwalano przez 10 minut w schtodzonym acetonie, a nastepnie poddawano 20
minutowej inkubacji z blokujaca surowicg kozig w rozcienczeniu 1:1 z TBS (bufor
Tris pH 7.6 rozcienczony 1:10 w wodzie destylowanej). Do barwienia
wykorzystano monoklonalne przeciwciata mysie skierowane przeciwko
antygenom szczura w odpowiednim stezeniu anty: W3/13 1:100, W3/25 1:100,
0X8 1:100, B 1:100, 0X12 1:100, 0X33 1:100, 0X62 1:30, ED1 1:100, CD31 1:50,
0X7 1:70, HiS48 1:100, OX6 1:100, CD54 1:50 (Serotec, Ltd, England)
przeprowadzajac 50 minutowa inkubacje w temperaturze pokojowe;j.
Zastosowano rowniez Kkontrole negatywna, w Kktorej zamiast przeciwciata
monoklonalnego uzyto TBS. Po ptukaniu, pozytywne komoérki wykrywano przy
uzyciu kompleksu LSAB 2 AP (Dako, Dania) i substratu dla alkalicznej fosfatazy. W
fazie koncowej skrawki poddawano barwieniu hematoksyling. Preparaty oceniano
w mikroskopie $wietlnym (BX40 Olympus, Germany).

Przeciwciata zastosowane do znakowania immunocytochemicznego i
immunohistochemicznego przedstawione zostaly w tabeli nr 1, natomiast
subpopulacje komoérkowe wyrazajace badane biatka powierzchniowe u szczura w

tabeli nr 2.
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Tabela 1. Przeciwciala zastosowane do znakowania immunocytochemicznego

I Immunohistochemicznego; *Serotec Ltd  England; **Becton Dickinson
Biosciences Pharmingen San Lose, USA; ***Santa Cruz Biotechnology;
****BioLegend, San Diego, California, USA.

CD (ANTYGEN) KLON KLASA PRODUCENT
CD43 W3/13 IgG1 *
CD4 W3/25 IgG1 *
CD4 FITC W3/25 IgG1 *
CD4 PECy-5 0X35 IgG2a x
CDh8 0X8 IgG1 *
CD8a PerCP 0X8 IgG1 x
B RLN-9D3 IgG2a *
tancuchy lekkie kappa 0X12 IgG2a *
CD45RA 0X33 IgG1 *
CD25 PE 0X39 IgG1 ok
- 0X62 IgG1 *
CD68 ED1 IgG1 *
CD68 PE ED1 IgG1 *
CD31 (PECAM-1) TLD-3A12 IgG1 *
CD90 0X7 IgG1 *
- HiS48 IgM *
MHC klasy II 0X6 IgG1 *
MHC klasy 11 0X6 FITC IgG1 *
CD54 (ICAM-I) 1A29 IgG1 *
CD19 PE R-20 IgG1 oA
CD27 LG.3A10 IgG1 x
CD45RC PE 0X22 IgG1 *x
CD62L FITC 0X85 IgG1 *
kontrola izotypowa - IgG1 *
kontrola izotypowa - IgG2a *
kontrola izotypowa R3-34 IgG1 PE ok
kontrola izotypowa R3-34 IgG1 FITC ok
kontrola izotypowa RTK2071 IgG1 PerCP ok
kontrola izotypowa R35-95 IgG2a PE Cy-5 ok
kontrola izotypowa Poly24030 IgG PE ok
kontrola izotypowa HTK888 IgG FITC ook
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Tabela 2. Subpopulacje komorkowe wyrazajace badane biatka powierzchniowe u
szczura.

SUBPOPULACJE KOMORKOWE BIALKA
WYRAZAJACE BADANE BIALKA POWIERZCHNIOWE POWIERZCHNIOWE
limfocyty T, granulocyty, monocyty W3/13+
limfocyty T pomocnicze, makrofagi W3/25+
limfocyty T cytotoksyczne i supresorowe 0X8+
limfocyty B B+
limfocyty B 0X12+
limfocyty B 0X33+
komoérki dendrytyczne 0X62+
makrofagi, granulocyty ED1+
PECAM-1, limfocyty B, T, komorki sr6dbtonka, CD31+
granulocyty, monocyty
tymocyty, komorki szpikowe 0X7+
granulocyty HiS48+
MHC Klasy I1 0X6+
ICAM-1, komo6rki dendrytyczne, komérki srédbtonka CD54+
aktywowane limfocyty T W3/13+ 0X6+
aktywowane limfocyty T pomocnicze W3/25+ 0X6+
aktywowane limfocyty T cytotoksyczne 0X8+ 0X6+
limfocyty T regulatorowe/supresorowe CD4+ CD25+
réznicujace sie plazmoblasty, limfocyty B pamieci CD19+ CD27+
limfocyty T pamieci pomocnicze CD4+ CD45RC-
limfocyty T pamieci pomocnicze centralne CD4+ CD45RC- CD62L+
limfocyty T pamieci pomocnicze efektorowe CD4+ CD45RC- CD62L-
limfocyty T pamieci cytotoksyczne CD8+ CD45RC-
limfocyty T pamieci cytotoksyczne centralne CD8+ CD45RC- CD62L+
limfocyty T pamieci cytotoksyczne efektorowe CD8+ CD45RC- CD62L-
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3.5. OkreSlenie zmian iloSciowych poszczegdlnych subpopulacji komdrkowych
weztéw chtonnych w programie Microimage

Skrawki podkolanowych weztéw chtonnych, wybarwione przeciwciatami
metoda immunohistochemii, oceniano przy uzyciu programu MicroimageTM
version 3.0 dla WindowsTM (Olympus, Germany) przy uzyciu mikroskopu
Swietlnego (BX40, Olympus, Germany) wyposazonego w kamere (CCD-IRIS, Sony,
Japan) przy powiekszeniu 100x. Subpopulacje komérkowe weztéw wyrazajace
badane biatko powierzchniowe, wybarwione na kolor czerwony, oznaczano
uzywajac potaczenia trzech barw w odpowiednim nasileniu (czerwona, niebieska,
zielona). Dla kazdego ocenianego skrawka zastosowano takie same ustawienia.
Ocena polegata na okresleniu tgcznego pola powierzchni komoérek pozytywnie
wybarwionych w $ci$le okreslonym obszarze skrawka wezta. Udzial procentowy
poszczegbélnych subpopulacji komoérkowych oceniano w kolejnych strefach
funkcjonalnych wezta: w strefie brzeznej, grudkach chtonnych, strefie przykorowej

i strefie rdzenne;j.

3.6. Analiza statystyczna

Z uzyskanych wynikéw w kolejnych grupach eksperymentalnych wyliczano
$rednie oraz btedy standardowe. Analizy statystyczne wykonano za pomoca
programu SAS (SAS Institute, 2012).

W przypadku danych z programu Microimage przeprowadzono wstepna
analize roznic pomiedzy strefami weziéw chlonnych i typami zakazen z
wykorzystaniem uogdlnionego modelu liniowego mieszanego, w ktérym szczur byt
czynnikiem losowym (procedura SAS/GLIMMIX). Dla rozpoznania szczeg6towych
réznic porownano efekty typow zakazenia osobno dla kazdej strefy, stosujac
analize wariancji i porownania wielokrotne Tukey’a (procedura SAS/GLIMMIX),
ktore przeprowadzono na poziomach istotnosci a=0,05; a=0,01 i a=0,001.

Podobny sposob analizy zastosowano w przypadku danych masy weztow
oraz liczby komorek weztéw chtonnych.

W doswiadczeniach z pomiarami metoda cytometrii przepltywowej
analizowane prébki byty niejednokrotnie préobkami mieszanymi z kilku szczuréw.

Z tego wzgledu w analizie wariancji wykorzystano wazong sume kwadratow
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(procedura SAS/GLM). Jak poprzednio, poréwnan wielokrotnych pomiedzy typami
zakazenia dokonano na trzech poziomach istotnosci. Warto$¢ p<0,05

przyjmowano za istotng statystycznie.
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4, WYNIKI

Kontrolg dla grupy zwierzat po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis z
wczesng izolacjg materiatu byta grupa po podaniu 0.9% jatowego roztworu soli
fizjologicznej.

Odniesieniem dla grupy zwierzat po wtérnym zakazeniu skory S.
epidermidis z wczesng izolacja materiatu byta grupa po zakazeniu pierwotnym
skory S. epidermidis z pdzna izolacja materiatu.

Na szczeg6lng uwage z punktu widzenia celow pracy zastugiwato
poréwnanie wynikéw z grupy zwierzat po zakazeniu wtérnym z wczesng izolacja

materiatu do tych po zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacjg materiatu.

4.1. Liczba komérek (w 10¢/g) w podkolanowych weztach chtonnych

n=26 mkontrola
n=14 mzakazenie pierwotne z wczesng izolacja materiatu

- n=8 zakazenie pierwotne z pézn3 izolacjg materiatu

1400 - n=18 mzakaZenie wtérne z wczesng izolacja materiatu

1200 -

105 komérek/g

badane grupy

Ryc. 8. Liczba komdrek (w 106/g) w podkolanowych wezlach chtonnych. Analiza
statystyczna wykonana metoda porownan wielokrotnych Tukeya. Wyniki badan
przedstawione zostaly jako Srednie arytmetyczne + SEM; ***p<0,001.

Zywotno$¢ komérek w badanych grupach wynosita 98 procent.
Zakazenie pierwotne skory Staphylococcus epidermidis w grupie z wczesng
izolacja materiatu spowodowalo znamienne zwiekszenie liczby komdrek w

podkolanowych weztach chtonnych w poréwnaniu do grupy kontrolnej (po
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podaniu roztworu soli fizjologicznej). Po zakazeniu wtéornym w grupie z wczesng
izolacjg materiatu liczba komérek w weztach pozostata na poziomie podobnym do

tego, ktdéry osiggneta w grupach po pierwotnym podaniu bakterii (Tab. 3; Ryc. 8).

4.2. Masa (w g) podkolanowych weztéw chtonnych

n=26 m kontrola
n=14 mzakazenie pierwotne z wczesng izolacja materiatu
n=9  zakazenie pierwotne z p6zng izolacja materiatu
n=20 mzakazenie wtérne z wczesng izolacja materiatu

* %k %k

0,03 ¥ % %k

* %

——

0,025 -

0,02 -

masa weziow w g

o
o
e
(%]

0,01 -

0,005 -

badane grupy

Ryc. 9. Masa (w gramach) podkolanowych weztow chfonnych. Analiza statystyczna
wykonana metod3a porownan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan przedstawione
zostaly jako Srednie arytmetyczne + SEM; *** p<0,001; **p<0,01.

Zakazenie pierwotne skory Staphylococcus epidermidis w grupie z wczesng
izolacja materiatu spowodowato istotny statystycznie wzrost masy
podkolanowych weztéw chtonnych w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu
wtérnym masa wezlow réwniez zwiekszyta sie, byly to jednak wartosci
znamiennie niZsze od tych w grupie po zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacja

materiatu (Tab. 4; Ryc. 9).
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4.3. Zmiany iloSciowe poszczegélnych subpopulacji komérkowych w

podkolanowych weztach chtonnych, ocenione w cytometrze przeptywowym

90
n=3 mkontrola

80 4 n=4 mzakazenie pierwotne z wczesng izolacjg materiatu

n=4 = zakazenie pierwotne z pézng izolacjg materiatu

70 n=4 mzakazenie wtérne z wczesng izolacja materiatu
x 60 -
2
N
§ 50 - I "
: ok * *
° Aok
40 I% * ok
30 I I
20 - 1

10 |

W3/13+ W3/25+ OX8+ B+ OoX12+ OX33+

Ryc. 10. Zmiany ilosciowe poszczegdlnych subpopulacji komorkowych w podkolanowych
weztach chionnych, ocenione w cytometrze przeplywowym. Analiza statystyczna
wykonana metod3a porownan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan przedstawione
zostaly jako Srednie arytmetyczne + SEM; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

n=3 mkontrola

n=4 mzakazenie pierwotne z wczesng izolacjq materiatu
90 1 n=4 » zakazenie pierwotne z p6zng izolacjq materiatu
80 - n=4 mzakazenie wtérne z wczesng izolacjg materiatu
70 -

60

% komorek

OX62+ ED1+ CD31+ OX7+ OX6+ CD54+

Ryc. 11. Zmiany ilosciowe poszczegolnych subpopulacji komorkowych w podkolanowych
wezfach chionnych, ocenione w cytometrze przeplywowym. Analiza statystyczna
wykonana metoda porownan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan przedstawione
zostaly jako srednie arytmetyczne + SEM; * p<0,05; **p<0,01.
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20 1 n=3 mkontrola
18 | n=4 mzakazenie pierwotne z wczesng izolacja materiatu
n=4 © zakazenie pierwotne z pézng izolacja materiatu

16 - _— . . .
n=4 mzakazenie wtorne z wczesna izolacja materiatu

12

10 |

% komorek

%k

W3/13+ W3/25+ OX8+ CD4+
OX6+ OX6+ OX6+ CD25+

Ryc. 12. Zmiany ilosciowe poszczegolnych subpopulacji komorkowych w podkolanowych
weztach chionnych, ocenione w cytometrze przeplywowym. Analiza statystyczna
wykonana metoda porownan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan przedstawione
zostaly jako Srednie arytmetyczne + SEM; * p<0,05; **p<0,01.

20 n=3 mkontrola

18 | N n=4 mzakazenie pierwotne z wczesng izolacja materiatu
El n=4 » zakazenie pierwotne z p6zng izolacjg materiatu

16 1 _*_‘n=4 mzakazenie wtdrne z wczesng izolacjg materiatu

14 -

-
[N
L

% komorek
>
a
Mk

[==)
L
—

CD19+ CD4+ CD4+ CD4+ CcDg+ CD8+ CDg+
CD27+ CD45RC- CD45RC-  CD45RC- CD45RC- CD45RC-  CD45RC-
CD62L- CD62L+ CcD62L- cDé2L+

Ryc. 13. Zmiany ilosciowe poszczegolnych subpopulacji komdrkowych w podkolanowych
weztach chionnych, ocenione w cytometrze przeplywowym. Analiza statystyczna
wykonana metod3 porownan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan przedstawione

zostaty jako srednie arytmetyczne + SEM; * p<0,05; **p<0,01.
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W ocenie cytometrycznej okreSlano zmiany proporcji poszczegdlnych
subpopulacji komérkowych w zawiesinie komoérek podkolanowych weziow
chtonnych w grupach po pierwotnym i wtérnym zakazeniu skory Staphylococcus
epidermidis.

Zakazenie pierwotne nie miato istotnego wptywu na udzial procentowy
komorek wyrazajacych biatko W3/13 (limfocyty T, granulocyty, monocyty) w
weztach w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Po zakazeniu wtérnym w grupie z
wczesng izolacjg materialu zaobserwowano znamienne zwiekszenie odsetka tych
komoérek w poréwnaniu do grup po zakazeniu pierwotnym (Tab. 5; Ryc. 10).

Populacja limfocytow T pomocniczych i makrofagéw W3/25+ zmniejszyta
znamiennie swoj udziat procentowy po pierwotnym zakazeniu skéry w grupie z
wczesng izolacja materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym
pozostata na poziomie obserwowanym w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab.
5; Ryc. 10).

