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Stowniczek

Stowniczek u zytych skrotow.

Ab - przeciwciato
ACTH - (adrenocorticotrophic hormone) hormon adrenokortykotropowy,

kortykotropina

Ag - antygen
APC - (antigen presenting cell) komorka prezentujgca antygen
CARS - (compensatory anti-inflammatory response syndrom) kompensacyjny

zespot odpowiedzi przeciwzapalnej

CD - (cluster of differentiation) kompleks roznicowania

CRH - (corticotropin releasing hormone) hormon uwalniajgcy kortykotropine
DETC - (dendritic epidermal T cell) dendrytyczny naskorkowy limfocyt T
EDTA - kwas etylenodwuaminoczterooctowy, kwas wersenowy

FCS - (foetal calf serum) ptodowa surowica cieleca

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny

GlyCAM - (glycosylation-dependent cell adhesion molecule) czgsteczka adhezji

komoérkowej zalezna od glikozylacii
GM-CSF - (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw
HEV - (high endothelial venule) zytka z wysokim srodbtonkiem
HPA - (hypothalamic-pituitary-adrenal axis) o$ podwzgorzowo-
przysadkowo-nadnerczowa
HSP - (heat-shock proteins) biatka szoku termicznego
ICAM - (intercellular adhesion molecule) czgsteczka adhezjii

miedzykomorkowej

IFN - interferon

Ig - immunoglobulina

IL - interleukina

KGF - (keratinocyte growth factor) czynnik wzrostu keratynocytéw
LFA - (lymphocyte function-associated antigen) antygen zwigzany z

czynnoscig limfocytow

mAb - (monoclonal antibody) przeciwcialo monoklonalne

MadCAM - (mucosal addressin cell adhesion molecule) czgsteczka adhezji
komorkowej bedgca adresyng bton sluzowych

MHC - (major histocompatibility complex) gtéwny uktad zgodnosci tkankowej
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MICA - nieklasyczne czgsteczki MHC posiadajace tancuch a klasy Ib
MICB - nieklasyczne czagsteczki MHC posiadajace tancuch 3 klasy 1b
MLN - (mesenteric lymph node) wezet chtonny krezkowy

MODS - (multiorgan dysfunction syndrome) zespot niewydolnosci

wielonarzadowej

NK - komoérka NK

PBS - zbuforowana fosforanami sél fizjologiczna, pozbawiona jonéw wapnia
i magnezu

PCL - chlorek pikrylu (hapten)

PE - fikoerytryna

PGE2 - prostaglandyna E2

PLN - (peripheral lymph node) wezet chtonny obwodowy

PP - (Peyer’s patches) kepki Peyera

RC - (rabbit complement) liofilizowany dopetniacz kroliczy

RPMI - RPMI 1640, podtoze do hodowli komorek

SIRS - (systemic inflammatory response syndrom) zespo6t uogolnionej reakciji
zapalnej

SPL - (spleen) sledziona

TCR - (T-cell receptor) receptor limfocytow T

Tef - limfocyt T efektorowy

TGF - (transforming growth factor) transformujacy czynnik wzrostu

TH - (T helper) limfocyt T pomocniczy

TNF - (tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworu

TNP - trgjnitrofenyl

Tr - limfocyt T regulacyjny

VCAM - (vascular cell adhesion molecule) czasteczka adhezji komérkowej
naczyn

VLA - (very late antigen) antygen bardzo p6zny

Indeks " lub ~ oznacza istnienie (%) lub brak () odpowiedniej cechy

Znak I oznacza defektywng homozygote z niefunkcjonalnym genem danej cechy



Wstep

1. Wstep

1.1. Charakterystyka urazu.

W wyniku urazu dochodzi do przerwania barier ochronnych organizmu
i zwigzanej z tym destrukcji tkanek i komorek gospodarza. Nastepstwem tych
zjawisk jest oligowolemia (hypowolemia) oraz pojawienie sie duzej ilosci wtasnych
antygendw cytoplazmatycznych, jak réwniez licznych antygenéw obcych na terenie
ustroju. W odpowiedzi na uraz organizm reaguje szeregiem zmian o charakterze
obronno-adaptacyjnym. Celem tych zmian jest odseparowanie i ograniczenie
miejsca urazu, przywrdcenie objetosci krwi krgzacej, zapobiezenie infekciji,
pobudzenie odbudowy zniszczonych tkanek i usuniecie tkanek martwiczych (1).
Obserwowane zmiany majg charakter kompleksowy i obejmujg procesy
zachodzgce z udziatem ukiadu odpornosciowego, neurohormonalnego, a takze
dotyczg przemian wodno-elektrolitowych oraz metabolicznych (procesy
kataboliczno-anaboliczne). Stopieh nasilenia odpowiedzi organizmu uzalezniony
jest przede wszystkim od ogdlnego stanu ustroju oraz charakteru i sity przebytego
urazu (2, 3, 4, 5). W przypadku urazéw niewielkich reakcja obronna ustroju jest
ograniczona do miejsca uszkodzenia i jej przebieg ma charakter lokalny. Natomiast
rozlegte urazy mechaniczne, poparzenia, jak réwniez ciezkie urazy powstajgce
w trakcie zabiegu operacyjnego wywotujg zazwyczaj odpowiedz organizmu
0 charakterze uogolnionym, okreslang obecnie jako ,zespoOt uogolnionej reakcji
zapalnej” [Systemic Inflammatory Response Syndrom (SIRS)] (6, 7, 8).

Jak juz wspomniano, w wyniku urazu dochodzi do mobilizacji zyciowo
waznych systemOw organizmu, w tym ukfadu odpornosciowego oraz
neurohormonalnego. W pierwszej fazie odpowiedzi na uraz szczegdélng role
odgrywajg mediatory zapalenia uwalniane przez srédbtonek uszkodzonych naczyn,
komorki fagocytujgce i limfocyty. Wsréd wydzielanych w tym czasie substanciji
szczegblne znaczenie odgrywajg cytokiny prozapalne (TNF-a, IL-13, IL-2, IL-6,
IL-8, IL-12, IFNy, GM-CSF), aminy biogenne (histamina, serotonina), eikozanoidy
(prostaglandyny, tromboksany, leukotrieny), a takze inne mediatory zapalenia, takie
jak miedzy innymi tlenek azotu (NO), wolne rodniki tlenowe oraz bialka ostrej fazy
(9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17). Uwolnione cytokiny stymulujg i kontrolujg

przebieg reakcji zapalnej. Pod ich wptywem dochodzi do zwiekszonej ekspresji
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czasteczek adhezyjnych na komodrkach srodbtonka naczyh oraz na powierzchni
leukocytéw, co z kolei sprzyja naptywowi komoérek uktadu odpornosciowego do
ogniska zapalenia (18, 19, 20). Pod kontrolg cytokin sg takze procesy krzepniecia
i fibrynolizy, dzieki ktérym nastepuje odseparowanie miejsca urazu i ograniczenie
zakresu reakcji zapalnej (21, 22, 23).

Jednoczesnie aktywacji ukfadu odpornosciowego towarzyszy pobudzenie
odpowiedzi neurohormonalnej. W nastepstwie stymulacji autonomicznego ukladu
nerwowego oraz osi podwzgdrzowo-przysadkowo-nadnerczowej (HPA) dochodzi
do wydzielenia hormonu uwalniajgcego kortykotropineg (CRH), kortykotropiny
(ACTH), kortyzolu i katecholamin, a takze prolaktyny i hormonu wzrostu. (11, 23,
24). W efekcie, w krotkim czasie po wystgpieniu urazu, ulega zmianie metabolizm
ustroju (katabolizm pourazowy) i dochodzi do przesunie¢ wodno-elektrolitowych
(25, 26). Zakres i czas trwania zmian obserwowanych w obrebie obu ukladdéw jest
rézny i zalezy od charakteru oraz stopnia nasilenia przebytego urazu (27). Warto
tutaj podkresli¢, ze reakcja neurohormonalna modyfikuje przebieg odpowiedzi
zapalnej, wywierajac wptyw zaréwno stymulujacy, jak i hamujacy. Z jednej strony
bowiem wydzielany przez przysadke hormon wzrostu i prolaktyna, a takze czynnik
hamujacy migracje makrofagow MIF, ktory uwalniany jest réwniez przez biorace
udziat w reakcji zapalnej limfocyty T, oddziatujg immunostymulujgco (28, 29, 30).
Z drugiej zas uwalniane przez nadnercza glikokortykosteroidy wywierajg efekt
immunosupresyjny poprzez zmniejszenie sekrecji cytokin prozapalnych (TNF-a,
IFN-y, IL-1, IL-12) przy jednoczesnym zwigkszeniu syntezy cytokin
przeciwzapalnych, takich jak miedzy innymi IL-4 oraz IL-10, jak rowniez na drodze
ograniczenia migracji komérek do miejsca zapalenia, a takze poprzez indukcje
apoptozy limfocytow (31, 32, 33, 34, 35). Podobny immunosupresyjny
i immunomodulacyjny efekt wywierajg uwalniane w nastepstwie stresu
katecholaminy, w wyniku czego w krétkim czasie od wystgpienia urazu rozwijajacej
sie reakcji zapalnej towarzysza symptomy ostabienia odpornosci (23, 36).