Odsetek limfocytéw T cytotoksycznych OX8+ zwiekszyt sie znamienie po
zakazeniu pierwotnym skoéry w grupie z wczesng izolacjg materiatu w poréwnaniu
do kontroli. Po zakazeniu wtérnym zwiekszyl sie istotnie ponad wartoSci
obserwowane w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 5; Ryc. 10).

Limfocyty B znakowane trzema réznymi przeciwciatami (B, 0X12, 0X33)
wykazaty podobne, znamienne statystycznie zmniejszenie udziatu procentowego
po zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja materiatu w poréwnaniu do
grup po zakazeniu pierwotnym (Tab. 5; Ryc. 10).

Udziatl komorek dendrytycznych 0X62+ w weztach obnizyt sie znamiennie
w w grupie po zakazeniu pierwotnym i p6Zng izolacja materiatu w poréwnaniu do
grupy kontrolnej i utrzymat na tym poziomie po zakazeniu wtérnym (Tab. 5; Ryc.
11).

Subpopulacja makrofagalna ED1+ =zareagowata szybko na antygen
bakteryjny. Pierwotne i wtorne zakazenie skory w grupach z wczesng izolacja
materiatu spowodowato znamienny wzrost jej udziatu procentowego w weztach

(Tab. 5; Ryc. 11).
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Udzial procentowy komoérek wyrazajacych biatko CD31 (PECAM-1+,
komoérki sréodbtonkowe, limfocyty B, T, granulocyty, monocyty) byt podobny po
zakazeniu pierwotnym i wtérnym S. epidermidis (Tab. 5; Ryc. 11).

Komdrki szpikowe i tymocyty OX7+ w grupach po pierwotnym zakazeniu
S. epidermidis pozostaty na poziomie wyjSciowym. Po wtornym podaniu bakterii
ich odsetek zmniejszyt sie istotnie w pordéwnaniu do grupy po zakazeniu
pierwotnym skory z p6zna izolacjg materiatu (Tab. 5; Ryc. 11).

Po zakazeniu pierwotnym skdéry w grupie z wczesng izolacja materiatu
zaobserwowano znamienny wzrost subpopulacji komoérek CD54+. Po wtérnym
podaniu S. epidermidis udziat procentowy tych komorek obnizyt sie znamiennie w
poréwnaniu do grupy po zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacjg materiatu i byt
podobny do wartoSci z grupy po podaniu roztworu soli fizjologicznej (Tab. 5; Ryc.
11).

Podobny efekt wtérnego zakazenia wykazano w przypadku ekspres;ji
antygenow Kklasy Il (0X6+) aktywowanych po wtargnieciu antygenu bakteryjnego.
Wykazano znamienne zmniejszenie udziatu procentowego tych komdrek po
zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja materialtu w poréwnaniu do
wartos$ci w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 5; Ryc. 11).

W subpopulacjach aktywowanych limfocytow T (W3/13+ 0X6+, W3/25+
0X6+) zaobserwowano podobny efekt braku reakcji na zakazenie wtérne, ktére
przejawiato sie znamiennym obnizeniem udziatu procentowego tych populacji w
poréwnaniu do kontroli (Tab. 5; Ryc. 12).

W subpopulacji aktywowanych limfocytéw T cytotoksycznych (0X8+0X6+)
zaobserwowano efekt braku reakcji na pierwotne i wtorne wtargniecie bakterii
(Tab. 5; Ryc. 12).

Wykazano brak odpowiedzi na zakazenie pierwotne i wtérne S. epidermidis
ze strony limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+ (Tab. 5; Ryc. 12).

Procentowy udziat limfocytow B pamieci CD19+CD27+ wzrost znamiennie
po zakazeniu wtéornym w grupie z wczesng izolacja materialu w poréwnaniu do
wartosci w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 5; Ryc. 13).

Réznica odsetka limfocytéw pamieci T pomocniczych CD4+CD45RC-

wzrastata istotnie w okresie 3 tygodni po zakaZeniu pierwotnym, ale zakazenie
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wtérne nie miato juz dalszego wptywu na tworzenie tej subpopulacji (Tab. 5; Ryc.
13).

Poziom limfocytéw T pamieci pomocniczych efektorowych CD4+CD45RC-
CD62L- zwiekszyt sie znamiennie po zakazeniu wtérnym w poréwnaniu do grupy
po zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacjg materiatu (Tab. 5; Ryc. 13).

Procentowy udziat komdrek T pamieci pomocniczych centralnych
CD4+CD45RC-CD62L+ byl podobny zarowno po zakazeniu pierwotnym jak i
wtdérnym skory (Tab. 5; Ryc. 13).

Udziat limfocytow T pamieci cytotoksycznych CD8+CD45RC- byt najwyzszy
po zakazeniu wtornym skory i byty to wartosci istotne statystycznie w poréwnaniu
do grupy po podaniu roztworu soli fizjologicznej. Wartosci te byty nizsze niz w
przypadku komoérek pamieci T pomocniczych (Tab. 5; Ryc. 13).

Odsetek limfocytéw T  pamieci cytotoksycznych efektorowych
CD8+CD45RC-CD62L- wzrastat znamiennie w okresie 3 tygodni po zakazeniu
pierwotnym skory, ale zakazenie wtdérne nie miato juz dalszego wplywu na
tworzenie tej subpopulacji (Tab. 5; Ryc. 13).

Udziat procentowy komoérek T pamieci cytotoksycznych centralnych
CD8+CD45RC-CD62L+ byt podobny zaréwno po zakazeniu pierwotnym jak i
wtdérnym skory w podkolanowych weztach chtonnych (Tab. 5; Ryc. 13).
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4.4, Zmiany iloSciowe subpopulacji komérkowych w poszczegdlnych strefach

podkolanowych weztéw chtonnych, ocenione w programie Microimage

W ocenie morfometrycznej w badaniu immunohistochemicznym okreslano
zmiany iloSciowe subpopulacji komdérkowych na podstawie pola powierzchni jakie
zajmujg w Scisle okreslonym skrawku wezta chtonnego. Zmiany te sg rézne w
kolejnych czeSciach wezla, poniewaz wezty limfatyczne podzielone s3
topograficznie na rejony funkcjonalne: strefe brzezna, grudki chlonne, strefe

przykorows i strefe rdzenna.

Poszczegodlne strefy wezta chtonnego u szczura przedstawione zostaty na rycinie
nr 14.

strefa korowa
powierzchniowa

strefa korowa gteboka
(przykorowa)

——— strefardzenna

Ryc. 14. Strefy funkcjonalne podkolanowego wezta chionnego szczura, x200.
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A zakaZenie pierwotne Staphylococcus epidermidis
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= ED1*
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Ryc. 15. Zmiany ilosciowe subpopulacji komorkowych w poszczegdlnych strefach weztow
chionnych okreslone przy uzyciu programu Microimage. A-grupa po pierwotnym
zakazeniu skory z wczesng izolacja materiatu w porownaniu do kontroli, B- grupa po
wtdrnym zakazeniu skory z wczesng izolacja materiatu w pordéwnaniu do grupy po
zakazeniu pierwotnym z wczesna izolacja materiatu, czerwony kolor-zwiekszenie odsetka
komdrek, niebieski kolor-zmniejszenie odsetka komorek, czarny kolor-brak zmian
iloSciowych. Analiza statystyczna wykonana metodg porownar wielokrotnych Tukey a,

*p<0,05 **p<0,01; **p<0,001.
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4.4.1. Zmiany iloSciowe subpopulacji komdrkowych w strefie brzeznej weztow

n=4 mkontrola
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Ryc. 16. Zmiany ilosciowe subpopulacji komdrkowych w strefie brzeznej podkolanowych
weziow chionnych, ocenione w programie Microimage. Analiza statystyczna wykonana
metoda poréwnan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan przedstawione zostatly jako
Srednie arytmetyczne + SEM; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Ryc. 17. Zmiany iloSciowe subpopulacji komorkowych w strefie brzeznej podkolanowych
weztow chlonnych, ocenione w programie Microimage. Analiza statystyczna wykonana
metodg poréwnan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan przedstawione zostatly jako

srednie arytmetyczne + SEM; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Komdrki strefy brzeznej wezta chtonnego reaguja jako pierwsze na antygen
doptywajacy droga naczyn limfatycznych doprowadzajacych. W tym, na antygen
mikroorganizmow reagujg w pierwszym rzedzie komdrki uktadu wrodzonego jak
makrofagi, granulocyty i komorki dendrytyczne, a dopiero w trakcie 3-7 dni mozna

zauwazy¢ rozpoczynajaca sie odpowiedz limfocytow T i B.

Ryc. 18. Komorki obecne w Swietle naczynia limfatycznego doprowadzajacego (Sciana
naczynia oznaczona zielonymi strzatkami) do podkolanowego wezta chlonnego szczura po
pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja materiatu,
wybarwione immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku W3/25 (limfocyty
T pomocnicze, makrofagi - kolor czerwony, przykfadowo oznaczone Zotta strzatka),
x1000.

Ryc. 19. Komorki strefy brzeznej wezta chtonnego szczura po pierwotnym zakazeniu skory
S.  epidermidis w  grupie z wczesng izolacja  materiatu,  wybarwione
immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku OX62 (komorki dendrytyczne -
kolor czerwony, przyktadowo oznaczone Zotta strzatkg), x1000.
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Subpopulacja komérek W3/13+ zawierajgca przede wszystkim limfocyty
T, ale réwniez granulocyty i monocyty zwiekszyta znamiennie swoj udziat
procentowy po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg materialu w
poréwnaniu do kontroli w strefie brzeznej weztéw. Po zakazeniu wtérnym w
grupie z wczesng izolacja materiatu pozostata na poziomie obserwowanym w
grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15-16).

Odsetek limfocytow T pomocniczych i makrofagéw W3/25+ zwiekszyt sie
znamiennie po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacja materiatu w
poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym osiagnat poziom podobny do tych
po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15-16; Ryc. 20).

Udziat procentowy limfocytéw cytotoksycznych OX8+ w strefie brzeznej
weztéw zwiekszyt sie istotnie po zakazeniu pierwotnym skéry w grupie z wczesng
izolacja materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym pozostat na
poziomie obserwowanym w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15-
16). Odsetek tej subpopulacji jest fizjologicznie mniej liczny niz subpopulacji
komorek T pomocniczych.

Odsetek komoérek B zwiekszyt sie znamiennie po zakazeniu pierwotnym
skory w grupie z wczesng izolacjg materiatu w strefie brzeznej weztéw i pozostat
na tym szczytowym poziomie po zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja
materiatu (Tab. 6; Ryc. 15-16).

Po zakaZeniu pierwotnym skdéry w grupie z wczesng izolacja materiatu
poziom komoérek dendrytycznych 0OX62 + w strefie brzeznej weztéw nie wzrastat
istotnie w poréwnaniu do kontroli, a po zakazeniu wtérnym byt znamiennie
statystycznie nizszy od tego po zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacja
materiatu (Tab. 6; Ryc. 15-16; Ryc. 19; Ryc. 21).

Populacja makrofagalna ED1+4 znamiennie zwiekszyta swoj udziat
procentowy w strefie brzeznej weztéw pod wptywem pierwotnego zakazenia S.
epidermidis w grupie z wczesng izolacjg materialu w poréwnaniu do kontroli. Po
zakazeniu wtornym jej poziom procentowy byl istotnie nizszy od tego po
zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15-16; Ryc. 22).

Zakazenie pierwotne skéry S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja

materiatu wplywato na istotne obnizenie udziatu procentowego subpopulacji
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komoérek CD31+ w strefie brzeznej weztéw chtonnych w poréwnaniu do kontroli.
Po zakazeniu wtérnym odsetek tej subpopulacji réwniez zmniejszyt sie istotnie w
poréwnaniu do grupy po zakaZeniu pierwotnym z wczesng izolacja materiatu
(Tab. 6; Ryc. 15; Ryc.17).

Odsetek komdrek OX7+ istotnie wzrastal po zakazeniu pierwotnym skory
w grupie z wczesng izolacja materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu
wtérnym w grupie z wczesng izolacjg materiatu pozostat na poziomie podobnym
do tych po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc.17).

Udzial procentowy granulocytéow HiS48+ wzrastat znamiennie po
zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacja materialu w poréwnaniu do
kontroli, ale nie obserwowano takiej reakcji po zakazeniu wtérnym, gdzie wartosci
byty istotnie statystycznie nizsze od tych po zakazeniu pierwotnym w grupie z
wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc.17; Ryc. 23).

Biatko 0X6 (antygeny klasy II) pojawia sie gtéwnie po pobudzeniu populacji
makrofagéw, komoérek dendrytycznych a takze limfocytow. Efekt ten obserwujemy
po zakazeniu pierwotnym skéry w grupie z wczesng izolacja materiatu, gdzie
warto$ci procentowe tych komoérek sa znamiennie wyzsze od tych w grupie
kontrolnej. Po zakazeniu wtéornym ich udziat procentowy pozostat na poziomie
podobnym do tych po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc.17).

Biatko CD54+ pojawia sie na pobudzonych antygenem komorkach. Po
pierwotnym podaniu bakterii w grupie z wczesng izolacja materiatu odsetek tych
komoérek w strefie brzeznej weztow zwiekszyt sie znamiennie w poréwnaniu do
kontroli. Po zakaZeniu wtéornym w grupie z wczesng izolacja materiatu ich udziat
procentowy byt istotnie wyzszy od tych po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15;
Ryc.17).
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Ryc. 20. Podkolanowy wezet chfonny (z widoczng strefa brzezng, oddzielona Zottg linig)
szczura po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacjg
materiatu, wybarwiony immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku W3/25
(limfocyty T pomocnicze, makrofagi - kolor czerwony, przykiadowo oznaczone Zottg
strzatkg), x250.

Ryc. 21. Podkolanowe wezly chionne (z widoczng strefa brzezng, oddzielong Zotta linig)
szczura wybarwione immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku 0X62
(komorki dendrytyczne - kolor czerwony, przyktadowo oznaczone Zotta strzatka), x200.
A- grupa kontrolna, B- grupa po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesna
izolacja materiatu, C- grupa po wtdérnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesna izolacja
materiatu.
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Ryc. 22. Podkolanowe wezly chfonne (z widoczng strefa brzezng, oddzielona Zétta linig)
szczura wybarwione immunohistochemicznie przeciwciatlem przeciwko biatku EDI1
(makrofagi, granulocyty - kolor czerwony, przykiadowo oznaczone Zotta strzatka), x200.
A- grupa kontrolna, B- grupa po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesna
izolacja materiatu, C- grupa po wtérnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesnag izolacja
materiatu.

. 4 %

Ryc. 23. Podkolanowe wezly chfonne (z widoczng strefg brzezng, oddzielona Zotta linig)
szczura wybarwione immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku HiS48
(granulocyty - kolor czerwony, przykiadowo oznaczone Zotta strzatka), x200. A- grupa
kontrolna, B- grupa po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesna izolacja
materiatu, C- grupa po wtdérnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesng izolacja
materiatu.