Ogét zmian posiadajgcych  charakter immunosupresyjny,  ktére
obserwowane sa podczas rozwoju i na skutek zapalenia, okre$lany jest obecnie
jako ,kompensacyjny zesp6t odpowiedzi przeciwzapalnej]” [Compensatory Anti-
inflammatory Response Syndrom (CARS)] (37, 38). Istotg CARS jest kontrola
stopnia nasilenia reakcji zapalnych i przywrécenie stanu homeostazy organizmu.
Powr6t chorego do zdrowia po przebytym urazie zalezy od witasciwego bilansu

pomiedzy odpowiedzig pro- (SIRS) i przeciwzapalng (CARS)(39). Zaréwno
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krytycznie nadmierna, nieskompensowana odpowiedz zapalna organizmu, jak
i brak kontroli stopnia nasilenia odpowiedzi przeciwzapalnej (CARS), moga
w konsekwencji prowadzi¢ do wystgpienia zespotu niewydolnosci wielonarzagdowej
[Multiorgan Dysfunction Syndrome (MODS)], a w niektérych przypadkach nawet do
Smierci chorego (12, 40).

Pierwsze symptomy rozwoju reakcji przeciwzapalnej widoczne sg wkrétce
po wystapieniu urazu i zwigzane sg z uwolnieniem cytokin przeciwzapalnych (IL-4,
IL-10, IL-13 oraz TGF-B) (9). Uwolnienie tych mediatorow stymulowane jest przez
cytokiny zapalne oraz wydzielane w odpowiedzi na uraz hormony stresowe,
z ktérych najistotniejszg role wydajg sie odgrywaé kortyzol i katecholaminy.
Uwolnione cytokiny przeciwzapalne hamujg odpowiedz zapalng poprzez supresje
produkcji mediatoréw zapalenia (41). Mimo ze dzialanie supresyjne cytokin nie jest
jedynym mechanizmem supresji reakcji zapalnej, to warto jednak podkresli¢, iz to,
jakie cytokiny dominujg w odpowiedzi — prozapalne czy przeciwzapalne - ma
istotne znaczenie dla dalszego przebiegu i charakteru odpowiedzi immunologicznej
(42, 43).

Stan immunosupresji pourazowej dotyczy szeregu aspektow odpowiedzi
immunologicznej, zarébwno nieswoistej jak i swoistej. Zmiany w funkcjonowaniu
uktadu immunologicznego majg zwykle charakter przejsciowy i widoczne sg
w ciggu kilkunastu dni od wystgpienia urazu, a najwieksze ich nasilenie przypada
na pierwsze 3 do 7 dni po urazie. Wiekszos¢ parametrow odpowiedzi
immunologicznej powraca do wartosci wyjsciowych w ciggu dwoch tygodni od chwili
urazu (44, 45).

1.2. Wptyw urazu na odpowied Z immunologiczn 3.

Od szeregu lat wptyw réznego rodzaju urazéw, w tym urazéw operacyjnych,
na odpowiedz immunologiczng byt przedmiotem licznych prac badawczych. | tak,
wielu autoréw wykazato zaburzenia odpowiedzi nieswoistej na skutek przebytych
urazoéw. Wyniki badan klinicznych pacjentbw po przebytych urazach
mechanicznych i oparzeniach wskazujg na zaburzenia poziomu skladnikéw
dopetniacza (wzrost sktadnika C3), ktére mogq by¢ zwigzane z rozwojem zespotu
niewydolnosci wielonarzgdowej MODS (46, 47, 48). Istnieje takze wiele doniesien

wskazujacych na zaburzenia funkcji fagocytarnej komérek dendrytycznych oraz
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makrofagéw w nastepstwie urazu (49). W wyniku urazu obserwowano réwniez
ostabienie chemotaksji neutrofildbw oraz zmniejszenie ich zdolnosci bakteriobdjczej
(50, 51). Zaréwno badania kliniczne, jak i doswiadczalne wskazujg na zmniejszenie
ekspresji antygenéw uktadu zgodnosci tkankowej MHC klasy |l oraz prezentacji
antygendéw przez komorki prezentujgce antygen [APC] w wyniku przebytych urazéw
(52). Wreszcie wielu autoréw wskazuje na zahamowanie aktywnosci komorek NK
zarébwno w wyniku urazéw ekperymentalnych, jak i zabiegdéw klinicznych (53).

Podobnie wptyw urazu na odpowiedz swoistg, komérkowa i humoralng, byt
tematem licznych badanh klinicznych i eksperymentalnych. Warto w tym miejscu
nadmienié, ze cho¢ wczesniejsze badania dostarczyty wielu cennych informacji, to
czesto byly to informacje wzajemnie sprzeczne i przez to trudne do interpretaciji.
Z jednej strony bowiem liczne badania wskazywaly, ze w nastepstwie urazu
dochodzi do obnizenia odpornosci zarowno komorkowej, mediowanej przez
limfocyty T, jak i humoralnej z udziatem limfocytéw B. Z drugiej natomiast strony
wielu autoréw wskazywalo na podwyzszenie niektérych parametréw odpornosci
(np. odpowiedzi humoralnej) lub brak wpltywu urazu na badane parametry (54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61).

Niezwykle istotne dla lepszego zrozumienia mechanizmu zaburzen
odpornosci zwigzanych z przebytym urazem wydaje sie byé wykazanie
heterogennosci fenotypowej oraz funkcjonalnej limfocytéw T. Obecnie wiadomo, ze
kluczowg role w odpowiedzi komérkowej odgrywajg limfocyty, ktére powszechnie
nazywa sie limfocytami Tap. Komorki te rozpoznajg antygen za pomoca receptora
antygenowego TCR zbudowanego z tancuchow a i 3. Z kolei w oparciu o ekspresje
koreceptorow CD4 oraz CD8 limfocyty TaB mozna podzieli¢ na limfocyty Tap CD4"
oraz TaB CD8*. W obrebie limfocytow Tap CD4", zwanych réwniez komérkami T
pomocniczymi (TH), wyrdznia sie dwie populacje komoérek: limfocyty pomocnicze
typu pierwszego TH1 oraz limfocyty pomocnicze typu drugiego TH2. Obie
populacje komérek TH r6znig sie w spos6b istotny miedzy sobg rodzajem
uwalnianych cytokin oraz typem odpowiedzi immunologicznej, w ktérej biorg udziat.

Limfocyty TH1 wydzielajg gtéwnie IL-2, IFN-y oraz TNF-B i odgrywajq
kluczowg role w jednym z typoéw odpowiedzi komorkowej, ktorej klasycznym
przyktadem jest reakcja nadwrazliwo$ci typu poznego. Z kolei limfocyty TH2
uwalniajg przede wszystkim IL-4, IL-6, IL-10 oraz IL-13 i sg niezbedne dla pelnej

aktywacji limfocytéw B w przebiegu odpowiedzi humoralnej.
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Warto podkresli¢, ze istnieje szereg czynnikdw decydujgcych o tym, czy
w odpowiedzi beda dominowa¢ limfocyty TH1, czy tez komérki TH2. Wiadomo
miedzy innymi, ze poza rodzajem antygenu, jego dawkg i sposobem podania, na
przebieg odpowiedzi immunologicznej ma réwniez wptyw $rodowisko cytokinowe
w miejscu indukcji odpowiedzi mediowanej przez komorki T. | tak, IL-12 oraz IFN-y
sprzyjaja rozwojowi odpowiedzi komoérkowej mediowanej przez limfocyty THL,
podczas gdy IL-4 oraz IL-6 preferencyjnie stymulujg rozwoj odpowiedzi humoralnej
z udziatem komorek TH2. Jednoczesnie cytokiny uwalniane przez obie populacje
komorek TH1 i TH2 oddziatujg na siebie wzajemnie antagonistycznie, co stanowi
jeden z mechanizmow regulacji odpowiedzi immunologicznej (62, 63).