.
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4.4.2. Zmiany iloSciowe subpopulacji komérkowych w grudkach chtonnych weztéw
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Ryc. 24. Zmiany iloSciowe subpopulacji komorkowych w grudkach chfonnych
podkolanowych weztow chionnych, ocenione w programie Microimage. Analiza
statystyczna wykonana metoda porownan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badarn
przedstawione zostaly jako Srednie arytmetyczne + SEM; * p<005 *p<0,01;
**p<0,001.
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Ryc. 25. Zmiany ilosciowe subpopulacji komdrkowych w grudkach chionnych
podkolanowych weztdw chionnych, ocenione w programie Microimage. Analiza
statystyczna wykonana metodg porownan wielokrotnych Tukeya. Wyniki badan
przedstawione zostaly jako Srednie arytmetyczne + SEM; * p<005  *p<001;
***p<0,001.
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W grudkach chtonnych weztéw, proporcjonalnie do innych populacji
komoérkowych zwiekszony byt gtéwnie udziat procentowy limfocytéw B, ktérych
ilos¢ jest zawsze wysoka w tym rejonie wezta chtonnego.

Odsetek komorek W3/13+ istotnie zwiekszyt sie po pierwotnym podaniu
bakterii w grupie z wczesna izolacja materiatlu w poréwnaniu do kontroli. Po
zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacjg materialu pozostat na poziomie
obserwowanym w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 24).

Komérki W3/25+ zwiekszyly znamiennie swoj udziat procentowy po
pierwotnym zakazeniu skory w grupie z wczesng izolacjg materiatu w poréwnaniu
do kontroli. Po zakazeniu wtérnym odsetek tych komoérek rowniez wzrost, jednak
byty to wartosci podobne do tych po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng
izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 24; Ryc. 27).

Nie wykazano roéznic istotnych statystycznie w udziale procentowym
limfocytow cytotoksycznych 0X8+ w grudkach wezta w Zadnej z
eksperymentalnych grup zwierzat (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 24).

Odsetek limfocytow B w grudkach chionnych wezta nie zmnienit sie
istotnie po zakazeniu pierwotnym jak i wtérnym skoéry i wykazywat staty wysoki
poziom w poréwnaniu do innych subpopulacji komérkowych (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc.
24).

Komorki dendrytyczne 0X62+ po zakazeniu pierwotnym skéry w grupie z
wczesng izolacjg materiatu pozostawaty na poziomie podobnym do wyjSciowego w
grudkach weztéw. Natomiast po zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja
materiatu zwiekszyly istotnie swoj udzial procentowy. Byty to jednak wartoSci
podobne do tych po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjag materiatu
(Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 24).

Subpopulacja makrofagalna ED1+ zareagowata znamiennym wzrostem
odsetka w grudkach wezta po pierwotnym podaniu bakterii w grupie z wczesna
izolacja materiatu w pordéwnaniu do kontroli (Ryc. 16, Ryc. 26). Po zakazeniu
wtérnym w grupie z wczesng izolacja materiatu pozostata na poziomie
obserwowanym w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 24).

Poziom subpopulacji komérek CD31+ w grudkach wezta zwiekszyt sie

istotnie po pierwotnym podaniu bakterii w grupie z wczesng izolacja materiatu w
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poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym réwniez wzroést, jednak byty to
wartosci istotnie statystycznie nizsze od tych po zakazZeniu pierwotnym w grupie z
wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 25).

Komdrki wyrazajgce na swej powierzchni antygen tymocytarny OX7+
znamiennie zwiekszyty swoj udzial procentowy w grudkach weziéow po
pierwotnym podaniu bakterii w grupie z wczesng izolacjg materiatu w poréwnaniu
do kontroli. Po zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja materiatu
pozostaly na poziomie obserwowanym w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab.
6; Ryc. 15; Ryc. 25).

Granulocyty HiS48+ zareagowaly znamiennym statystycznie wzrostem
odsetka po pierwotnym zakazeniu skoéry S. epidermidis w grupie z wczesna
izolacja materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po wtérnym podaniu bakterii
poziom granulocytow pozostal na poziomie obserwowanym w grupach po
zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 25).

Komérki wyrazajagce na swej powierzchni antygeny klasy II (0X6+)
zwiekszyly znamiennie swoéj udzial procentowy w grudkach po pierwotnym
podaniu antygenu bakteryjnego w grupie z wczesng izolacja materiatu w
poréwnaniu do Kkontroli. Po zakazeniu wtérnym pozostaty na poziomie
obserwowanym w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 25;
Ryc. 26).

Udzial procentowy komorek CD54+ w grudkach weztéw zwiekszyt sie
znamiennie statystycznie po zakazeniu pierwotnym skory S. epidermidis w grupie
z wczesng izolacja materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym w
grupie z wczesng izolacja materiatu osiggnagt wartosci istotnie wyzsze od tych w

grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 25).
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Ryc. 26. Podkolanowe wezly chfonne (z widoczna grudka, oddzielona Zotta linig) szczura
wybarwione immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku OX6 (antygeny
klasy Il - kolor czerwony, przykiadowo oznaczone 7oftg strzatka) x200. A- grupa
kontrolna, B- grupa po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesna izolacja
materiatu, C- grupa po wtornym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesng izolacja

materiatu.

Ryc. 27. Podkolanowe wezly chfonne (z widoczng grudka, oddzielona Zotta linia) szczura
wybarwione immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku W3/25 (limfocyty
T pomocnicze, makrofagi - kolor czerwony, przykiadowo oznaczone 7ottg strzatka), x200.
A- grupa kontrolna, B- grupa po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesna
izolacja materiatu, C- grupa po wtdérnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesna izolacja
materiatu.
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4.4.3. Zmiany iloSciowe subpopulacji komdérkowych w strefie przykorowej weziéw
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Ryc. 28 Zmiany ilosciowe subpopulacji komdrkowych w strefie przykorowej
podkolanowych weztow chionnych, ocenione w programie Microimage. Analiza
statystyczna wykonana metoda poréwnan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan
przedstawione zostaly jako Srednie arytmetyczne + SEM; * p<0,055  *p<001;
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Ryc. 29. Zmiany ilosciowe subpopulacji komorkowych w strefie przykorowej
podkolanowych weztow chfonnych, ocenione w programie Microimage. Analiza
statystyczna wykonana metoda porownan wielokrotnych Tukeya. Wyniki badan
przedstawione zostaly jako Srednie arytmetyczne + SEM; * p<005  *p<001;

04, 0,001,
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Strefe przykorowa weztéw chtonnych charakteryzowat wysoki udziat
procentowy limfocytéw T i niski udziat limfocytéw B w poréwnaniu do innych
populacji komérkowych.

Poziom subpopulacji komérek W3 /13+ zwiekszyt sie istotnie statystycznie
po pierwotnym podaniu S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja materiatu w
poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja
materiatu pozostat na poziomie obserwowanym w grupach po zakazeniu
pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 28; Ryc. 30).

Komoérki W3/25+ znamiennie zwiekszyly swoj udziat procentowy po
zakazeniu pierwotnym skory w grupie z wczesng izolacja materiatu w poréwnaniu
do kontroli. Po zakazeniu wtérnym ich odsetek istotnie zmniejszyt sie w stosunku
do poziomu obserwowanego po zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacja
materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 28).

Limfocyty T cytotoksyczne OX8+ znamiennie zwiekszyty swoj udziat
procentowy po pierwotnym podaniu bakterii S. epidermidis w grupie z wczesna
izolacja materiatu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Po zakaZzeniu wtérnym ich
udziat rowniez istotnie zwiekszyt sie, byt to jednak poziom podobny do tego po
zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc.
28; Ryc. 31).

Odsetek limfocytow B zwiekszyl sie znamiennie w strefie przykorowej
wezta po pierwotnym zakazeniu S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja
materiatu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Po zakazeniu wtéornym w grupie z
wczesng izolacjg materiatu pozostat na poziomie obserwowanym w grupach po
zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 28).

Komdrki dendrytyczne 0X62+ istotnie zwiekszyty swoj udziat procentowy
w strefie przykorowej wezta po pierwotnym zakazeniu skory w grupie z wczesng
izolacja materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtoérnym ich poziom
rOwniez znamiennie wzrdst, jednak byty to wartosci istotnie nizsze od tych po
zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc.
28; Ryc. 33).

Odsetek komoérek makrofagalnych ED1+ zwiekszyt sie znamiennie w strefie

przykorowej wezla po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg
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materiatu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Po zakazeniu wtérnym w grupie z
wczesng izolacjg materiatu pozostat na poziomie obserwowanym w grupach po
zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 28).

Subpopulacja komérek CD31+ nie zareagowata zmiang odsetka w strefie
przykorowej wezta po pierwotnym podaniu bakterii w grupie z wczesng izolacja
materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym udziat procentowy
tych komoérek byt znamiennie nizszy od tego po zakazeniu pierwotnym w grupie z
wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 29).

Odsetek komorek szpikowych i tymocytow OX7+ zwiekszyt sie istotnie po
pierwotnym zakazeniu w grupie z wczesng izolacjag materialu w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Po zakazeniu wtérnym ich udziat byt znamiennie nizszy od tego
po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15;
Ryc. 29; Ryc. 34).

Poziom granulocytow HiS48+ zwiekszyl sie istotnie po zakazeniu
pierwotnym i wtérnym skoéry S. epidermidis w grupach z wczesng izolacja
materiatu. Udzial procentowy, ktéry osiggneta subpopulacja granulocytéw po
zakazeniu wtérnym nie byt jednak wyzZszy od tego po zakazeniu pierwotnym i
wczesnej izolacji materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 29).

Zakazenie pierwotne skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja
materiatu  spowodowato znamienne statystycznie zwiekszenie odsetka
subpopulacji komoérek OX6+ w czesci przykorowej wezlta w poréwnaniu do
kontroli. Po zakazeniu wtérnym udzial tych komoérek roéwniez zwiekszyt sie
istotnie, jednak byly to wartosci podobne do tych po zakazeniu pierwotnym w
grupie z wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 29; Ryc. 32).

Pierwotne zakazenie w grupie z wczesng izolacja materialu spowodowato
znamienne zwiekszenie udziatu procentowego komorek wyrazajacych biatko
CD54+ (ICAM-1+) w strefie przykorowej wezta. Po zakaZeniu wtérnym w grupie
z wczesng izolacjg materiatu odsetek tych komorek pozostat na poziomie, ktory

osiagnat w grupach po zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 29).
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Ryc. 30. Podkolanowe wezly chionne (z widoczna strefa przykorows, oddzielona Zotta
linig) szczura wybarwione immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku
W3/13 (limfocyty T, granulocyty, monocyty - kolor czerwony, przyktadowo oznaczone
Z0ttg strzatka), x200. A- grupa kontrolna, B- grupa po pierwotnym zakazeniu skory S.
epidermidis z wczesng izolacja materiatu, C- grupa po wtornym zakazeniu skory S.
epidermidis z wczesng izolacja materiatu.

Ryc. 31. Podkolanowe wezly chtonne (z widoczna strefa przykorows, oddzielona Zotta
linig) szczura wybarwione immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku OX8
(limfocyty T cytotoksyczne - kolor czerwony, przykiadowo oznaczone Zofta strzatka),
x200. A- grupa kontrolna, B- grupa po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis z
wczesng izolacja materiatu, C- grupa po wtornym zakazeniu skory S. epidermidis z
wczesnag izolacja materiafu.
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Ryc. 32. Strefa przykorowa podkolanowych weztéow chionnych szczura wybarwiona
immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku OX6 (antygeny klasy II - kolor
czerwony, przyktadowo oznaczone Zottg strzatka), x200. A- grupa kontrolna, B- grupa po
pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesna izolacja materiatu, C- grupa po
wtornym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesng izolacja materiatu.

Ryc. 33. Strefa przykorowa podkolanowych weztéw chionnych szczura wybarwiona
immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku OX62 (komorki dendrytyczne -
kolor czerwony, przyktadowo oznaczone Zotta strzatka ), x200. A- grupa kontrolna, B-
grupa po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesng izolacja materiatu, C-
grupa po wtornym zakazeniu skory S. epidermidis z wczesng izolacja materiatu.
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Ryc. 34. Komorki strefy przykorowej wezia chfonnego szczura po pierwotnym zakazeniu
skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja materiatu, wybarwione
immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku OX7 (komdrki szpikowe,
tymocyty - kolor czerwony, przyktadowo oznaczone Zottg strzatka), x1000

4.4.4. Zmiany iloSciowe subpopulacji komérkowych w strefie rdzennej weztéw

n=4 gkontrola
35 -
n=4 mzakazenie pierwotne z wczesng izolacja materiatu
n=3 « zakazenie pierwotne z p6zna izolacja materiatu

xx n=4 mzakazenie wtdrne z wczesng izolacja materiatu

% komorek

W3/13+  W3/25+ 0OX8+ B+ 0OX62+ ED1+

Ryc. 35. Zmiany ilosciowe subpopulacji komorkowych w strefie rdzennej podkolanowych
weztow chlonnych, ocenione w programie Microimage. Analiza statystyczna wykonana
metodg poréwnan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan przedstawione zostatly jako
Srednie arytmetyczne + SEM; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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n=4 m kontrola

35 -
n=4 mzakazenie pierwotne z wczesng izolacjg materiatu

30 n=3 = zakazenie pierwotne z pdzng izolacja materiatu *kk
n=4 mzakazenie wtorne z wczesng izolacja materiatu Fkk

% komorek

CD31+ OX7+ HiS48+ OX6+ CD54+

Ryc. 36. Zmiany ilosSciowe subpopulacji komorkowych w strefie rdzennej podkolanowych
weziow chionnych, ocenione w programie Microimage. Analiza statystyczna wykonana
metoda poréwnan wielokrotnych Tukey'a. Wyniki badan przedstawione zostatly jako
Srednie arytmetyczne + SEM; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

W strefie rdzennej weztéw chtonnych nie zaobserwowano réznic w
proporcjach pomiedzy poszczegdélnymi populacjami komérek.

Subpopulacja komoérek W3/13+4+ znamiennie zwiekszyta swoj udziat
procentowy po zakazeniu pierwotnym skéry w grupie z wczesng izolacja
materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtéornym w grupie z wczesna
izolacja materiatu pozostata na poziomie obserwowanym w grupach po zakazeniu
pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 35).

Odsetek komorek W3/25+ po pierwotnym podaniu bakterii w grupie z
wczesng izolacjg materiatu byt istotnie wyzszy od tego w grupie kontrolnej. Po
zakazeniu wtérnym ich udzial byt znamiennie statystycznie nizszy od wartoSci,
ktore osiggnat po zakazeniu pierwotnym skéry w grupie z wczesng izolacjg
materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 35; Ryc. 37).

Limfocyty T cytotoksyczne OX8+ zareagowaly znamiennym wzrostem
odsetka w strefie rdzennej weztéw po zakazeniu pierwotnym skory w grupie z
wczesng izolacjg materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym ich
udziat procentowy byt istotnie wyzszy od wartos$ci jakie osiggnety po zakazeniu

pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 35).