Zgodnie z przyjetym obecnie modelem opisujgcym wplyw urazu na
odpornos¢, pierwsza faza odpowiedzi organizmu, ktéra ma charakter prozapalny
i w przypadku urazéw ciezkich moze prowadzi¢ do rozwoju reakcji SIRS, zwigzana
jest z rozwojem odpowiedzi typu TH1 (tj. z pobudzeniem odpowiedzi komoérkowe))
(64, 65, 66). Z kolei rozwijajgca sie w okresie od kilku godzin do kilku dni po
wystgpieniu urazu odpowiedz przeciwzapalna, ktéra w przypadku ogélnoustrojowej
reakcji na uraz okreslana jest obecnie jako kompensacyjny zespét odpowiedzi
przeciwzapalnej (CARS), zwigzana jest z zahamowaniem odpowiedzi komdrkowej
(TH1) oraz przesunieciem réwnowagi w kierunku odpowiedzi humoralnej (TH2),
z jednoczesng sekrecjg cytokin przeciwzapalnych (67, 68).

Mechanizm zmiany profilu uwalnianych przez komorki TH cytokin pod
wplywem urazu nie zostat do dzis w petni wyjasniony. Wyniki badan prowadzonych
w ostatnich latach sugerujg, ze istotne znaczenie odgrywa tutaj stymulacja syntezy
IL-10 oraz supresja produkcji IL-12 (69, 70, 71). | tak, glikokortykosteroidy hamujg
odpowiedz komodrkowg zaréwno poprzez bezposredni wplyw na limfocyty T
i komérki NK, ktéry prowadzi do obnizenia ekspresji receptorow dla IL-12, jak
rowniez przez zahamowanie wydzielania IL-12 przez komorki prezentujgce
antygen (31). Z kolei uwolnione w nastepstwie urazu katecholaminy hamujg
wydzielanie IL-12 i jednoczesnie silnie pobudzajg synteze IL-10, co w konsekwencji
hamuje powstanie, proliferacje i aktywacje limfocytow TH1 (72). Podobny efekt
wywiera uwalniana przez pobudzone komoérki tuczne histamina, ktéra oddziatujgc
poprzez receptory H2, obecne na powierzchni monocytéw, hamuje wydzielanie
IL-12 i stymuluje produkcje IL-10 (73). Na zahamowanie produkcji IL-12 przez
monocyty silnie wpltywa réwniez sama IL-10 oraz wydzielane przez monocyty
prostaglandyny E2 (PGE2) (74, 75, 76, 77). Prostaglandyny E2 hamujg ponadto
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ekspresje receptora dla IL-12 (IL-12RB1 oraz IL-12RB2) na aktywowanych
limfocytach krwi obwodowej (78).

Istotne znaczenie w procesie pourazowago zahamowania odpowiedzi
komoérkowej odgrywajg takze limfocyty Ta CD8*. Wedtug klasycznego opisu
komérek TaB CD8" mozna wyrézni¢ dwie gtéwne populacje komoérek CDS8", tj.
limfocyty T cytotoksyczne (Tc), zaangazowane w odpowiedzi komdrkowej
powstajgcej miedzy innymi w zakazeniach wirusowych, oraz limfocyty T supresyjne
(Ts), majace zdolnos¢ do negatywnej regulacji odpowiedzi immunologicznej. Warto
rowniez podkreslic, ze komdrki TapB CD8", podobnie jak limfocyty Ta3 CD4", sg
zdolne do uwalniania cytokin zaréwno profilu TH1 (komorki Tcl), jak i TH2 (komorki
Tc2) (79, 80). Wyniki badan klinicznych i laboratoryjnych ostatnich lat wskazuja, ze
to wlasnie limfocyty TaB CD8", a nie TaB CD4", odpowiedzialne sg za rozwdj
odpowiedzi obserwowanej w nastepstwie urazu, w trakcie ktérej dochodzi do
sekrecji cytokin przeciwzapalnych, przypominajacych swym sktadem wzor
cytokinowy komoérek TH2 (81, 82).

W kontekscie powyzszych rozwazan nalezy dodaé, ze tradycyjny podziat
limfocytéw T na limfocyty Tap CD4" oraz Tap CD8", ktéry, jak uwazano, pokrywat
sie z podzialem limfocytdw odpowiednio na limfocyty pomocnicze (TH) oraz
limfocyty T supresyjne i limfocyty T cytotoksyczne, ma dzi$ juz mniejsze znaczenie
praktyczne. Tradycyjny podziat limfocytbw T zostat w potowie lat 80-tych
uzupetniony o nowa populacje komdrek T, ktére rozpoznajg antygen przy uzyciu
receptora TCR zbudowanego z tancuchéw y oraz &. Limfocyty T tej populacji
okresla sie mianem komorek Tyd. Limfocyty Tyd, podobnie jak komorki Taf3, majg
na swojej powierzchni czgsteczki CD3, ale w wiekszosci komérki te nie posiadajg
ani koreceptorow CD4, ani CD8. Obecnos¢ limfocytbw Tyd potwierdzono

u wszystkich dotychczas badanych kregowcéw.

1.3. Limfocyty T yo.

Oprécz odmiennej budowy receptora rozpoznajgcego antygen, limfocyty Tyd
odréznia od limfocytow Ta szereg cech morfologicznych i funkcjonalnych, a takze
inny przebieg rozwoju ontogenetycznego. Limfocyty Tyd dojrzewajg w grasicy hieco

wczesniej niz limfocyty Taf, przy czym czes¢ komoérek tej populacji podlega
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réznicowaniu takze poza grasicg, w btonach sluzowych przewodu pokarmowego.
Proces dojrzewania limfocytow Tyd w grasicy ma nietypowy przebieg, ktory
zwigzany jest z podlegajacq Scistej kontroli mechanizméw regulacyjnych,
zaprogramowang rearanzacjg okreslonych segmentéw genu Vy (83, 84, 85, 86, 87).
W wyniku tego procesu dojrzate limfocyty Tyd opuszczajg grasice i zasiedlajg tkanki
obwodowe tzw. falami. Proces dojrzewania limfocytéw Tyd najdoktadniej poznano
u myszy. U tych zwierzat jako pierwsze dojrzewajg limfocyty T, ktérych receptory
TCR wykorzystujg segmenty Vy3 oraz Vdl. Wkrétce po nich powstajq limfocyty T,
ktorych receptor TCR wykorzystuje segmenty Vy4 i Vd1. Obie populacje komorek
posiadajg receptory TCR, ktére ze wzgledu na catkowity brak zmiennosci na
zlgczach oraz uzycie tych samych segmentéw gendéw V, D, J cechuje brak
réznorodnosci. Dojrzate komorki Tyd po opuszczeniu grasicy zasiedlajg odrebne
tkanki obwodowe: komorki Vy3 docierajg do skoéry, a limfocyty Vy4 wedrujg do bton
Sluzowych zenskich narzadéw piciowych (88). Kolejne fale dojrzewajgcych
limfocytéw Tyd cechuje wieksze zréznicowanie receptoréw TCR, ktore wigze sie nie
tylko z uzyciem réznych genéw V i J (dla fancucha y) oraz V, D i J (dla tahcucha o),
ale takze z wykorzystaniem zmiennosci na zigczach (88). | tak, kolejna
subpopulacja limfocytow Tyd posiada receptor TCR, ktéry wykorzystuje segmenty
Vy2 wraz z segmentami V&5, Vo6 lub Vd7. Komorki te obecne sg we krwi
i narzadach limfatycznych dojrzatych myszy.