82



Poziom komérek B nie ulegt istotnym statystycznie zmianom zaréwno po
zakazeniu pierwotnym jak i wtornym skéry S. epidermidis w strefie rdzennej
weztéw (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 35).

Udzial komorek dendrytycznych OX62+ w strefie rdzennej weztéw po
zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacja materiatu byt podobny do
kontrolnego. Po wtérnym podaniu bakterii odsetek tych komoérek znamiennie
obnizyt sie w poréwnaniu do grupy po zakazeniu pierwotnym z wczesng izolacja
materiatu (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 35; Ryc. 38).

Komorki makrofagalne ED1+ istotnie zwiekszyly swoj udziat procentowy
po pierwotnym zakazeniu skory w grupie z wczesng izolacja materiatu w
poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja
materiatu pozostaly na poziomie obserwowanym w grupach po zakazeniu
pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 35; Ryc. 39).

Udzial komérek CD31+ po zakaZeniu pierwotnym skéry w grupie z
wczesng izolacja materiatu byt podobny do kontrolnego. Po wtérnym podaniu
bakterii odsetek tej subpopulacji znamiennie zwiekszyt sie, jednak byty to wartos$ci
podobne do tych po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg materiatu
(Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 36).

Komoérki szpikowe i tymocyty OX7+ zwiekszyly istotnie swdj udziat
procentowy po pierwotnym podaniu bakterii w grupie z wczesng izolacjg
materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu wtérnym S. epidermidis w
grupie z wczesng izolacja materiatu udziat procentowy tej subpopulacji
znamiennie zmniejszyt sie w strefie rdzennej weztéw w poréwnaniu do grup po
zakazeniu pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 36; Ryc. 40).

Granulocyty HiS48+ zareagowaty istotnym statystycznie wzrostem udziatu
procentowego w strefie rdzennej weztéw po pierwotnym zakazeniu S. epidermidis
w grupie z wczesng izolacjag materiatlu w poréwnaniu do kontroli. Po zakazeniu
wtoérnym pozostaly na poziomie obserwowanym w grupach po zakazeniu
pierwotnym (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 36).

Udziat procentowy subpopulacji komorek 0X6+ zwiekszyt sie znamiennie
statystycznie po zakaZeniu pierwotnym skory S. epidermidis w grupie z wczesng

izolacja materiatu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Po zakazeniu wtérnym ich
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udziat réwniez znamiennie zwiekszyt sie, jednak byty to warto$ci podobne do tych
po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg materiatu (Tab. 6; Ryc. 15;
Ryc. 36; Ryc. 41).

Odsetek subpopulacji komdrek wyrazajgcych biatko ICAM-1 (CD54+)
zwiekszyt sie istotnie po zakazeniu pierwotnym skéry w grupie z wczesng izolacja
materiatu w poréwnaniu do kontroli. Po wtérnym podaniu tych samych bakterii w
grupie z wczesng izolacja materiatu pozostat na poziomie, ktéory osiggnal w

grupach po zakazeniu pierwotnym skory (Tab. 6; Ryc. 15; Ryc. 36).

Ryc. 37. Komorki strefy rdzennej wezta chfonnego szczura po pierwotnym zakazeniu
skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja materiatu, wybarwione
immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku W3/25 (limfocyty T
pomocnicze, makrofagi - kolor czerwony, przyktadowo oznaczone Zotta strzatka), x1000.

Ryc. 38 Komorki strefy rdzennej wezla chfonnego szczura po pierwotnym zakazeniu
skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja materiatu, wybarwione
immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku OX62 (komorki dendrytyczne -
kolor czerwony, przyktadowo oznaczone Zotta strzatka), x1000.
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Ryc. 39. Komorki strely rdzennej wezta chionnego szczura po pierwotnym zakazeniu
skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja materiatu, wybarwione
immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku ED1 (makrofagi, granulocyty -
kolor czerwony, przykiadowo oznaczone 76tta strzatka), x1000

Ryc. 40. Komdrki strefy rdzennej wezfa chfonnego szczura po pierwotnym zakazeniu
skory S. epidermidis w grupie z wczesna izolacja materiatu, wybarwione
immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku OX7 (komdrki szpikowe,
tymocyty - kolor czerwony, przyktadowo oznaczone Zotg strzatka), x1000.

Ryc. 41. Komdrki strefy rdzennej wezta chfonnego szczura po pierwotnym zakazeniu
skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja materiatu, wybarwione
immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko biatku OX6 (antygeny klasy Il - kolor
czerwony, przyktadowo oznaczone zottg strzatka), x1000.
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5. DYSKUSJA

[stotnym problemem klinicznym jest wspotistnienie zastoju limfatycznego
konczyn i zakazenia tkanek objetych tym zastojem. Badania wykazaty, Ze bakterie
uwazane do tej pory za saprofity skorne moga by¢ jednym z czynnikéw biorgcych
udzial w patogenezie obrzeku limfatycznego (Olszewski, 1991).

Wiedza na temat typu odpowiedzi immunologicznej jaka wywotujg w
regionalnych weztach chtonnych bakterie saprofityczne skory jest ograniczona.
Dlatego tez istotne jest wykazanie, czy po zakaZeniu saprofitami zachodzi
odpowiedZ humoralna i czy w przypadku wtornego zakaZenia tym samym
antygenem mamy do czynienia z istnieniem pamieci immunologicznej. Niewiele
wiadomo roéwniez, Kktére typy komoérek odpornosciowych uczestnicza w
pierwotnej i wtérnej eliminacji Staphylococcus epidermidis i czy wspotpraca tych
komoérek jest na tyle efektywna, aby doszto do przechwycenia antygenu, jego
prezentacji oraz wytworzenia puli efektorowych komoérek, dajacych efektywna
wtdrna odpowiedZ immunologiczna.

Wyniki mojej pracy wykazaty, ze Staphylococcus epidermidis bytujacy w
warunkach normalnych na skérze i uznawany za saprofita wywotuje aktywacje
komorek uktadu immunologicznego u szczura po podaniu go do tkanek gtebokich
konczyny. OdpowiedZ na wtdérne podanie tego drobnoustroju byta stabsza od
pierwotnej lub pozostawata na jej poziomie, co mogloby $wiadczy¢ o
wyksztatceniu odpornosci nabytej swoistej na badany antygen i jego neutralizacje
przez przeciwciata wytwarzane przez komdrki pamieci.

Zastugujaca na uwage obserwacja byty wyniki oceny og6lnej liczby komérek
w regionalnych (podkolanowych) weztach chtonnych oraz masy wezléw po
zakazeniu skory S. epidermidis. Po pierwotnym podaniu bakterii w grupie z
wczesng izolacja materiatu zaobserwowatam wzrost liczby komoérek w weztach
oraz masy weztéw. Po wtéornym podaniu tego samego drobnoustroju liczba
komorek w weztach pozostata na poziomie podobnym do tych po zakazeniu
pierwotnym. Masa weztdw po zakazeniu wtéornym wzrosta jedynie w poréwnaniu
do kontroli, jednak byty to wartosci nizsze od tych po zakazeniu pierwotnym.
Mozna wnioskowa¢, iz odpowiedZ komdrkowa wezta osiggneta po pierwszym

zakazeniu swoj szczyt w sensie liczby zaangazowanych (zmobilizowanych z krwi

86



przeptywajacej przez wezet i w nim namnozonych) komérek lub tez eliminacja
antygenu regulowana przez komorki pamieci jest szybka i nie wymaga wielu
komoérek efektorowych. Réznice w masie weztéw w grupach po pierwotnym i
wtérnym podaniu bakterii mozna tlumaczy¢ wieksza masg komorek lub
obrzekiem wezta po zakazeniu pierwotnym.

Wyniki te odpowiadaja obserwacjom klinicznym u cztowieka wykazujacym,
ze procesowi zapalenia skdry towarzyszy wieksza przepuszczalno$¢ naczyn
wlosowatych, wynaczynianie biatek, leukocytéw, formowanie obrzeku
limfatycznego, zwiekszenie przeptywu limfy w celu zatrzymania zawartych w niej
obcych antygendw, wysokie stezenie cytokin oraz wysycenie weztow chionnych
komérkami prezentujgcymi antygen. Transport komdérek uktadu limfatycznego do
regionalnych weztéw chtonnych u cztowieka osigga swdj szczyt pomiedzy 4 a 6
godzing ostrego procesu zapalnego i pozostaje na tym poziomie do 2-3 dni. U
pacjentow z konczyna dolng objeta pozapalnym obrzekiem limfatycznym
obserwowano w badaniu limfoscyntygraficznym powiekszone regionalne wezty
chtonne (Olszewski, 2001). Z ptynu tkankowego, limfy, naczyn limfatycznych
konczyny dolnej oraz pachwinowych weztéw chtonnych hodowano saprofityczne
szczepy bakteryjne w 70 procentach przypadkéw. Dominujgcymi byty koagulazo-
negatywne staphylococcii bacilli (Olszewski, 2012).

Po zakazeniu tkanek w mechanizmie odpornosci wrodzonej nieswoistej
uczestniczg takie komdrki jak makrofagi, komorki dendrytyczne, NK, limfocyty w6T
oraz granulocyty. Obejmuje ona proces wytwarzania cytokin, fagocytozy oraz
zabijanie patogendéw i komorek nimi zakazonych (Kedziora, 2009; Sochocka,
2008). Odpornos¢ nabyta swoista pozwala na eliminacje patogendw w po6znej fazie
infekcji, jednoczesnie uczestniczac w ksztaltowaniu pamieci immunologicznej
(Kedziora, 2009). Dominuje tu wytwarzanie przeciwciat, ktérych produkcja zalezy
od limfocytow B. Uwage skupia sie wiec na generacji limfocytow B pamieci oraz ich
interakcji z antygenowo specyficznymi limfocytami pomocniczymi T CD4+ a takze
grudkowymi komoérkami dendrytycznymi oraz makrofagami (Bevan, 2011).

Ocena cytometryczna zawiesiny komoérek weztow chtonnych pozwolita
oceni¢ zmiany odstetka poszczegdlnych populacji komérkowych biorgcych udziat

w odpowiedzi pierwotnej na zakazenie skory S. epidermidis oraz przeanalizowac,
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ktére z nich mogtyby by¢ odpowiedzialne za eliminacje tego saprofita po infekcji
wtorne;j.

W ramach populacji limfocytow T réznice w reaktywnosci na zakazenie S.
epidermidis wyksztatcita subpopulacja komoérek T pomocniczych W3/25+
(CD4+) i T cytotoksycznych OX8+. Pierwotne zaangazowanie limfocytow T
pomocniczych spowodowato ich spadek procentowy lub tez byto nastepstwem
wzrostu odsetka subpopulacji komorek T cytotoksycznych. Miato to miejsce przy
wzroScie catkowitej masy (liczby) limfocytéow w wezle, tak wiec bezwzgledna
liczba limfocytdw pomocniczych nie zmalata, za$ liczba limfocytéw
cytotoksycznych wzrosta znacznie. Populacja limfocytow T cytotoksycznych OX8+
wzrosta rowniez po zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja materiatu w
poréwnaniu do warto$ci obserwowanych po zakazeniu pierwotnym. Mogto to
Swiadczy¢ o uruchomieniu mechanizmu nabytej odpornosci komérkowej na
stosowany antygen.

Wazng obserwacjg byto takze to, iz po siedmiu dniach codziennego
zakazania nie byto odpowiedzi komoérek wyrazajacych biatko W3/13, wsréd
ktérych dominowaty limfocyty T. Réznica pojawia sie dopiero po zakazeniu
wtdérnym, kiedy zaobserwowano zwiekszenie ich odsetka.

Pepper, (2011) wykazat, ze limfocyty T pomocnicze efektorowe typu 1 po
infekcji bakteryjnej migrujg z centralnych narzadéw limfatycznych, co zwieksza
szanse na spotkanie antygenu i ewentualnie pozostajg w formie tzw. komoérek Th1
efektorowych pamieci. Natomiast limfocyty T pomocnicze grudkowe pozostaja w
narzadach limfoidalnych stuzac pomoca limfocytom B. Pozostaja tam tak dtugo, jak
dtugo trwa czynno$¢ osSrodka rozmnazania. Nie wiadomo, czy komorki te
obumierajg poOZniej, czy pozostaja w puli tzw. uniwersalnych centralnych
limfocytow T pamieci wykazujacych duza plastyczno$¢ w odpowiedzi na dalsza
inwazje antygenow.

Odsetek limfocytéow B znakowanych trzema réznymi przeciwcialami (B,
0X12, 0X33) zmniejszyt sie po zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja
materialu w poréwnaniu do grup po zakazeniu pierwotnym. Swiadczy¢ to moze o
natychmiastowym zaangazowaniu w eliminacje antygenu, czego nie

zaobserwowano po zakazeniu pierwotnym, poniewaz nie wyksztatcil sie
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prawdopodobnie jeszcze mechanizm pamieci komdérkowej. Zmniejszenie odsetka
komérek B naiwnych mogto by¢ wynikiem zwiekszenia udziatu limfocytow B
pamieci.

Komoérki B w stadium centrocytow selekcjonowane s3 pod katem
specyficznosci antygenowej. /n vivo obserwuje sie wysoka $miertelno$¢ wsrod
centrocytow. Natomiast, gdy te komoérki sg izolowane w warunkach in vitro,
przechodzga apoptoze w ciggu kilku godzin hodowli. Apoptoza tych komoérek moze
zostaC opozniona dzieki aktywacji poprzez przytaczenie biatka CD40. Wéwczas
centrocyty zwiekszajg ekspresje immunoglobulin powierzchniowych i nabywaja
wtasciwosci komoérek pamieci (MacLennan, 1994). Po wtérnej ekspozycji na
antygen tworzy sie mata ilo$¢, ale wysoce swoistych klonéw komoérek B pamieci.
Pozwala to na skuteczng odpowiedZ przy uzyciu minimalnej liczby komoérek B
(Manser, 2004).

Sukcesywna odpowiedZ immunologiczna zalezy od zdolno$ci komérek
dendrytycznych do rozpoznawania patogenéw, wydzielania cytokin zapalnych i
prezentacji antygendw w celu zainicjowania aktywacji limfocytow T (Banchereau,
2000). Wyniki tej pracy wskazujg na obnizenie udziatu migrujacych komérek
dendrytycznych wyrazajacych biatko 0X62 w weztach, w czasie trzech tygodni po
zakazeniu pierwotnym skory Staphylococcus epidermidis i utrzymanie na tym
samym poziomie po zakaZeniu wtérnym. Mogtoby to Swiadczy¢ o stalym
zaangazowaniu tej subpopulacji komérek w eliminacje antygenu.

Komorki dendrytyczne, ktore dotarty z tkanek obwodowych do drenujacych
weztdw chtonnych najcze$ciej pozostajg w weZle i nie przemieszczajq sie droga
naczyn limfatycznych odprowadzajacych do dalszych weztow (Girard, 2012;
Braun, 2011). Wykazano, ze czesto ulegaja apoptozie po przedstawieniu antygenu
komorce T, ograniczajgc reakcje immunologiczng. Hamowanie ich apoptozy
wywotuje rozwdj uktadowej choroby autoimmunologicznej (Chen, 2006).

Pierwotne i wtorne zakazenie skory S. epidermidis spowodowato
natychmiastowy wzrost procentowy populacji makrofagalnej ED1+.

Makrofagi stanowiag pierwsza linie obrony przeciwko antygenom
bakteryjnym. Charakteryzuja sie hamowaniem infekcji S. epidermidis poprzez

eliminacje antygenu bakteryjnego. Zubozenie liczby makrofagéow u myszy

89



wywotuje zwiekszong zachorowalno$¢ po infekcji Streptococcus pyogenes i
Staphylococcus aureus (Silva, 2010). Funkcje makrofagéw dotycza pogranicza
nieswoistej i swoistej odpowiedzi immunologicznej. Zdolno$¢ fagocytarna
makrofagéw jest wydajniejsza jes$li patogen optaszczony jest specyficznymi dla
niego przeciwcialami. Jako pierwsza linia obrony rozpoznaja one i niszcza
mikroorganizmy oraz uszkodzone tkanki, a przy tym sa réwniez zdolne do
prezentacji antygendw i zapoczatkowywania swoistych reakcji immunologicznych
(Rennermalm, 2004).

Po zakazeniu wtornym skéry S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja
materiatu wykazano istotne zmniejszenie udzialu procentowego populacji
komoérek 0X7+. Komorki te wyrazaja na swej powierzchni antygen tymocytarny.

Cecha kazdej ostrej reakcji immunologicznej u szczuréw jest redukcja
komérkowa grasicy (Frith, 2000). Wiele z patogenéw wywotuje ciezkie infekcje,
ktdre sg przyczyng inwolucji grasicy. Jej stopien koreluje z czasem trwania infekcji.
Dotyczy ona gtéwnie strefy korowej grasicy i spowodowana jest apoptoza
tymocytow CD4+ i CD8+. Podanie in vivo gronkowcowej enterotoksyny B
wyprodukowanej przez Staphylococcus aureus doprowadzito u zwierzat do
inwolucji grasicy, ktéra zwigzana byta z apoptoza tymocytow wyrazajacych biatka
CD4 i CD8. Limfotoksyna wytwarzana w czasie trwania infekcji bakteryjnych
wywotuje inwolucje grasicy z towarzyszacym 95 procentowym zmniejszeniem
liczby tymocytéw (Verinaud, 2004).

Po zakazeniu pierwotnym skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja
materiatu zaobserwowano zwiekszenie odsetka komoérek wyrazajacych biatko
CD54. Pojawia sie ono na pobudzonych antygenem komorkach.

Komorki CD54+ charakteryzuja sie ekspresja biatka [ICAM-1
uczestniczacego w przyleganiu komorek do siebie. Odpowiada ono na prozapalne
cytokiny oraz wuczestniczy w trzecim etapie wynaczynienia leukocytow.
Posredniczy w przyleganiu leukocytow do komorek srodbtonka. W modelu mysim,
podanie gronkowcowej enterotoksyny typu A i B przyczynito sie do zwiekszenia
ekspresji biatka ICAM-1 na powierzchni komorek, natomiast zablokowanie
przeciwcialem tego biatka lub jego ligandu spowodowato zredukowang

akumulacje leukocytow w miejscach zapalenia. Wykazano zwiekszenie ekspresji
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ICAM-1 w maziéwce u pacjentéw cierpigcych na reumatoidalne zapalenie stawéw,
a takze na $rédbtonku naczyn w reakcjach nadwrazliwosci op6Znionej w trakcie
odrzucenia przeszczepu (Tessier, 1998).

Po wtérnym podaniu tego samego drobnoustroju udziat komoérek CD54+
obnizyt sie do poziomu wyjsciowego, ktory byt nizszy niz w grupie po zakazeniu
pierwotnym z wczesng izolacja materiatu. Swiadczy¢ to moze o efektywnosci
komoérek pamieci, dzieki ktorym dochodzi do neutralizacji ponownie podanego
antygenu.

Podobny efekt wtérnego zakazenia zaobserwowano w przypadku ekspresji
antygenow Kklasy II (komorki OX6+) aktywowanych po wtargnieciu antygenu
bakteryjnego, kiedy to widoczne byto zmniejszenie udziatu procentowego tych
komoérek. Ekspresja MHC klasy Il u gryzoni obejmuje trzy typy komérek w weztach
chtonnych: makrofagi, komérki dendrytyczne oraz limfocyty B. Maja one za
zadanie aktywacje limfocytéw T CD4+ (Itano, 2003). Zmniejszenie udziatu
powyzszych komoérek moze S$wiadczy¢ o tym, Zze pozostala niewielka ilos¢
antygenu w tkance.

W subpopulacjach aktywowanych limfocytow T (W3/134+0X6+),
(W3/254+ 0X6+) zaobserwowano podobny efekt braku reakcji na zakazenie
wtdérne, ktére przejawialo sie obnizeniem wudziatu procentowego tych
subpopulacji. Obnizenie poziomu wtérnej odpowiedzi mogto by¢ powigzane z
pojawieniem sie pamieci immunologicznej, ktéra niesie ze sobg zmiany liczebnoSci
i dystrybucji limfocytow warunkujacych efektywng odpowiedZ przeciwko
patogenom (Bevan, 2011).

Wykazano ponadto brak odpowiedzi na zakazenie ze strony limfocytow T
regulatorowych CD4+CD25+. Prawdopodobnie obserwacje te byty zbyt krotkie
dla powoli rozwijajacego sie procesu regulacji odpowiedzi immunologiczne;j.

Wyniki prac przedstawiajacych udzial limfocytow T regulatorowych w
odpowiedzi na bakterie saprofityczne przewodu pokarmowego, wykazaty wysoki
udziat tych komoérek w odpowiedzi w stanie homeostazy, dzieki czemu nie
dochodzito do aktywacji drobnoustrojow i ich patologicznego dziatania. W
warunkach zapalnych, ktérym towarzyszyl wspétudzial patogenéw, uktad

immunologiczny nie odro6znial saprofitbw od patogenéw. Limfocyty T
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regulatorowe zmniejszaly swéj udziat w odpowiedzi przeciwzapalnej, nie
obserwowano zjawiska tolerancji immunologicznej i rozwijal sie proces zapalny
(Belkaid, 2013).

Wykazano rowniez, ze w warunkach homeostazy naskérkowe komorki
Langerhansa posrednicza w wywolywaniu tolerancji na wtasne antygeny
bakteryjne skoéry poprzez indukcje miejscowych limfocytow T regulatorowych
CD4+Foxp3+ dzieki wydzielaniu TGF-3. Limfocyty T regulatorowe hamuja
proliferacje komoérek T CD4+ specyficznych dla tych bakterii. Cytokina TGF-f3
wykazuje silng role regulacyjng w utrzymaniu homeostazy mikroflory skéry.
Wplywa na selektywng ekspresje TLR na komodrkach Langerhansa, niska
pochtanialno$¢ bakterii i niska ekspresje biatek MHC klasy II (Van der Aar, 2013).

Uktad immunologiczny wyksztatcit dwuliniowy mechanizm wtdérnej
eliminacji patogen6w. Pierwszg linie tworzg wcze$niej uformowane przeciwciata
obecne w $luzéwkach (IgA i IgG) oraz limfocyty T efektorowe obecne w miejscu
inwazji patogenu. Wazne sg rowniez przeciwciata obecne w surowicy, ktore sa
pierwsza linia obrony przeciwko patogenom inicjujacym infekcje droga
krwiono$na. Drugg linie obrony tworza limfocyty B i T pamieci obecne w tkankach
limfatycznych, proliferujgce i réznicujgce w kierunku komoérek efektorowych,
migrujacych do miejsc zakazenia. Komorki pamieci obecne w narzadach
limfatycznych znacznie szybciej rozwijaja funkcje efektorowe niz komorki naiwne.
Jednak znaczenie ich w tej najpilniejszej obronie jest ograniczone, poniewaz z
op6Znieniem docieraja do miejsc zakazenia. Najbardziej kluczowa réznica
pomiedzy limfocytami T pamieci centralnymi a efektorowymi jest lokalizacja tych
komorek. Niezdolnosc limfocytow T centralnych do szybkiego docierania do miejsc
zakazenia i inicjacji obrony $luzowkowej zastepowana jest ich umiejetnoScia
szybkiej proliferacji i wytworzenia duzej puli limfocytéw efektorowych, ktore sa
kluczowe do ograniczenia rozprzestrzeniania zakazenia i oczyszczenia z patogenu
(Sallusto, 2010).

W pracy tej postanowiono wiec podda¢ analizie udziat komérek B pamieci
oraz centralnych i efektorowych limfocytéw T pamieci w odpowiedzi na zakazenie

skory S. epidermidis.
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W ocenie cytometrycznej wyniki wykazaty spektakularny wzrost
procentowego udziatu limfocytéw B pamieci (CD19+CD27+) w podkolanowych
weztach chtonnych po zakazeniu wtérnym S. epidermidis . Okres wytworzenia tej
subpopulacji komoérek wyniést okoto 3 tygodni.

W eksperymencie Raman, (2003) wykazano, Ze zwigzanie biatka CD27 na
aktywowanych limfocytach B podczas immunizacji T niezaleznym antygenem
prowadzi do generacji wysokiej liczby antygenowo specyficznych komérek B w
regionalnych weztach chtonnych myszy. Komoérki te charakteryzowaty sie
zdolnoS$cig dtugiego przezywania. Koncowe analizy wykazaly, ze wiekszo$¢ z tych
komoérek moze by¢ stymulowana do wydzielania specyficznych przeciwciat IgG i
generowania silnej wtérnej odpowiedZ immunologicznej. Proces zwigzania biatka
CD27 na limfocytach B w trakcie pierwotnej odpowiedzi zwiekszat powinowactwo
do antygenu podczas wtornej odpowiedzi. Prawdopodobnie klony komérek o
wysokiej specyficznos$ci antygenowej generowane podczas odpowiedzi pierwotne;j
byty zdolne do réznicowania sie w kierunku komérek plazmatycznych po wtérnej
ekspozycji na antygen. Ponadto, traktowanie biatkiem CD27 aktywowanych LPS-
em komoérek B zwiekszalo przezycie, proliferacje i przetaczanie klasy
syntetyzowanych przeciwciat, promujgc proliferacje w kierunku komorek B
pamieci. Zwigzanie biatka CD27 u myszy w trakcie pierwotnej odpowiedzi
hamowata j3, natomiast zwiekszata generacje limfocytow B wtornych. Te komdrki
2 tygodnie po immunizacji /n vivo mogty by¢ skierowane do puli zdolnych do
wytwarzania wtornych izotypodw przeciwcial. Proces zwigzania biatka CD27 na
aktywowanych komoérkach B moze wywierac taki sam efekt u ludzi, myszy i moze
by¢ wykorzystany jako stymulator uktadu immunologicznego stuzacy do
zwiekszania odpowiedzi komérek pamieci. Komoérki B pamieci cztowieka
wykazujg obecnos$¢ biatka CD27 stale, mysie natomiast przejSciowo. Ekspresja
biatka CD27 na pobudzonych limfocytach B jest niezbedna do indukcji wtérnej
odpowiedzi u myszy. Komdrki te charakteryzujg sie wysoka ekspresja receptora
BCR, reaguja na restymulacje i uczestniczag w utrzymania dilugoterminowej
odpowiedzi humoralnej. Ich przewlekla aktywacja stale generuje nowe komorki

plazmatyczne produkujace przeciwciata (Raman, 2003).
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Hendriks, (2003) wykazal, Ze obnizona ekspresja biatka CD27 na
aktywowanych komérkach B redukuje przezycie virusowo-specyficznych
limfocytow T CD8+ w regionalnych weztach chtonnych i w przewodzie
piersiowym myszy.

Rola procesu wigzania biatka CD27 jest niezwykle istotna je$li chodzi o
promocje pamieci limfocytéw B i wydajno$¢ ostatecznego réznicowania. Poznanie
molekularnych mechanizméw dziatania tego biatka oraz inhibitorow
uczestniczacych w procesie hamowania jego ekspresji mogtoby by¢ bezcenne do
badan nad konstrukcjg szczepionek (Satpathy, 2010).

Ciggte zapotrzebowanie na skuteczne szczepionki przeciwko groznym
infekcjom zwraca uwage na to, w jaki spos6b limfocyty T i B pamieci zapewniaja
obrone dla organizmu. Limfocyty T CD4+ pamieci, poprzez umiejetnosé
kierowania innymi komoérkami uktadu immunologicznego sa Kkluczowymi
mediatorami odpowiedzi immunologicznej. Poprzez produkcje IFN-Y oraz IL-4
aktywuja makrofagi do walki z okreslonym patogenem. Istnieje wiele doniesien, ze
ich obecno$¢ jest niezbedna do indukcji wtérnej odpowiedzi limfocytéw B pamieci
i produkcji przeciwciat. Posiadajg one zdolno$¢ ostabiania wtérnej infekcji dzieki
zdolno$ci bezposredniego zabijania zainfekowanych komoérek, poprzez uwalnianie
granzymu B lub perforyny. Komérki T pomocnicze pamieci CD4+ réwniez
wzmacniajg produkcje oraz funkcjonownie komoérek T cytotoksycznych pamieci
CD8+ (Bell, 2008).

Oceniajac metoda cytometryczng populacje limfocytow T pomocniczych
pamieci CD4+CD45RC- wykazano wzrost ich odsetka w okresie 3 tygodni po
zakazeniu pierwotnym skory S. epidermidis, ale zakazenie wtérne nie miato juz
dalszego wptywu na tworzenie tej populacji. Natomiast poziom limfocytéw T
pamieci pomocniczych efektorowych CD4+CD45RC-CD62L- po zakazeniu
wtornym wzrdst i byly to wartosci istotnie statystycznie wyzsze od tych po
zakazeniu pierwotnym.

Komorki CD62L- nie majg wtasciwosci przylegania. Moga wiec migrowac z
wezla chtonnego, aby petni¢ funkcje efektorowe w miejscu zapalenia. Wsrod
komérek T centralnych pamieci CD4+ wyszczegélniono bardzo istotng

subpopulacje aktywowanych komorek, ktéore charakteryzowaty sie zdolnoscia
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szybkiej, zaleznej od biatek MHC Kklasy II proliferacji oraz niskim poziomem
ekspresji nastepujacych biatek: CD122, CD127 i CD62L. Komorki te
prawdopodobnie wyrdéznia zolno$¢ bardzo szybkiej odpowiedzi na bakterie
saprofityczne (Laouar, 2008).