Na uwage zastuguje wyjatkowa dystrybucja limfocytow Tyd w organizmie.
U ludzi oraz u wiekszosci badanych zwierzat limfocyty Tyd stanowig niewielki
odsetek (1-10%) limfocytow T krwi obwodowej oraz obwodowych narzgdoéw
limfatycznych (89). Szczegdlnie licznie komérki te reprezentowane sg natomiast
w tkance nabtonkowej jelita i w skorze niektorych gatunkéw zwierzat. Posréd
srodnabtonkowych limfocytow jelita (IEL) myszy komérki Tyd stanowig okoto 50%
wszystkich limfocytéw, natomiast u ludzi odsetek ten wynosi okoto 20% (90).
U myszy limfocyty Tyd najliczniej reprezentowane sga w skorze, gdzie wystepujg
jako dendrytyczne naskorkowe limfocyty T (DETC), posiadajace na swojej
powierzchni receptor TCR Vy3/Vdl (88). Tymczasem u ludzi komorki Tyd
rozmieszczone sg bardziej réwnomiernie i stanowig zaledwie kilka procent
limfocytébw T srédnaskoérkowych. Rozmieszczenie limfocytéw Tyd w strategicznie

waznych tkankach (to jest na granicy ze srodowiskiem zewnetrznym) umozliwia im
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szybka reakcje na napotkane antygeny, zaréwno obce jak i wkasne, pojawiajace sie
na przyklad w nastepstwie urazu fizycznego lub infekcji. Liczne badania na
zwierzetach wykazatly, ze komérki DETC rozpoznajg antygeny wiasne ustroju,
prezentowane przez uszkodzone keratynocyty (91, 92). Aktywowane tg drogg
komorki Tyd uwalniajg m.in. czynnik wzrostu keratynocytow (KGF), stymulujac
w ten sposob proces odbudowy uszkodzonych tkanek i gojenie ran (93, 94).

Wiekszos¢ limfocytow Tyd rozpoznaje antygeny, ktére nie zostaly poddane
obrébce przez komérki APC i nie sg w zwigzku z tym prezentowane z udziatem
antygendéw uktadu zgodnosci tkankowej MHC klasy | lub II. Dzieki temu wachlarz
antygendéw rozpoznawanych przez komorki Tyd jest bardzo szeroki i obejmuje m.in.
peptydy, antygeny niebiatkowe (np. ufosforylowane metabolity bakteryjne,
wielocukry, kwasy tluszczowe), czasteczki MICA i MICB, biatka szoku cieplnego
(HSP) (95, 96, 97). Spos6b rozpoznawania i rodzaj rozpoznawanych antygendw to
jedne z gtéwnych cech odrozniajacych limfocyty Tyd od komaorek Taf.

Limfocyty Tyd stanowig heterogenng populacje komoérek, zréznicowng nie
tylko pod wzgledem morfologicznym, ale takze funkcjonalnym. Istniejg doniesienia
Swiadczace o zaangazowaniu limfocytow Tyd w regulacje przebiegu procesu
zapalnego ( 98, 99, 100, 101). Liczne badania wskazujg na udziat limfocytow Tyd
w odpowiedzi przeciwzakaznej podczas réznego rodzaju infekcji wirusowych,
bakteryjnych i pasozytniczych (102). Znaczna czes¢ limfocytow Tyd przejawia
zdolno$¢ do cytotoksycznosci komérkowej zaleznej od przeciwcial, a takze do nie
podlegajacej restrykcji MHC spontanicznej cytotoksycznosci wobec komorek
zmienionych nowotworowo (103, 104). Ponadto istnieje szereg doniesien na temat
udziatu komérek Tyd w schorzeniach o podiozu autoimmunizacyjnym (105).
Limfocyty Tyd poza swg aktywnoscig cytotoksyczng, a nawet pomocniczg
w przypadku odpowiedzi na niektére antygeny rozpoznawane przez komorki B,
posiadajg rowniez bardzo istotng funkcje immunoregulacyjng. Warto zaznaczy¢, ze
komorki Tyd w zaleznosci od tego, na jakim etapie odpowiedzi immunologicznej
zostaly aktywowane, mogg stymulowa¢ lub hamowa¢ odpowiedZz immunologiczng
(106, 107, 108). Liczne prace doswiadczalne wskazujg takze na zdolnos¢
limfocytéw Tyd do uwalniania cytokin charakterystycznych zaréwno dla odpowiedzi
typu TH1 (IL-2, IFN-gamma), jak i TH2 (IL-4, IL-10) (108, 109). Warto podkresli¢, ze
biorgce udziat w odpowiedzi immunologicznej limfocyty Tyd aktywowane sg zwykle

wczesniej niz limfocyty Tap (109). W zwigzku z powyzszym limfocyty
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Tyd aktywowane we wczesnej fazie odpowiedzi immunologicznej moga, poprzez
mozliwo$¢ kreowania odpowiedniego s$rodowiska cytokinowego w miejscu
rozpoznania antygenu przez komorki Tap, wplywaé w istotny sposéb na dalszy
przebieg odpowiedzi antygenowoswoistej.

Oprécz zdolnosci do wydzielania réznego rodzaju cytokin i czynnikow
wzrostu aktywowane limfocyty Tyd uwalniajg takze szereg chemokin. Zaréwno
pobudzone komorki DETC, jak i intraepitelialne limfocyty Tyd jelita uwalniajg
limfotaktyne, ktéra wydaje sie odgrywac kluczowsg role w przycigganiu komaorek
zapalnych do uszkodzonych tkanek (110).

Udziat limfocytow Tyd w regulacji odpowiedzi immunologicznej nie ogranicza
sie jedynie do przesuniecia réwnowagi z TH1 w kierunku TH2 lub odwrotnie, lecz
zwigzany jest rowniez z aktywnoscig supresyjng oraz kontrasupresyjng komorek
Tyd. Istnieje szereg prac mowigcych o kontrasupresyjnym, tj. pozytywnym wptywie
limfocytébw Tyd na odpowiedz immunologiczng. Wykazano miedzy innymi, iz dla
powodzenia adoptywnego transferu zaréwno odpowiedzi komérkowej, jak réwniez
odpowiedzi humoralnej, niezbedna jest obecnos¢ komoérek Tyd. We wspomnianych
badaniach wykazano, ze limfocyty Tyd posiadajg zdolnos¢ do ochrony komérek T
efektorowych przed dziataniem limfocytow T supresyjnych zarowno w przypadku
odpowiedzi komorkowej, jak i humoralnej (111, 112, 113, 114). Z kolei dalsze
badania prowadzone w oparciu o0 zwierzecy model stwardnienia rozsianego
wykazaly, ze dzialanie kontrasupresyjne limfocytow Tyd zwigzane jest ze
stymulacjg komérek APC do sekrecji IL-12 (105).

Limfocyty Tyd poza swym pozytywnym, kontrasupresyjnym wplywem na
mechanizmy obronne organizmu moga rowniez dziata¢ hamujgco na reakcje
odpornosciowe. | tak w badaniach doswiadczalnych wykorzystujgcych model
reakcji nadwrazliwosci kontaktowej wykazano, ze podanie wysokiej dawki antygenu
defektywnym szczepom myszy TCRa-/- powoduje indukcje komérek Tyd
o aktywnosci supresyjnej (115, 116, 117, 118, 119). Istniejg réwniez doniesienia
0 udziale komorek Tyd supresyjnych w regulacji odpowiedzi immunologicznej
w modelu doswiadczalnym astmy, w reakcji odrzucania przeszczepu
allogenicznego, jak rowniez w hamowaniu reakcji zapalnej w osrodkowym uktadzie

nerwowym (120).
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1.4. Wedrowka limfocytéw T w ustroju

Na zakres i charakter odpowiedzi immunologicznej ustroju na uraz wptywajq
nie tylko zmiany funkcjonalne komorek ukfadu odpornosciowego, ale takze ich
wihasciwa dystrybucja w obrebie tkanek i narzadéw organizmu.

Powszechnie wiadomo, ze limfocyty stale wedrujg pomiedzy narzgdami
chtonnymi a krwig. Istotng role w migracji limfocytow odgrywajg czasteczki
adhezyjne i receptory dla chemokin, znajdujace sie ha powierzchni limfocytéw, oraz
odpowiadajgce im molekuty na powierzchni komoérek $rodbtonka naczyn. Istniejg
réznice zarbwno w stopniu ekspres;ji, jak réwniez rodzaju czgsteczek adhezyjnych
wystepujacych na komérkach T naiwnych oraz komérkach T efektorowych. | tak, na
powierzchni limfocytbw T naiwnych wystepuje gtdwnie L-selektyna, dla ktorej
ligandami sg adresyny CD34 oraz GlyCAM-1, obecne na wysokich komérkach
srodbtonka wyscielajacego postkapilarne naczynia zylne (HEV) w weztach
chtonnych (121). Tymczasem komorki T efektorowe charakteryzuje niewielka
ekspresja L-selektyny, natomiast posiadajg one na swojej powierzchni znaczng
ilos¢ czasteczek VLA-4 (04Bl) oraz a4f7, ktore nalezg do rodziny integryn.
Ligandami dla wspomnianych integryn sg odpowiednio VCAM-1, obecny na
komdrkach srédbtonka naczyn, oraz MAACAM-1, zlokalizowany w kepkach Peyera,
a takze na $rédbtonku naczyn bton Sluzowych (122). Istotng role w migracji
limfocytéw T, zaréwno naiwnych, jak i efektorowych, odgrywajg takze nalezace do
rodziny integryn czasteczki LFA-1. Ligandem dla integryny LFA-1 sg wystepujace
na powierzchni srédblonka naczyh czasteczki ICAM-1 nalezgace do nadrodziny
immunoglobulin. Uwaza sie, ze integryny LFA-1 oraz VLA-4 odgrywajg szczegolng
role w migracji limfocytow T do miejsca toczacej sie reakcji zapalnej (122).

W odréznieniu od limfocytdw granulocyty i monocyty nie recyrkuluja,
natomiast ich wedréwka ma charakter jednokierunkowy, tj. z tozyska naczyniowego
do uszkodzonych tkanek lub miejsc objetych zakazeniem. W procesie migracji
monocytéw i granulocytéw, podobnie jak w przypadku limfocytéw, istotng role
odgrywajg odpowiednie czgsteczki adhezyjne leukocytéw oraz komaérek srédbtonka
naczyn. Kluczowa role w uporzadkowanej wedréwce leukocytéw z krwi do tkanek
odgrywajg czasteczki s-Le* (Sialyl Lewis), wystepujgce na leukocytach
fagocytujacych. Ligandem dla molekut s-Le* (Sialyl Lewis) sg E-selektyny

wystepujace na powierzchni komérek srédbtonka naczyn. Dodatkowo w procesie
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migracji leukocytéw fagocytujgcych istotng role odgrywajg wystepujace na ich
powierzchni, a wczesniej juz wspomniane, czasteczki LFA-1, dla ktérych ligandem
sg molekuty ICAM-1. Oprécz czasteczek adhezyjnych w  procesie cyrkulacji
leukocytéw istotne znaczenie odgrywa takze szereg innych czynnikéw, w tym
miedzy innymi cytokiny, takie jak np. TNF-a , a takze chemokiny.

W licznych badaniach zaobserwowano, ze réznego rodzaju urazy mogag
prowadzi¢ do zmian w rozmieszczeniu leukocytow. Wykazano miedzy innymi
zmiany w dystrybuciji limfocytéw, monocytow i granulocytéw, bedace nastepstwem
oparzen i zabiegbw operacyjnych zarowno u ludzi, jak i u zwierzat. Przyczyny
wedrowki komorek uktadu odpornosciowego zwigzanej z przebytym urazem nadal
nie sg w petni wyjasnione, cho¢ wiadomo, ze istotng role w tym procesie, poza
molekutami adhezyjnymi i chemokinami, odgrywajg réwniez uwalniane
w nastepstwie stresu glikokortykosteroidy (20, 123, 124, 125,126, 127, 128, 129).

W niniejszej pracy dokonatem oceny wpltywu zabiegu operacyjnego na
dystrybucje limfocytow Tap i Tyd we krwi obwodowej oraz w narzgdach chionnych
u myszy. Jednoczesnie, podjatem prébe okreslenia, jakie znaczenie funkcjonalne

posiada wedréwka obu populacji limfocytéw T.
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2. Cel pracy

W mojej pracy podjglem badania w celu uzyskania odpowiedzi na

nastepujace pytania:

=

Jaki wpltyw wywiera zabieg operacyjny u myszy na rozmieszczenie limfocytéw

Tydi T ap we krwi obwodowej oraz w narzadach chtonnych?

2. Jakie znaczenie funkcjonalne mogga mie¢ obserwowane w nastepstwie
zabiegu operacyjnego zmiany w rozmieszczeniu badanych populacji
limfocytow T?

3.  Jaki jest potencjalny mechanizm zmiany dystrybucji limfocytow Tydi Tap?

4.  Jaka jest rola regulacyjna limfocytow Tyd?
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3. Materiaty i metody

3.1. Zwierz eta do swiadczalne.

Badania wykonano na populacji samcéw myszy szczepu CBA/J (H-2),
pochodzacych z hodowli Zaktadu Biologii Rozwoju Cztowieka oraz Katedry
Immunologii CM UJ. Do doswiadczen wykorzystano zwierzeta w wieku 6-8 tygodni,
hodowane w warunkach standardowych, karmione autoklawowanym pokarmem
granulowanym, ktory wraz z wodg dostarczano ad libitum. Kazda grupa zwierzat
wykorzystana w przeprowadzonych doswiadczeniach skladala sie srednio
z czterech myszy. Wszystkie doswiadczenia powtarzano co najmniej trzykrotnie.

Badania przeprowadzono zgodnie z wymogami Komisji Etycznej do Spraw

Doswiadczen na Zwierzetach Uniwersytetu Jagiellonskiego.

3.2. Odczynniki.

Chlorek pikrylu (PCI, trinitrophenyl [TNP] chloride) (Chemica Alta,
Edmonton, Canada); mitomycyna C, Tris, EDTA oraz paraformaldehyd (Sigma, St.
Louis, MO); [*H]-tymidina (Lacomed, Rez, CR); RPMI 1640, hepes (1M);
pirogronian sodu oraz surowica ptodowa cieleca (FCS) (Life Technologies, Grand
Island, NY); L-glutamina, penicylina oraz streptomycyna (Gibco, Grand Island, NY);
heparyna (Polfa, Warszawa) oraz dextran T-500 (Pharmacia LKB Biotechnology,
AB, Uppsala, Sweden). W niektérych doswiadczeniach wykorzystano
immunoglobuliny mysie uzyskane z surowicy myszy szczepu CBA/J, wedtug
metody McKinney'a i Parkinson’a, skonjugowane z haptenem TNP (TNP-Ig)
zgodnie z przepisem Eisen’a. W testach in vitro stosowano TNP-Ig o wspotczynniku

podstawienia TNP4-mig.

3.3. Przeciwciata monoklonalne i dopetniacz.
Do doswiadczen, w ktérych wykorzystano cytometr przeptywowy, uzyto

nastepujacych przeciwciat monoklonalnych (mAb) skonjugowanych

Z izotiocjanianem fluoresceiny (FITC) lub fikorerytryng (PE): anty-TCRy-FITC (klon
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GL3, chomicze), anty-TCRB-FITC (klon H57-597, chomicze) oraz anty-CD11la-PE
(klon 2D7, szczurze), anty-CD49d-PE (klon 9C10, szczurze), anty-CD54- PE (klon
3E2, chomicze) oraz anty-CD62L-PE (klon MEL-14, szczurze). Jako kontrole
izotypowgq reakcji wykorzystano przeciwciata anty-1IgG2-FITC, IlgG2a-PE oraz anty-
IgG1-PE. Powyzsze przeciwciata monoklonalne pochodzity z firmy PharMingen
(San Diego, CA).