Klinger, (2009) zaobserwowat w badaniu na szczurach, ze limfocyty T
pamieci CD4+CD45RC- oraz spoczynkowe T CD4+CD45RC+ charakteryzujg sie
zredukowang ekspresjg CD62L 24 godziny po osiggnieciu regionalnych weziow
chtonnych w poréwnaniu do limfocytow T krwi obwodowej. Wysoki poziom
CD62L na powierzchni limfocytéw T umozliwia im wejscie do drenujacych weziow
chtonnych. Obnizenie poziomu CD62L w S$rodowisku wezta chionnego jest
prawdopodobnie  czynnikiem  niezbednym do  indukcji = odpowiedzi
immunologicznej oraz utatwia migracje w réznych strefach wezta. Poziom CD62L
wyrazany przez obie subpopulacje jest podobny w réznych strefach wezta
limfatycznego (w strefie komoérek T, B i rdzennej). Dodatkowo limfocyty T pamieci
CD45RC- wykazuja statystycznie zwiekszong ekspresje biatek LFA-1 i ICAM-1 w
trzech wyzej wymienionych strefach wezta limfatycznego w poréwnaniu do
spoczynkowych komérek T CD45RC+. W zwiagzku z tym, Ze limfocyty T pamieci
CD4+CD45RC- nawet podczas wedrowki droga krwiono$ng charakteryzuja sie
obnizong o okolo 50 procent w poréwnaniu do spoczynkowych limfocytow T
CD4+ ekspresja L-selektyny (CD62L), z takg samg predkoscia docieraja do weztow
chtonnych. Jest to zwigzane prawdopodobnie ze zwiekszong ekspresja na ich
powierzchni wyzej wymienionych biatek uczestniczacych w przyleganiu komoérek
do siebie. Komorki pamieci T CD62L- charakteryzuja sie wysoka ekspresja
integryny a4f31, ktéra umozliwia toczenie sie, wigzanie do Srddbtonka wtosniczek
zylnych i przejscie do wezta chtonnego. Natomiast wszystkie limfocyty T strefy
korowej weztow chtonnych charakteryzuja sie wyzsza ekspresja biatka I[CAM-1 w
poroéwnaniu do komorek T krwi, limfy, strefy T i rdzenia weztow (Klinger, 2009).

Udzial  limfocytdow T pamieci cytotoksycznych CD8+CD45RC- byt
najwiekszy po zakazeniu wtornym skory S. epidermidis w grupie z wczesng
izolacja materiatu.

W odpowiedzi na bakterie saprofityczne skoéry Shen, (2014) wykazat
wysoki udziat procentowy w drenujacych weztach chtonnych komérek T CD4+ i T
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CD8+ o fenotypie limfocytéw pamieci efektorowych. Wiele z proliferujacych
komérek wyrazalo na swej powierzchni L-selektyne, co jest gtéwng cechg
limfocytow T pamieci centralnych i warunkuje migracje do drenujacych weztow
chtonnych, oraz receptor CCR10 bedacy markerem komoérek T efektorowych
wedrujacych ze skéry. Innymi biatkami wyrazanymi na powierzchni
proliferujacych limfocytow T w odpowiedzi na saprofity skérne byty: TCR¥d,
CD44, CD25, CD122. Niewiele z nich wykazywato obecno$¢ biatka CD95.
Zaobserwowano takze, Ze poszczegélne z tych komoérek wyrazaty na swej
powierzchni receptory dla chemokin: CCR4, CCR6, CCR7 oraz CCR10 oraz IL-17A,
IFN¥ i IL-5. W odpowiedzi na takie drobnoustroje jak: Corynebacteria,
Staphylococci, Mycobacteria i Enterococci wykazano intensywniejsza proliferacje
limfocytéw T CD8+ w poréwnaniu do komoérek T CD4+ (Shen, 2014).

Odsetek limfocytow T pamieci cytotoksycznych CD8+CD45RC-CD62L-
wzrastat znamiennie w okresie 3 tygodni po zakazeniu pierwotnym skéry S.
epidermidis, ale zakazZenie wtérne nie miato juz dalszego wptywu na tworzenie tej
populacji.

Limfocyty te nalezg do efektorowych cytotoksycznych komérek T pamieci,
opuszczajacych wezty limfatyczne i zdolnych do wytwarzania cytokin w miejscach
objetych infekcjg. Obecne w skérze limfocyty T pamieci CD8+ s3a subpopulacja
komoérek na state wystepujacych u czlowieka i myszy. Po infekcji patogenem,
pozostaja w tych miejscach zapewniajac ochrone przeciw infekcjom wtérnym, a
takze szczepieniom. Wykazano w skérze myszy zakazonej wirusem opryszczki
pospolitej, miejscowe limfocyty T pamieci CD8+, ktore po aktywacji indukowaty
wysoka liczbe czynnych genéw przeciwwirusowych i przeciwbakteryjnych
(Ariotti, 2014).

W eksperymencie Guardy, (2007) wezty chtonne drenujgce miejsca z
obecnymi dojrzalymi komoérkami dendrytycznymi po inokulacji adiuwanta
rekrutowaty limfocyty T efektorowe i pamieci CD8+ CCR7- CD62L-. Wedrowka ta
zachodzita drogg krwiono$ng i wymagata zwigzania receptora CXCR3 wyrazanego
na komoérkach T i chemokiny CXCL9 obecnej na Srédbtonku wtosniczek zylnych
wezta. W reaktywnych weztach chtonnych rekrutowane komoérki T wchodzity w

state interakcje z komérkami dendrytycznymi z pochtonietym antygenem, zabijaty
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je i w ten sposéb ograniczaty zdolnos$¢ tych komoérek do aktywacji naiwnych
limfocytow T CD4+ i T CD8+. Indukowana rekrutacja przenoszonych z krwig
limfocytow T efektorowych i pamieci do regionalnych weztéw chtonnych moze
reprezentowa¢ mechanizm konczacy pierwotng odpowiedZ oraz ograniczajacy
wtdrna odpowiedZ immunologiczna.

Ocena morfometryczna skrawkéw immunohistochemicznych pozwolita
okresli¢, ktore subpopulacje komdrkowe biorg udzial w pierwotnej eliminacji
bakterii Staphylococcus epidermidis w kazdej ze stref wezla chtonnego oraz
poréwnac site odpowiedzi (w efekcie komoérkowym) na wtoérne podanie tego
samego drobnoustroju.

Wezty chtonne sg zorganizowanymi strukturami podzielonymi
topograficznie na poszczegélne rejony funkcjonalne. Strefy te sg odpowiednio
bogate w komorki odpowiedzialne za wytapywanie antygenu, jego prezentacje,
wytworzenie odpornos$ci komdrkowej oraz eliminacje antygenu.

W strefie brzeznej weztéw po zakazeniu pierwotnym skéry w grupie z
wczesng izolacja materiatu wykazano zwiekszenie odsetka limfocytow T
pomocniczych, T cytotoksycznych, komoérek B, granulocytéw, monocytéw,
makrofagow, komorek szpikowych i tymocytéw, komoérek wyrazajacych antygeny
klasy II oraz biatko ICAM-1. Wykazano ponadto zmniejszenie udziatu
procentowego komorek CD31+ (PECAM-1+). Po wtérnym zakazeniu skéry w
grupie z wczesng izolacja materiatu zwiekszyty swdj udziat procentowy komorki
CD54+. Zmniejszyt sie natomiast odsetek migrujacych komérek dendrytycznych,
makrofagéw, granulocytéw oraz komérek CD31+.

Zwiekszenie udzialu procentowego makrofagow w strefie brzeznej weztow
po pierwotnym podaniu antygenu S. epidermidis daje szanse na jego
przechwycenie z limfy doprowadzajacej, aby nastepnie przetransportowa¢ w
kierunku limfocytdw B przemieszczajacych sie do grudek chtonnych (Cyster,
2010). Po zakazeniu wtornym udziat makrofagdw zmniejszyt sie do wartoSci
obserwowanych wyjsciowo. Te komdrki podobnie jak dendrytyczne, jako komorki
prezentujgce antygen moga ulega¢ martwicy pod wptywem zaangazowania w

eliminacje antygenu. Zmniejszenie udziatu makrofagéw moze réwniez $§wiadczy¢ o
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silnej aktywnoSci neutrofili, ktére usuwaja zainfekowane patogenem makrofagi
(Chtanova, 2008).

Zwiazanie bakterii z komorka zerng jest niezwykle waznym etapem
odpowiedzi przeciwbakteryjnej, od ktorego zalezy wchtoniecie patogenu i
uruchomienie mechanizméw cytotoksycznych. Po zakaZeniu pierwotnym .
epidermidis w strefie brzeznej wezlow zwiekszyly swoj udzial granulocyty
HiS48+. Neutrofile sa komérkami odgrywajagcymi istotng role w procesie
fagocytozy oraz u$miercania bakterii zewnatrzkomérkowych.

Chtanova, (2008) wykazata, ze po infekcji 7. gondii w strefie brzeznej
weziow chtonnych migrujgce granulocyty tworzyly ,rojace sie” skupiska,
zmieniajac strukture wezt6w poprzez usuwanie zainfekownych makrofagéow.
Spekuluje sie, ze tworzenie skupisk daje szanse neutrofilom na zwiekszenie
stezenia wydzielanych produktéw bakteriobdjczych, usprawniajagc mechanizmy
odpornosci poprzez wywotanie stanu zapalnego i zapewnienienie ochrony przed
patogenem.

Po zakazeniu wtérnym S. epidermidis wykazano zmniejszony udziat
granulocytow w powyzszej strefie wezta, co mogto Swiadczy¢ o szybkiej eliminacji
bakterii, by¢ moze w mechanizmie humoralnym z przeciwciatami.

Efektorowe mechanizmy fagocytow aktywowanych przeciwko bakteriom
zewnatrzkomérkowym obejmuja proces fagocytozy, uwalniania biatek ziarnistych
przez neutrofile oraz kooperacje makrofagéw/monocytéw z neutrofilami. Ludzkie
makrofagi zainfekowane in vitro Streptococcus pyogenes wydzielaja chemokiny
przyciggajace neutrofile i monocyty. Przeciwbakteryjne dziatanie hodowanych
makrofagow przeciwko Escherichia coli oraz Pseudomonas aeruginosa jest
wzmocniona dzieki ich kooperacji z neutrofilami. Mechanizm tej kooperacji oparty
jest na uwalnianiu przeciwbakteryjnych biatek przez neutrofile w kierunku
zainfekowanych makrofagéw (Silva, 2010).

Odsetek limfocytdow B po zakazeniu pierwotnym skory S. epidermidis
rOwniez zwiekszyl sie w tym rejonie wezta, co dawalo szanse na rozwdj
efektywnej odpowiedzi na ten rodzaj drobnoustroju.

Carrasco, (2007) wykazat u myszy, po 24 godzinach od infekcji E. coli

wysoka liczbe makrofagbw z pochlonietym antygenem w strefie brzeznej
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podkolanowych weztéw chtonnych oraz aktywowanych limfocytow B, ktére
prawdopodobnie przejely antygen od makrofagéw i przemieszczaly sie w
kierunku ptaszcza grudek limfatycznych w celu zapoczatkowania odpowiedzi
humoralnej. Interakcje pomiedzy makrofagami i limfocytami B w strefie brzeznej
wezta pozwalajg antygenowo specyficznym komoérkom B nabywaé antygeny i
internalizowac¢ je przez receptor BCR przed ich migracjg do strefy kooperacji z
limfocytami T pomocniczymi (Cyster, 2010).

Po zakazeniu wtornym skory S. epidermidis udziat komorek B pozostat na
szczytowym poziomie w strefie brzeznej weziéw, co mogto Swiadczy¢ o stalym
zaangazowaniu tej populacji komdrek w eliminacje antygenu.

Zwiekszony udziat limfocytow T pod torebka tgcznotkankowa wezta po
zakazeniu pierwotnym, daje duza szanse na dotarcie w okolice ptaszcza grudki i
aktywacje specyficznych antygenowo komoérek B (Jakébisiak, 2007). Po zakazeniu
wtérnym skéry S. epidermidis poziom komérek T pozostat na poziomie
obserwowanym po zakazeniu pierwotnym. Wskazywa¢ to moze na proces
neutralizacji antygenu przez przeciwciata po wtérnym zakazeniu i brak
konieczno$ci aktywacji wysokiej liczby komorek uczestniczacych w procesie
prezentacji antygenu.

Inna w poréwnaniu z uprzednio wymienionymi populacjami jest reakcja
migrujacych komdrek dendrytycznych, wyrazajacych biatko 0X62 w strefie
brzeznej weztow. Po zakazeniu pierwotnym ich poziom nie wzrastat, a po
wtdérnym byt istotnie statystycznie nizszy od tego po zakazeniu pierwotnym.

Komorki te pod wptywem antygenu bakteryjnego i zaangazowania w jego
eliminacje moga ulega¢ martwicy i rozpadowi. Komdrki dendrytyczne migrujace z
obwodu, przechodza najpierw przez zatoke strefy brzeznej wezta, przeplatajac
makrofagi, zanim dotrg do strefy przykorowej, aby o0sig§¢ w poblizu zytek
wystanych wysokimi komoérkami srodbtonka (Card, 2014).

Obecne w weztach makrofagi i migrujagce komorki dendrytyczne dzielg
pomiedzy soba funkcje prezentacji antygenu. Mate, wolne mikroorganizmy
docierajace do zatoki brzeznej wezta przechwytywane sg od razu przez makrofagi
(Junt, 2007; Hickman, 2008). Wieksze patogeny dostajg sie do regionalnego wezta
chtonnego na powierzchni migrujgcych komérek dendrytycznych (Cyster, 2010).
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W odpowiedzi na czynnik zapalny organizm wyksztatcit mechanizmy
usprawniajace procesy migracji komdrek. Odpowiedzialne sg za to miedzy innymi
biatka uczestniczace w przyleganiu komoérek do siebie zapoczatkowujgce te
procesy. Komérki CD54+ wyrazajgce biatko ICAM-1 zwiekszyly swoj udziat
procentowy w strefie brzeznej weziéw po pierwotnej infekcji S. epidermidis.
Swiadczy¢é to moze o pobudzeniu tych komoérek przez antygen bakteryjny,
zwiekszeniu interakcji miedzykomorkowych oraz przekazywaniu sygnatow
prowadzacych do wytworzenia efektywnej odpowiedzi.

In vivo wysoka ekspresja biatka ICAM-1 na komorkach uktadu
immunologicznego obserwowana byta po infekcji takimi patogenami jak:
Haemophilus  influenzae, Trypanosoma  cruzi, Schistosoma  mansoni,
Mycobacterium tuberculosis (Clare, 2003).

Po zakazeniu wtérnym skéry S. epidermidis réwniez wzrést odsetek
komoérek wyrazajacych biatko ICAM-1 co mogto Swiadczy¢ o tym, ze komorki te
uczestniczyly we wtérnej eliminacji bakterii wcigz obecnych w tkance. Biatka
uczestniczace w przyleganiu komoérek do siebie: ICAM-1 i VCAM-1 wyrazane na
komoérkach strefy brzeznej wezta moga utatwia¢ przyleganie limfocytow B do
innych komoérek i tym samym doprowadza¢ do ich aktywacji przy nizszej dawce
patogenu (Phan, 2007; Carrasco, 2007; Junt, 2007).

Udzial komoérek CD31+ wyrazajacych biatko PECAM-1 zmniejszyt sie w
strefie brzeznej weztow po zakazeniu pierwotnym i wtéornym S. epidermidis, co
moze $wiadczy¢ o stalym zaangazowaniu tej subpopulacji komoérek w eliminacje
antygenu.