W niektorych testach proliferacji wykorzystano nastepujace przeciwciata
monoklonalne oczyszczone na bialku A : anty-IL-4 (klon 11B11, anty-mysie), anty-
IL-10 (klon SXC1, anty-mysie), anty-TGF-3 (klon HB 9849, anty-mysie). Hybrydomy
produkujgce wspomniane przeciwciata otrzymat dr hab. n. med. Marian Szczepanik
od dr Charles’a A. Janeway’a, Jr.,, z Yale University School of Medicine New
Haven, CT. Ponadto do negatywnej selekcji subpopulacji limfocytéw T uzyto
supernatantéw z hodowli komérkowych zawiarajagcych mAb anty-TCRd (klon UC7-
13 D5, chomicze) otrzymane od Dr J. Bluestone, University of Chicago, Chicago IL
oraz anty-TCRp (klon H57-597, chomicze) otrzymane od Dr Ralph'a Kubo, Cytel
Inc., La Jolla, CA. Wspomniane supernatanty zawieraly $rednio 10-15 pg/ml
odpowiedniego mAb.

W celu deplecji w niektérych doswiadczeniach uzyto liofilizowanego

dopetniacza kréliczego (RC’) (Pel-Freeze Biologicals, Brown Deer, WI).

3.4. Oczyszczanie przeciwciat monoklonalnych na bia  tku A.

Supernatant produkowany przez odpowiednig, hodowang in vitro
hybrydome oczyszczano na biatku A sprzezonym z Sepharose 4 (Fast Flow,
Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Sweden). Przed rozpoczeciem
procesu oczyszczania biatko A przeptukiwano buforem startowym (20mM bufor
fosforanowy o pH=7,2). Nastepnie na kolumne naktadano supernatant zawierajacy
przeciwciata monoklonalne i przeptukivano  kolumne wielokrotnie buforem
fosforanowym. Frakcje IgG wymywano z kolumny przy pomocy 0,1 M CH3;COONa
0 pH=4. W trakcie elucji zbierano frakcje o objetosci 1ml, ktére natychmiast
doprowadzano do pH=7,0 przy pomocy buforu Tris-HCI o pH=9.0. W uzyskanych
frakcjach oceniano spektrofotometrycznie, przy diugosci fali A=280nm, stezenie
biatka 1gG. Na koniec otrzymane przeciwciata dializowano wzgledem buforu PBS

0 pH=7,2. Proces oczyszczania przeciwciat prowadzono w temperaturze 4°C.
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3.5. Zabieg chirurgiczny: laparotomia, gastrektomia

Zwierzeta znieczulane byly metodg wziewng poprzez podanie przez maske
mieszaniny powietrza i halotanu. Znieczulonym zwierzetom golono skore brzucha
i odkazano jg 70% alkoholem etylowym. Jame brzuszng otwierano poprzez
przeprowadzenie cigcia dtugosci 0,5 — 1cm w lewym nadbrzuszu, rownolegle do
linii Srodkowej ciata (laparotomia). Nastepnie w okolicy dna Zzotadka zaktadano
jedwabng podwigzke i odcinano nozyczkami czes¢ zotgdka potozong dystalnie od
podwigzki (gastrektomia). Krwawigce naczynia koagulowano termicznie. W ten
sposob usuwano ok. 1/3 Zotadka. Otrzewna, miesnie i skore zszywano szwem

cigglym. Zwierzeta kontrolne poddawano jedynie zabiegowi laparotomii.

3.6. Przygotowanie zawiesiny limfocytow z krwi.

Zwierzetom podawano dozylnie 10U heparyny w 0,2 ml PBS, a nastepnie
poprzez nakiucie splotu naczyniowego pozagatkowego pobierano pipetg
pasteurowska ok. 100 pl krwi. Uzyskang probke zawieszano w 100 pl 2% roztworu
dextranu T-500 w PBS zawierajacym 3 mg EDTA/mI i inkubowano w tazni wodnej
w temp. 37°C przez 30 min. Podczas inkubacji wiekszos¢ erytrocytow
sedymentowata, pozwalajgc na zebranie populacji leukocytéw z gornych warstw
otrzymanej zawiesiny. Uzyskane w ten sposdb komérki ptukano dwukrotnie zimnym
PBS zawierajacym 2% FCS i przechowywano w zamknietych probowkach

Eppendorfa na lodzie.

3.7. Izolacja limfocytow z narz gadow chtonnych.

Wezly chionne podskérne (pachowe oraz pachwinowe), wezlty chionne
krezkowe, kepki Peyera i Sledziony pobierano do zimnego (4°C ) roztworu RPMI
1640 zawierajgcego 10% FCS. Nastepnie zebrane narzady delikatnie przecierano
miedzy szkietkami mikroskopowymi ze szlifem i przesaczano przez gaze nylonowg
Nybolt 110. Uzyskang w ten sposOb zawiesine komérkowg ptukano dwukrotnie

zimnym PBS zawierajgcym 2% FCS i przechowywano na lodzie.
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3.8. Analiza dystrybucji limfocytow T af3 i Tyd oraz ekspresji molekut

adhezyjnych przy u zyciu cytometrii przeptywowe.

Limfocyty z weztéw chtonnych, kepek Peyera, sledziony oraz  krwi
obwodowej pobierano od zwierzat nieoperowanych (zwierzeta kontrolne) oraz od
myszy poddanych zabiegowi gastrektomii lub laparotomii w 1, 3, 7 i 14 dni po
zabiegu. Zebrane komérki zawieszano w roztworze PBS zawierajacym 2% FCS
oraz 0,01% NaN; (bufor FACS), uzyskujgc koncentracje komérek 5 x 10%/ml.
Nastepnie 100 ul zawiesiny (5 x 10° komoérek) inkubowano z przeciwciatami
monoklonalnymi w buforze FACS przez 30 min. na lodzie. Grupe kontrolng
(kontrola tta fluorescencji) stanowity komorki inkubowane wraz z przeciwciatami
anty-lgG2-FITC, 1gG2a-PE oraz anty-lgG1-PE, w buforze FACS. Komorki
znakowane byly pojedynczo przeciwciatlami monoklonalnymi anty-TCRB i anty-
TCR&® sprzezonymi z fluoresceing (FITC) oraz podwdjnie, poprzez uzycie
wspomnianych wyzej przeciwciat wraz z przeciwciatami anty-CD11a, anty-CD49d,
anty-CD54, anty-CD62L sprzezonymi z fikoerytryng (PE). Po inkubacji prébki
ptukano dwukrotnie zimnym buforem FACS, nastepnie komérki zawieszano w 200
pl 1% roztworu paraformaldehydu w buforze FACS i przechowywano
w zamknietych, zawinietych w folie aluminiowa probéwkach Falcon (12x75 mm,
Becton-Dickinson) w temperaturze 4 °C. Badany materiat analizowano przy pomocy
cytofluorymetru przeptywowego FACStar Plus firmy Becton Dickinson, poddajac
kazdorazowo ocenie 10* komérek w badanej probce. Analize uzyskanych wynikéw

przeprowadzano przy uzyciu programu Cell Quest (Becton Dickinson).

3.9. Test zahamowania proliferacji komorek uczulony  ch in vitro.

Myszy poddane zabiegowi gastrektomii lub laparotomii w trzecim dniu po
operacji aktywnie immunizowano poprzez malowanie ogolonej skoéry brzucha
i klatki piersiowej 0,15 ml 5% roztworu PCl w mieszaninie acetonu i alkoholu
(w stosunku 1:3). Grupe kontrolng (kontrola pozytywna) stanowilty myszy
immunizowane, ktére nie zostaly poddane zadnemu zabiegowi operacyjnemu.
Cztery dni po immunizacji od myszy wszystkich grup badanych pobrano jalowo
wezly limfatyczne pachowe i pachwinowe. Nastepnie z wyizolowanych narzadéw

przygotowano zawiesiny komorek, ktére umieszczono w ilosci  3x10°
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komoérek/dotek, w triplikatach w okragtoadennej 96-dotkowej mikroptytce (Falcon,
Oxnard, CA). Komoérki poddano 48 godzinnej inkubacji z kolejnymi, 3-krotnymi
rozcienczeniami roztworu TNP-lg, rozpoczynajac od koncentracji 300 pg/ml.
Hodowle prowadzono w 37°C w atmosferze 5% CO, w podtozu hodowlanym RPMI
1640, zawierajgcym 100 U/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny, 2 mM L-
glutaminy, 25 mM Hepes, pirogronianu sodu, 5x10° M 2-merkaptoetanolu i 10%
FCS. Calkowita objetos¢ hodowli wynosita 200 pl/dotek. Po uptywie 48 godzin
hodowli do zawiesiny komérek dodawano 0,5 pCi/dotek [*H] —tymidyny i cato$é
hodowano przez kolejne 18 godzin. Nastepnie przy pomocy licznika
scyntylacyjnego Wallac 1409 (Wallac) mierzono stopien inkorporacji [*H] —
tymidyny. Warto$¢ tta stanowita ilos¢ zliczen uzyskana z komérek bez dodatku
antygenu w poszczegolnych grupach badanych. Wartosc¢ te nastepnie odejmowano
od wszystkich pomiaréw uzyskanych w trakcie hodowli komérek z antygenem.

Wyniki pomiarow przedstawiono w postaci srednich arytmetycznych (X £ SD).

3.10. Test proliferacji komérek uczulonych w obecno sci komoérek

regulacyjnych.

Myszy uczulano 5% roztworem PCL zgodnie z procedurg opisang we
wczeshiejszym paragrafie (3.9). W czwartym dniu po uczuleniu pobierano jatowo
wezly pachowe i pachwinowe, a nastepnie uzyskang w ten sposdb zawiesine
komérek uczulonych (limfocyty Tef) pilukano trzykrotnie w RPMI 1640
wzbogaconym 10% FCS. Jednoczesnie od myszy, ktore 3 dni wczesniej poddano
operacji gastrektomii lub laparotomii, pobierano jalowo wezly chtonne krezkowe,
bedace zrédiem komodrek regulacyjnych. Komorki regulacyjne poddawano
dodatkowo inkubacji w roztworze mitomycyny C o stezeniu 30 pg/ml,
w temperaturze 37°C przez 30 minut, w celu zahamowania ich proliferaciji,
a nastepnie ptukano trzykrotnie roztworem RPMI 1640 wzbogaconym 10% FCS.
Komorki uczulone (Tef), ktérych koncentracja wynosita 3x10°/dotek, inkubowano
nastepnie z kolejnymi, 3-krotnymi rozcienczeniami roztworu TNP-Ig, poczgwszy od
koncentracji 300ug/ml, w obecnosci 6x10* komoérek regulacyjnych, zgodnie
z warunkami hodowli, ktére opisano we wczesniejszym paragrafie (3.9). Kontrole
pozytywng stanowity komorki uczulone hodowane w obecnosci kolejnych

rozcienczen antygenu bez dodatku komoérek regulacyjnych. Hodowle prowadzono
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przez okres 48 godz. Po zakohczeniu inkubacji do zawiesiny komérek dodano 0,5
uCi/dotek [°H] —tymidyny i prowadzono hodowle przez kolejne 18 godzin. Nastepnie
przy pomocy aparatu Wallac 1409 (Wallac) mierzono stopien inkorporacji [*H] —
tymidyny. Od uzyskanych pomiaréw w prébkach badanych odejmowano wartos¢
tta (ilos¢ zliczen z hodowli komoérek bez dodatku antygenu). Wyniki pomiarow

przedstawiono w postaci srednich (X + SD).

3.11. Okreslenie fenotypu komadrek regulacyjnych.

W niektérych doswiadczeniach uzywano dwoch populacji komérek
regulacyjnych: komoérek TaB- (TCR y&") oraz Tyd- (TCR af’). W celu otrzymania
wyzej wspomnianych populacji komdérek zawiesine komoérek weztow chionnych
krezkowych pochodzacych od myszy, ktore zostaty trzy dni wczesniej poddane
gastrektomii, inkubowano z przeciwcialami monoklonalnymi anty-TCRB (H57-597)
lub anty-TCRd (UC7-135 D5) lub RPMI 1640 z 10% FCS (grupa kontrolna) przez
45 min. na lodzie. Po inkubacji komorki ptukano zimnym roztworem PBS, a
nastepnie inkubowano z dopetniaczem kroliczym (RC’) (rozcienczenie 1:75) w
temperaturze 37°C przez 60 min., stosujagc 1 ml rozcienczonego RC’ na 10’
komorek. Otrzymane w ten sposéb dwie populacje komérek zawieszano w RPMI
1640 z 10% FCS, po uprzednim 2-krotnym ptukaniu tym samym medium. Tak
uzyskane populacje komoérek regulacyjnych nie zawierajace limfocytéw Taf (Tap)
wzglednie limfocytow Tyd (Tyd) oraz wyjsciowe komorki Tr (komérki weziow
chtonnych krezkowych traktowane samym medium i RC’), po uprzednim
traktowaniu mitomycyng C, hodowano wraz z komoérkami uczulonymi (Tef) oraz
TNP-Ig analogicznie do metodyki opisanej w paragrafie ,Test proliferacji komorek
uczulonych w obecnosci komérek regulacyjnych” (3.10). W kontroli pozytywnej
hodowano same komérki uczulone w obecnosci antygenu. Po uptywie 48 godz.
hodowli do wszystkich dotkéw na plytce dodawano [°H] —tymidyne i hodowle
kontynuowano przez kolejne 18 godz.. Po zakonczeniu hodowli dokonywano
pomiaru inkorporacji [°H] —tymidyny, a wyniki wyrazano w postaci $rednich (X =
SD).
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3.12. Okre slenie mechanizmu dziatania komoérek Tr.

W celu okreslenia mechanizmu, poprzez jaki dziatajg komorki Tr
indukowane w weztach chionnych krezkowych w wyniku zabiegu operacyjnego
postuzono sie testem zahamowania proliferacji komoérek uczulonych hodowanych
w obecnosci przeciwciat neutralizujgcych wybrane cytokiny. Komérki T TCRyd" (tzn.
pozbawione limfocytow Taf zgodnie z metodykg opisang w paragrafie 3.11)
pochodzace z weztdw chlonnych krezkowych, uzyskane od myszy poddanych trzy
dni wczesniej gastrektomii, traktowano roztworem mitomycyny C, a nastepnie
hodowano z komdrkami uczulonymi pochodzacymi z wezibw pachowych
i pachwinowych w obecnosci TNP-lg. Warunki hodowli byly zgodnie z opisem
przedstawionym w paragrafie ,Test proliferacji komérek uczulonych w obecnosci
komoérek regulacyjnych” (3.10). W niektérych grupach badanych, zawierajgcych
mieszanine komoérek uczulonych (Tef) i komérek regulacyjnych T TCRyd (Tap),
dodawano 10ug/ml monoklonalnych przeciwciat neutralizujgcych dla odpowiednich
cytokin: anty-IL-4, anty-IL-10, lub anty-TGF-B. Kontrole supresji w niniejszym
doswiadczeniu stanowity komoérki Tr (nie traktowane mAb i RC’) hodowane wraz
z komérkami uczulonymi w obecnosci antygenu. Z kolei kontrolg pozytywng byty
komorki uczulone hodowane z samym antygenem. Po uptywie 48 godz. hodowli do
wszystkich dotkéw testowych dodawano [*H] —tymidyne i inkubowano przez
kolejne 18 godz., po czym dokonywano pomiaru inkorporaciji [2H] —tymidyny. Wyniki

wyrazano w postaci srednich (X + SD).

3.13. Opracowanie wynikow.

W celu sprawdzenia powtarzalnosci uzyskanych wynikéw kazdy
eksperyment byt wykonywany co najmniej trzykrotnie. Dla kazdej grupy badanej
obliczano Srednig arytmetyczng oraz odchylenie standardowe (SD). Znamiennos$c¢

statystyczng otrzymanych wynikéw okreslano na podstawie testu t-Studenta.
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4. Wyniki

4.1. Wplyw zabiegu operacyjnego na dystrybucj e limfocytow T ydi Taf

w kepkach Peyera i w eztach chtonnych krezkowych.