Biatko PECAM-1 wigze bakterie Gram (+), (gronkowce, paciorkowce,
Listeria i Bacillus) a takze Salmonella typhimurium u myszy i cztowieka. Gtdwna
jej rola w zapaleniu jest kontrola procesu wynaczyniania leukocytéw. Rola biatka
PECAM-1 w procesie zapalnym zalezna jest od rodzaju bodzca zapalnego oraz
udziatu okreslonych cytokin zapalnych. Myszy z deficytem tego biatka wykazuja
zmniejszong zachorowalno$¢ po doustnej infekcji Sa/monella typhimurium oraz
znikome wysycenie komorkami bakteryjnymi watroby, $ledziony, moézgu oraz
krezkowych weztow chtonnych. Natomiast infekcja LPS-em myszy z deficytem
PECAM-1 powodowata wysokg ich $miertelnos¢ ze wzgledu na brak ekspresji tego
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biatka w uktadzie naczyniowym, na komérkach $rédbtonka, oraz brak tworzenia
potaczen miedzykomoérkowych. Zrozumienie mechanizméw regulacji zapalenia
oraz rozprzestrzeniania sie patogenéw przez biatko PECAM-1 moZe poméc w
opracowaniu nowych mozliwosci terapeutycznych w oparciu o blokade wigzania
PECAM-1 (Lovelace, 2013).

Grudki limfatyczne weziow chtonnych sg miejscem rozwoju osrodkéw
rozrodczych w odpowiedzi na antygen. Mikrosrodowisko osrodkéw rozmnazania
zapewnia dynamiczng nisze, w ktorej aktywowane limfocyty B wspdlnie z
depozytami antygenu na grudkowych komoérkach dendrytycznych oraz
pomocniczymi limfocytami T, stanowig podstawe do generowania diugotrwatej
humoralnej odpowiedzi immunologicznej. OSrodki rozmnazania w grudkach sa
gtownym Zrédtem populacji limfocytéow B efektorowych i s3 niezbedne do
wytworzenia przeciwciat o wysokim powinowactwie, stanowigcych istotng
ochrone przeciw zakaZznym patogenom. Ma to =zasadnicze znaczenie dla
skutecznosci praktycznie wszystkich szczepionek (Gatto, 2010).

Po pierwotnym zakazeniu skéry Staphylococcus epidermidis w grudkach
podkolanowych weztéw chtonnych wykazano istotny wzrost udziatu limfocytéw T,
B, granulocytow, monocytéw, makrofagéw, komorek szpikowych i tymocytow,
komorek charakteryzujacych sie ekspresja biatka CD31, MHC Kklasy II oraz ICAM-
1+ do ktorych réwniez nalezg grudkowe komoérki dendrytyczne. Silna odpowiedZ
komoérek grudek weztow na pierwotne zakazenie skéry S. epidermidis moze
Swiadczy¢ o wyczerpujacej odpowiedzi oSrodkéw rozrodczych prowadzacej do
wytworzenia puli limfocytow B efektorowych oraz przeciwcial specyficznych dla
danego antygenu (Gatto, 2010). Grudkowe komorki dendrytyczne charakteryzuja
sie ekspresja receptora TLR4, ktory wykrywa LPS pochodzacy z bakterii Gram (-).
Ekspresja TLR4 jest zwiekszona w czasie reakcji o$Srodké6w rozmnazania, co
sugeruje ze grudkowe komorki dendrytyczne bezposrednio reagujg na ligandy
drobnoustrojow za posrednictwem receptorOw wrodzonych i tym samym
wptywaja na adaptacyjng odpowiedZ immunologiczna. Rolg grudkowych komorek
dendrytycznych jest pomoc w aktywacji limfocytow B, prawdopodobnie poprzez
mechanizmy zwigzane z wydzielaniem chemokin i (lub) ekspresje FcyRIIB (Aguzzi,

2014).
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Po zakazeniu wtornym skéry S. epidermidis zwiekszyt sie tylko udziat
komoérek wyrazajacych molekute ICAM-1 w grudkach limfatycznych. Wtérna,
wysoce efektywna odpowiedZ komérek B osrodkéw rozrodczych czesto zwigzana
jest z antygenem utrzymywanym w formie immunokomplekséw obecnych na
grudkowych komorkach dendrytycznych. Dawka oraz czas ekspozycji na antygen
kontroluje generacje limfocytow T pomocniczych w grudkach (Aguzzi, 2014).

Strefa przykorowa weztéw chtonnych jest miejscem migracji limfocytow T,
ich spotkania z komoérka dendrytyczng niosgca pokrewny antygen, prezentacji
antygenu w kontekscie MHC oraz powstania puli komorek efektorowych. Jest to
obszar grasiczozalezny wezta. W strefie przykorowej ma ujScie wiele naczyn
wlosowatych wystanych wysokimi komérkami $rodbtonka, przez ktére naiwne
limfocyty T, B, monocyty, granulocyty wnikaja na drodze chemotaksji. Proces ten
wywotujg czynniki zapalne (Card, 2014).

Po pierwotnym zakazeniu skory S. epidermidis wykazano zwiekszenie
udziatu limfocytow T pomocniczych oraz cytotoksycznych, komoérek B,
granulocytow, monocytéw, makrofagéw, migrujacych komoérek dendrytycznych,
komoérek szpikowych i tymocytéw, komoérek wyrazajacych antygeny klasy Il oraz
biatko ICAM-1. Wyniki te wskazuja na silng reakcje komdrek uktadu
immunologiczego na infekcje skory S. epidermidis. Proces taki pozwala na
uzyskanie wysokiej liczby antygenowo specyficznych komoérek T efektorowych.

Obecnos¢ antygenowo specyficznych limfocytéw pomocniczych T CD4+ jest
czynnikiem wptywajacym na jako$¢ pierwotnej i (lub) wtérnej odpowiedzi
limfocytow cytotoksycznych T CD8+. Stwierdzono bowiem, ze komorki T CD8+
tworza rowniez dtugotrwate kontakty z komoérka dendrytyczng niosacg na swej
powierzchni antygen. Interakcje komorki dendrytycznej z limfocytem T CD4+
przyczyniaja sie do zwiekszenia zdolnosci dojrzewania komdrek dendrytycznych
w nastepstwie czego dochodzi do rekrutacji specyficznych dla danego antygenu
komoérek T CD8+ (Breart, 2006).

Podanie myszom LPS-u i bakterii Gram (-) spowodowalo migracje
monocytdw do regionalnych weztow chlonnych, gdzie nabywaly zdolnoSci i
wtasciwosci komdrek dendrytycznych. Charakteryzowaty sie morfologia komérek

dendrytycznych i posiadaty zdolno$¢ do prezentacji antygenéw limfocytom T
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CD4+ i T CD8+. Komorki dendrytyczne pochodzenia monocytarnego skutecznie
prezentujg antygen limfocytom T, co sugeruje Zze monocyty przyczyniaja sie do
odpowiedzi antygenowo specyficznych komoérek T, na wielu etapach odpowiedzi
immunologicznej (Sallusto, 2010).

Komdrki dendrytyczne w strefie przykorowej wezta odgrywaja duza role w
inicjacji antybakteryjnej odpowiedzi immunologicznej. S3 niezbedne do stymulacji
naiwnych limfocytéw T CD8+ i T CD4+ w obecnosci drobnoustrojow (Sallusto,
2010). Limfocyty T i migrujace komoérki dendrytyczne sg w ciggtym kontakcie z
siatkg komorek zrebu w strefie przykorowej wezla. Dostarcza im ona sygnatéw do
przezycia, np. IL-7, i zawiera antygeny przez co sprzyja klonalnej ekspansji
limfocytow T (Card, 2014).

Komoérki wyrazajace na swej powierzchni antygen 0X7 (tymocyty, komorki
szpikowe), wyselekcjonowane w grasicy migruja do wtérnych narzadéw
limfatycznych, gdzie uczestnicza w wytwarzaniu odpornos$ci przeciwko
patogenom. Ich odsetek wzrastat po zakazeniu pierwotnym skéry S. epidermidis w
strefie przykorowej weztow. Po zakazeniu wtérnym w grupie z wczesng izolacja
materiatu udziat procentowy tych komoérek istotnie obnizyt sie.

Dootrzewnowa infekcja myszy bakteria  Francisiella  tularensis
spowodowata redukcje masy grasicy oraz zmniejszenie iloSci tymocytéw w jej
korze. Wykazano jednocze$nie znaczne zmniejszenie limfocytow T w strefie
grasiczozaleznej narzadow limfatycznych (Ito, 1985).

Po zakazeniu wtérnym skory w grupie z wczesng izolacja materiatu
zmniejszyly swoj udziat procentowy takze limfocyty T pomocnicze, migrujgce
komorki dendrytyczne, komorki wyrazajace biatko CD31. Mozna przypuszczac, ze
w odpowiedzi na zakazenie wtdrne nie byta potrzebna az tak wysoka liczba
komorek efektorowych, poniewaz funkcje procesu rozpoczecia eliminacji antygenu
przejety przeciwciala.

Po pierwotnej ekspozycji na antygen S. epidermidis w strefie rdzennej
wezlow  zaobserwowano znamienne statystycznie zwiekszenie udziatu
procentowego limfocytdow T pomocniczych oraz cytotoksycznych, monocytow,
granulocytow, makrofagéw, komorek szpikowych i tymocytéw, komorek

wrazajacych antygeny klasy Il oraz biatko ICAM-1.

103



W czasie zapalenia wyjscie limfocytéw z weztéw chtonnych jest przejsciowo
zamkniete (Card, 2014). Stan ten zostat uzyskany po pierwotnym zakaZeniu
saprofitem skérnym, w zwigzku z czym akumulacja komérek w tym rejonie wezta
nasilita sie.

Po zakazeniu wtérnym skory S. epidermidis w grupie z wczesng izolacja
materiatu zaobserwowano tylko zwiekszenie udziatu procentowego limfocytéw T
cytotoksycznych, ponadto zmniejszenie odsetka limfocytow T pomocniczych i
makrofagéw, migrujacych komoérek dendrytycznych oraz tymocytéw i komérek
szpikowych.

Aktywowane w wyniku klonalnej ekspansji w strefie przykorowej wezta
limfocyty T efektorowe oraz pamieci zmniejszajg ekspresje CCR7 i L-selektyny. W
zamian za to wyrazaja one wysoki poziom receptora S1PR1 wrazliwego na
chemotaktyczne dziatanie ligandu S1P, ktéry jest ekspresjonowany na srédbtonku
limfatycznym zatok korowych oraz naczyn limfatycznych odprowadzajacych.
Zwiagzanie ligandu z receptorem sygnalizuje przejscie limfocytow T do zatok
korowych, rdzennych, a nastepnie zgodnie z przeptywem ptynu do naczyn
limfatycznych odprowadzajacych i opuszczenie wezta. U myszy, u ktérych komorki
$rodbtonka limfatycznego LYVE-1+ nie produkujg S1P nie zaobserwowano
opuszczania wezta chtonnego przez limfocyty (Card, 2014).

Podsumowujac, pierwotne podskdrne podanie szczurom skérnego
saprofita Staphylococcus epidermidis wywotato silng odpowiedZ gtoéwnych
komorek weztéow chtonnych, ktére uczestnicza w przechwytywaniu antygenu, a
takze jego prezentacji w strefie przykorowej oraz w grudkach wezta. Aktywacja
tak wielu komorek we wszystkich strefach wezta prawdopodobnie przyczynita sie
do sprawnej eliminacji podanego antygenu i powstania wysokiej liczby komdrek
efektorowych, w tym komorek pamieci. Po wtornym zakazeniu skoéry S.
epidermidis odpowiedz komdrkowa weziow nie osiggneta poziomu wyzszego od
tego po pierwotnym zakazeniu, a nawet w przypadku wielu subpopulacji
komorkowych byta obnizona.

U podstaw ograniczenia wtdrnej odpowiedzi leze¢ moze zaobserwowane
przeze mnie wyrazne zwiekszenie udziatu procentowego populacji komoérek Bi T

pamieci immunologicznej. Nie mialy na to natomiast wpltywu komoérki T
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regulatorowe. Pozostaje wiec do wyjasnienia mechanizm dziatania komoérek
pamieci ograniczajacy rekrutacje i aktywacje komorek wezta. Mozna przypuszczag,
iz komorki pamieci uruchamiaty szybka odpowiedZ humoralng w postaci produkcji
przeciwcial specyficznych dla antygenu bakteryjnego poznanego w czasie

pierwotnego zakazenia.
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6. PODSUMOWANIE WYNIKOW

PIERWOTNE ZAKAZENIE skéry szczura Staphylococcus epidermidis w
grupie z wczesng izolacjg materialu spowodowato znamienne zwiekszenie liczby
komoérek w podkolanowych weztach chtonnych i masy weztéw w poréwnaniu do
grupy kontrolne;.

W ocenie cytometrycznej zwiekszyt sie istotnie statystycznie udziat
procentowy cytotoksycznych limfocytow T 0X8+, makrofagow ED1+ oraz
komoérek wyrazajacych biatko ICAM-1 (CD54+). Zmniejszyt sie natomiast
procentowy udziat komoérek W3/25+ (limfocyty T pomocnicze, makrofagi) w
pelnej zawiesinie komérek weztow.

W okresie 3 tygodni od zakazenia pierwotnego zwiekszyt sie znamiennie
udziat limfocytow T pomocniczych pamieci (CD4+/CD45RC-) oraz
cytotoksycznych T pamieci (CD8+/CD45RC-/CD62L-).

Rozktad komérek w poszczegoélnych strefach wezta chtonnego pozwolit na
szczegbtowq ocene ich dystrybucji.

W ocenie morfometrycznej w badaniu immunohistochemicznym w strefie
brzeznej weztéw zaobserwowano istotne zwiekszenie odsetka komérek W3/13+
(limfocyty T, granulocyty, monocyty), komérek W3 /254 (limfocyty T, makrofagi),
limfocytow T cytotoksycznych OX8+, komorek B, makrofagéw ED1+, komdrek
szpikowych i tymocytow O0X7+, granulocytéw HiS48+, komérek wyrazajacych
biatko MHC Kkl. IT (0X6+) oraz ICAM-1 (CD54+). Wykazano ponadto zmniejszenie
udziatu procentowego komorek CD31+ (komdrki s$rédbtonka, PECAM-1+,
limfocyty B, T, granulocyty i monocyty).

W grudkach chfonnych wezléw zaobserwowano znamienne zwiekszenie
udziatu procentowego komorek wyrazajacych nastepujgce antygeny: W3/13+,
W3/25+, ED1+, CD31+, 0X7+, HiS48+, 0X6+ i CD54+ .

W strefie przykorowej wezt6w wykazano istotne statystycznie zwiekszenie
odsetka komorek wyrazajacych nastepujace antygeny: W3/13+, W3/25+, 0X8+,
B+, 0X62+, ED1+, 0X7+, HiS48+, 0X6+ oraz CD54+.
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W strefie rdzennej wezt6w zaobserwowano znamienne zwiekszenie
udziatu procentowego komoérek wyrazajacych nastepujace antygeny: W3/13+,
W3/25+, 0X8+, ED1+, 0X7+, HiS48+, 0X6+ oraz CD54+.

Po WTORNYM ZAKAZENIU skéry szczura Staphylococcus epidermidis w
grupie z wczesng izolacjg materiatu liczba komoérek w podkolanowych weztach
chtonnych pozostawata na poziomie podobnym do tych po zakazeniu pierwotnym.
Masa weztdw natomiast byta nizsza niz po zakazeniu pierwotnym w grupie z
wczesng izolacjg materiatu.

W ocenie cytometrycznej wykazano istotne zwiekszenie udziatu
procentowego komérek W3/13+, 0X8+, ED1+ oraz zmniejszenie odsetka
populacji limfocytéw B (B+, 0X12+, 0X33+), komoérek 0X7+, 0X62+, 0X6+,
CD54+ oraz aktywowanych limfocytéw T (W3/13+0X6+) i (W3/254+0X6+).

Wtérna odpowiedzZ charakteryzowata sie ponadto znamiennym statystycznie
zwiekszeniem w weztach udziatu procentowego subpopulacji komérek B pamieci
(CD19+CD27+), T pamieci pomocniczych (CD4+/CD45RC-/CD62L-) oraz T
pamieci cytotoksycznych (CD8+/CD45RC-).

Nie zaobserwowano iloSciowych zmian subpopulacji komoérek T
regulatorowych/supresorowych (CD4+/CD25+).

W ocenie morfometrycznej w badaniu immunohistochemicznym po
wtdérnym zakazeniu skory Staphylococcus epidermidis w strefie brzeznej weziow
zaobserwowano znamienne statystycznie zwiekszenie udzialu procentowego
komoérek CD54+. Zmniejszyt sie natomiast istotnie statystycznie odsetek komdrek
wyrazajacych nastepujgce antygeny: 0X62+, ED1+, CD31+ oraz HiS48+.
Pozostate populacje komorkowe pozostaty na poziomie procentowym podobnym
do tego po pierwotnym zakazeniu skory w grupie z wczesng izolacjg materiatu.

W grudkach chfonnych weztéw wykazano istotne statystycznie zwiekszenie
udziatu procentowego komorek CD54+ oraz zmniejszenie odsetka komorek
CD31+. Udziat procentowy pozostatych populacji pozostawat na poziomie
obserwowanym po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg materiatu.

W strefie przykorowej weztow stwierdzono znamienne statystycznie

zmniejszenie udziatu procentowego komoérek wyrazajacych nastepujace antygeny:
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W3/25+, 0X62+, CD31+ i 0OX7+. Pozostate populacje komdérkowe pozostaty na
poziomie procentowym podobnym do tego po pierwotnym zakazeniu skéry w
grupie z wczesng izolacjg materiatu.

W strefie rdzennej weztéw po zakazeniu wtérnym wykazano znamienne
statystycznie zwiekszenie udziatu procentowego komdrek OX8+ oraz istotne
zmniejszenie odsetka komoérek W3/25+, 0X62+ i OX7+. Udziat procentowy
pozostatych populacji pozostawal na poziomie obserwowanym po zakazeniu

pierwotnym w grupie z wczesng izolacja materiatu.
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7. WNIOSKI

Ad. celu 1. Niezmienione proporcje poszczeg6lnych populacji komérkowych
weztéw chtonnych po pierwotnym zakazeniu skory Staphylococcus epidermidis w
grupie z wczesng izolacja materiatu, przy jednocze$nie zwiekszonej bezwzgledne;j
liczbie komdrek mogtyby $wiadczy¢ o tym, iz organizacja komorkowa wezta jest
przygotowana ewolucyjnie na przyjecie antygenu bakteryjnego ze skory, a
odpowiedz polega gtéwnie na zwiekszonej rekrutacji z krwi fenotypéw komdrek

obecnych w wezle juz przed zakazeniem.

Ad. celu 2. Brak zwiekszenia liczby komérek w weztach i masy weztéw po
wtérnym zakazeniu skory Staphylococcus epidermidis ponad warto$ci
zaobserwowane po zakazeniu pierwotnym w grupie z wczesng izolacjg materiatu
sugeruje, ze w wezle moze zachodzi¢ neutralizacja lub eliminacja antygenu

bakteryjnego przez przygotowane juz klony limfocytéw pamieci komérkowe;j.

Ad. celu 3. Chociaz mechanizm neutralizacji lub eliminacji antygenu bakteryjnego
nie zostat zbadany w niniejszej pracy to obserwacja zwiekszenia udziatu
procentowego limfocytéw B i T pamieci, ale nie limfocytow T regulatorowych
mogtaby wskazywa¢ na szybka miejscowa odpowiedZ humoralng przez
przeciwciata specyficzne dla podanego antygenu bakteryjnego wytworzone w

czasie pierwotnego zakazenia.
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9. TABELE WYNIKOW

** p<0,001;
** p<0,01;
*  p<0,05;

* zakazenie pierwotne z wczesng izolacjg materiatu w stosunku do kontroli,

zakazenie pierwotne z wczesng izolacjg materiatu w stosunku do zakazenia

pierwotnego z pdzng izolacja materiatu,

* zakazenie pierwotne z p6Zng izolacja materiatu w stosunku do kontroli,

* zakazenie wtérne z wczesng izolacjg materiatu w stosunku do zakazenia
pierwotnego z wczesng izolacjg materiatu,

* zakazenie wtérne z wczesng izolacjg materiatu w stosunku do zakazenia

pierwotnego z pdZng izolacjq materiatu,

* zakazenie wtérne z wczesng izolacjg materiatu w stosunku do kontroli.
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Tabela 3. Srednie arytmetyczne wartosci liczby komorek (+SEM) w 106/1 g tkanek
podkolanowych weztow chionnych szczuréw w badanych grupach. Analiza statystyczna

wykonana metoda porownan wielokrotnych Tukey a.

grupa kontrola pierwotne pierwotne wtlérne
doswiadczalna zakazenie skory zakazenie zakazenie
S. epidermidis skory skory
Z wczesng S. epidermidis S. epidermidis
izolacja Z p0Zna Z wczesng
materiatu izolacja izolacja
materiatlu materiatu
n=26 n=10 n=7 n=18
liczba komdrek 341,5808 1023,321 657,625 981,4328
w +102,5644 +298,9874 +184,8925 +267,9678
106/1g wezla s

Tabela 4. Srednie arytmetyczne wartosci masy (w gramach + SEM) podkolanowych
weztow chlonnych szczurow w badanych grupach. Analiza statystyczna wykonana metod3

porownan wielokrotnych Tukey a.

grupa kontrola pierwotne pierwotne wtérne
doswiadczalna zakazenie skory | zakazenie skdry zakazenie
S. epidermidis S. epidermidis skory
Z wczesna Z p6zna S. epidermidis
izolacja izolacja Z wczesng
materiatu materiatu izolacja
materiatlu
n=26 n=10 n=9 n=18
0,005243 0,024629 0,0118 0,017353
masa +0,002033 +0,002683 +0,002122 +0,003627
wezla *kk *okok
kK
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Tabela 5. Srednie arytmetyczne (w procentach + SEM) odsetka subpopulacji
komdrkowych w zawiesinie podkolanowych wezlow chfonnych szczurow w badanych
grupach, ocenione w cytometrze przeptywowym. Analiza statystyczna wykonana metoda
porownan wielokrotnych Tukey a.

biatko kontrola pierwotne pierwotne wtérne
powierzchniowe zakazenie skory zakazenie zakazenie
S. epidermidis skory skory
Z wWczesha S. epidermidis S. epidermidis
izolacja Z p6Zna Z wczesng
materiatu izolacja izolacja
materialu materiatu
n=3 n=4 n=4 n=4
W3/13+ 66,968+0,726 69,650+3,361 58,047+6,399 81,203+1,77
k  kk
W3/25+ 56,858+3,327 42,972+1,108 48,287+1,419 46,157+1,033
kkk
0X8+ 26,959+2,875 32,290+1,039 19,293+0,801 37,337+1,709
* k kekk
B+ 31,232+4,679 30,952+1,255 32,047+3,190 20,045+2,548
* %
0X12+ 27,751+1,823 30,372+0,693 32,492+2,827 19,340+1,755
*  kk
0X33+ 29,734+1,533 31,650+1,803 25,472+1,979 19,723+1,694
kK
0X62+ 24,340+5,560 16,448+5,278 14,53+2,872 16,602+1,095
* *
ED1+ 0,912+0,859 9,472+7,007 1,25+1,214 7,922+3,758
* *
CD31+ 51,029+17,337 64,15+14,79 40,982+4,719 52,078+8,165
O0X7+ 54,391+25,109 41,29+6.083 65,662+4.027 32,865+0,546
*
0X6+ 24,889+5,095 30,694+1,621 34,92+1,647 17,612+1,404
¥ kk
CD54+ 30,422+4,824 52,145,112 26,025+3,230 32,35+2,506
k3 *
W3 13+/0X6+ 4,280+0,769 3,695+0,697 1,663+0,431 1,403+0,094
Kk
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Tabela 5. c. d.

W3 25+/0X6+ 4,057+0,836 2,352+0,498 4,067+0,737 1,24+0,154
k% %
0X8+/0X6+ 3,559+0,494 2,546+0,434 1,350+0,453 2,418+0,303
CD4+/CD25+ 3,175+0,108 2,786+0,225 1,612+0,108 3,142+0,441
CD19+/CD27+ 3,050+0,316 3,672+0,270 4,482+0,866 12,544+2,833
* %
CD4+/CD45RC- 3,023+0,442 2,870+0,481 7,885+0,331 7,262+1,294
Kk
CD4+/ CD45RC-/CD62L- 5,683+0,455 4,386+0.605 7,045+0,126 11,160+2,717
*
CD4+/ CD45RC-/CD62L+ | 0,143+0,069 0,462+0,161 0,212+0,047 0,655+0,173
CD8+/CD45RC- 0,947+0,073 1,465+0,161 1,52+0,092 2,287+0,716
*
CD8+/ CD45RC-/CD62L- 2,117+0,136 2,247+0.810 4,275+0,412 2,635+0,291
CD8+/ CD45RC-/CD62L+ | 0,190+0,047 0,295+0,027 0,267+0,099 0,407+0,091
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Tabela 6. Srednie arytmetyczne (w procentach+ SEM) odsetka subpopulacji komdrkowych w
kolejnych strefach podkolanowych weztow chfonnych szczuréw w badanych grupach, ocenione w
programie Microimage. Analiza statystyczna wykonana metodg porownan wielokrotnych Tukey a.

1 - strefa brzezna, 2 - grudki chfonne, 3 - strefa przykorowa, 4 - strefa rdzenna

biatko strefa kontrola pierwotne pierwotne wtérne
powierz- | wezla zakazenie skory zakazenie skory zakazenie
ATREOTE S. epidermidis S. epidermidis skory
Z wczesng z p6Zna S. epidermidis z
izolacja izolacja wczesng izolacja
materiatu materiatu materiatu
n=4 n=4 n=3 n=4
1 2,44 +0,07 10,25 + 1,06 kK% 3,10 +0,03 1036 + 1‘15***
WEY/ERD 3 | 2297:213 30,41 + 2,96 * 27,64 + 0,61 27,83 +3,60
4 | 451 +1,05 19,12+ 0,80 ¥** | 1686+ 0,61 20,05 +1,43
1 549 +0,58 1012 + 1,45 * 6,12 + 0,06 9,62 +0,36
kK
2 | 550 +099 14,37 4 0,65 ¥F* | 634 £0,16 13,56.+1,07
Kk
29,06 + 2,00
R 3 19,86 + 1,27 36,82+ 075 ¥** | 24514045
. 16,45 + 0,90™*
4 6,67 +0,73 22,46 + 1,24 13,24 +1,07
1 1,45 +0,33 487 +0,84 k% 510 +0,71 2,92 +0,45
2 0,97 +0,04 492 +0,11 549 +0,82
3,20 +0,65
0X8+ kkk
30,30 +0,94
3 18,96 + 1,36 3152 + 1,10 ¥H* 17,47 + 1,41 +
4 586 +2,50 931 +051 *% 16,31+0,71 1643 + 0,60%F*
1 11,02 + 0,23 18,70 + 1,61 * 19,69 + 0,04 19,64 +2,50
2 20,60 + 2,14 25,01+ 0,37 31,16 +2,68
28,10+ 1,00
B+
1 12 1 2 47 27
3 ,30 £ 0, 6,40 +0,23%%¥ 6,61 + 0,6 547 +0,
4 1,52 + 0,16 2,80 + 0,19 359 +1,49
4,42 +0,53
1 527 +0,23 565 +1,25 0,81 +0,10 275 + 0,31%
2 12,02 +1,72 847 +189 1,64 +0,25 10,89 +2,21%
kkesk
0X62+ 3 3,09 +0,29 10,92+0,58 2,80 +0,12 650 +094%%
*k
7,10 +0,20
4 5,29 +0,54 ’ = 3,08 +0,72
3,61 +0,417%%
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Tabela 6. c. d.

1,66 0,28 454 +0,74F% 0,94 +0,10 245 +040%
0,81 10,11 6,4-2 + 1‘90* 0,59 10,17 6r55 iz;lo
ED1+ 565 +0,25 12,37 + 0,58* 4,70 +0,35 10,53 +2,61
5,75 +0,77 15,51 +2,35% 10,73 + 0,90 16,83 +311
16,00 1,96 10,86 + 0 81*F 890 +0.27 387 +027 %%
skkk
347 +0,17 2115 + 068*¥* | 6,68 0,32 1315 £ 041
e kksk
CD31+ 10,94 + 1,57 1073 + 087 510 +0,10 366 +090%
11,97 + 1,89 11,12 + 0,69 9,59 +0,24 16,58 +1,53 %
3,02 +0,04 1237 +15,%F* | 883 £033 947 +0,15
1,60 +0,51 793 +080% 6,22 +0,29 820 +218
0X7+ Kok 13,11 +0,89™%
10,11 + 3,00 23,99 +0,99 9,00 +0,48
s 11,78 + 0,80
8,64 +0,73 17,26 +0,73 15,52 + 0,69 "
0,00 0,00 322 1073 %%% | 000 £0,00 038 +016**
0,65 +0,07 * 031 +0,03
= 515 0,54 586 +2,25
HiS48+ sk
142 0,10 829 +0,59 2,90 +0,19 613 +161*
1,47 +0,12 7,60 +0,85% 2,05 +0,50
104 +3,50
10,47 + 0,93 2001 « 175%%% | 2468082 24,64 + 1,02
14,99 + 1,75 33,07 +247%% | 24874173 31,82 +5,00
D 14,78 + 1,31 24,15 +043%%* | 18,28+ 0,67 2590 +1,57%%F
9,74 +0,41 24,68 +0,82F** | 17574044 27,80 +0,67
6,71 +1,56 1307 + 051% 13,56 + 0,66 20,27 + 1,50 ¥F*
skkk
2,91 10,58 19,33 + 1'25*** 22,01 +0,16
- 30,42 + 1,17 F**
D54+ 13,57 + 0,25 2130 + 0,74%%% | 1848+ 0,54 *kk
19,59 +0,73
6,70 +0,42 1544 + 2,33%* [ 1673+ 0,06
19,04 +0,56
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