W celu sprawdzenia, czy zabieg operacyjny wplywa na dystrybucje
limfocytéw Tap oraz Tyd, przeprowadzono serie doswiadczen, w ktérych dokonano
oceny odsetka wspomnianych populacji limfocytow T w narzadach chtonnych jamy
brzusznej, tj. w weztach chlonnych krezkowych, oraz w kepkach Peyera myszy
poddanych zabiegowi operacyjnemu. W przypadku zwierzat operowanych materiat
badany pobierano kolejno w 1, 3, 7 i 14 dniu po operacji. W kazdym doswiadczeniu
badano dwie grupy myszy — myszy poddane zabiegowi czesciowej resekcji zotgdka
(gastrektomia), ktore byty wkasciwg grupg badang, oraz myszy poddane zabiegowi
naciecia powlok skoérnych (laparotomia), ktére stanowilty grupe kontrolna.
Dodatkowo do badan dotgczano grupe zwierzat nieoperowanych, od ktérych
pobierano wezly chtonne krezkowe oraz kepki Peyera (oznaczone na rycinach jako
dzien ‘0’) i ktére przyjmowano jako wartos¢ kontrolng. Wyniki przedstawione na
Rycinie 1 pokazujg stopniowy wzrost odsetka limfocytow Tyd w kepkach Peyera
oraz w weztach chtonnych krezkowych, rozpoczynajacy sie juz w pierwszym dniu
po zabiegu operacyjnym (gastrektomia), z maksimum zmian przypadajagcym na
3 dzieh po operacji. W przypadku komérek pochodzacych z kepek Peyera (Grupa
A) obserwowano woéwczas wzrost odsetka limfocytow T yd z 1,9% +0,5 (wartosé
kontrolna) do 10,5% + 0,3, tj. 546% wartosci kontrolnej. Z kolei dla komorek
pobranych z wezléw chitonnych krezkowych (Grupa B) obserwowano wzrost
odsetka limfocytéw Tyd z 2,7% + 0,7 (wartos¢ kontrolna) do 8,8% + 3,5 (wartos¢
3 dnia po operacji) tj. 322% wartosci kontrolnej. Odsetek komorek T yd w obu
badanych narzadach powracal do wartosci wyjsciowych w 7 dniu po zabiegu.
Jednoczesnie zabieg laparotomii nie wywierat wptywu na zmiane odsetka komérek
T yd w kepkach Peyera i weztach chtonnych krezkowych (Grupa C i Grupa D) we
wszystkich badanych punktach czasowych.

W przeciwienstwie do obserwowanych zmian odsetka limfocytow T yd
analiza poziomu limfocytow T af3 przedstawiona na Rycinie 2 wykazafa istotny

spadek odsetka komoérek Taf w 3 dniu po zabiegu operacyjnym (gastrektomia)
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zar6bwno w kepkach Peyera (Grupa A) z 38,4% 16,8 do 21,2% 6,2, tj. 55%
wartosci kontrolnej, jak réwniez w weztach chtonnych krezkowych (Grupa B)
Z 56,7% £15 do 40,4% %17, tj. 71% wartosci kontrolnej. Wartosci te powracajg do
poziomu kontrolnego w 14 dniu po zabiegu, zaréwno w kepkach Peyera (Grupa A)
jak i w weztach chtonnych krezkowych (Grupa B). Jednoczesnie w grupie zwierzat
poddanych laparotomii obserwowano nieznaczny, ale statystycznie znamienny
wzrost odsetka komérek T a3 w kepkach Peyera (Grupa C) z 38,4% 6,8 do 48,8%
+3,8; tj. 127,7% wartosci kontrolnej, w 3 dniu po zabiegu. Wzrost ten utrzymywat
sie az do 14 dnia od wykonania operacji. W przypadku komorek pochodzacych
z weztdw chtonnych krezkowych (Grupa D) nie zaobserwowano istotnych zmian

ich odsetka w nastepstwie laparotomii.

4.2. Wplyw zabiegu operacyjnego na dystrybucj e limfocytow T ydi Taf3

we krwi obwodowe;.

W kolejnym doswiadczeniu podjeto prébe zbadania wplywu zabiegu
operacyjnego na dystrybucje komérek T a3 i Tyd we krwi obwodowej badanych
zwierzat. Otrzymane wyniki przedstawione zostaly na Rycinie 3. W niniejszym
eksperymencie zaobserwowano znaczny spadek odsetka limfocytow Tap (Grupa
A) z 18,1% +0.8 do 8,2% 1,7, tj. 45% wartosci kontrolnej, oraz Tyd (Grupa B)
Z 6,7% £2,8 do 3,9% 2,0, tj. 58% wartosci kontrolnej u myszy poddanych
zabiegowi gastrektomii. Spadek odsetka obu badanych populacji komorek
obserwowano w 1, 3 i 7 dniu po wykonaniu czesciowej resekcji zotadka. Wartosci te
powracajg do poziomu wartosci kontrolnych w 14 dniu po zabiegu. Natomiast
zabieg laparatomii nie wywierat wptywu na dystrybucje limfocytéw Ta i Tyd we krwi
obwodowej badanych zwierzat (Grupa C i Grupa D). Wartosci w grupach badanych
odnoszono do pomiaréw wykonanych we krwi obwodowej pochodzacej od myszy

nieoperowanych (dzien ‘0’)
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4.3. Wplyw zabiegu operacyjnego na dystrybucj e limfocytow T ydi Taf

w weztach chtonnych obwodowych orazw  sledzionie.

Analiza cytometryczna limfocytéw Taf i Tyd w kepkach Peyera, weztach
chtonnych krezkowych oraz krwi obwodowej wykazata, ze najwieksze zmiany
w rozmieszczeniu komorek Tap oraz Tyd majg miejsce w 3 dniu po operacji.
W zwigzku z powyzszym, w niniejszym eksperymencie, jak rowniez w dalszych
doswiadczeniach, testy przeprowadzano w 3 dniu po zabiegu. W omawianym
doswiadczeniu postanowiono sprawdzi¢, czy uraz jakim jest zabieg chirurgiczny,
ma rowniez wplyw na rozmieszczenie wspomnianych populacji limfocytow T
w sledzionie i w wezlach chionnych obwodowych (wezly chionne pachowe
i pachwinowe) w 3 dniu po zabiegu chirurgicznym. Uzyskane wyniki przedstawiono
odpowiednio na Rycinie 4A oraz Rycinie 4B. W niniejszym doswiadczeniu
zaobserwowano statystycznie znamienny wzrost odsetka komoérek Tyd weztow
chtonnych obwodowych u myszy poddanych zabiegowi gastrektomii (Grupa A)
z 4,6% 1,1 do 9,0% %0,8, 1j.195,7% wartosci kontrolnej (Rycina 4A). Jednoczesnie
nie zaobserwowano istotnych zmian w dystrybucji komaorek Tyd weziéw chionnych
obwodowych w grupie myszy poddanych laparotomii (Grupa C; Rycina 4A).
Ponadto wyniki przedstawione na Rycinie 4A pokazujg brak istotnych réznic
w odsetku limfocytéw Tyd w sledzionie myszy poddanych zaréwno gastrektomii, jak
réwniez laparotomii, w odniesieniu do grupy kontrolnej (Grupa B oraz Grupa D).
Ocena odsetka limfocytow Tap w weztach chtonnych obwodowych i w $ledzionie
nie wykazywata istotnych zmian w dystrybucji komoérek Taf w badanych
narzadach, tak w nastepstwie gastrektomii (Grupa A i Grupa B; Rycina 4B), jak
i laparotomii (Grupa C oraz Grupa D; Rycina 4B).

4.4. Analiza ekspresji molekut adhezyjnych na komor  kach Tafi Tyd.

Wczedniej przeprowadzone badania odsetka limfocytow Taf i Tyd
w weztach chfonnych jamy brzusznej (tj. w kepkach Peyera i w weztach chtonnych
krezkowych) wykazaly istotne zmiany w dystrybucji wspomnianych populaciji
komérek T w wyniku zabiegu chirurgicznego. Poniewaz najwieksze zmiany

w dystrybucji limfocytow Taf i Tyd obserwowano w 3 dniu od zabiegu, moze to
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sugerowac, iz wahania poziomu poszczeg6lnych populacji komérek T mogg by¢
wynikiem ich migracji, w czym istotng role odgrywajg molekuly adhezyjne.
W zwigzku z tym postanowiono dokonaé oceny ekspresji czgsteczek adhezyjnych
nalezacych do rodziny selektyn CD62L (L-selektyna), rodziny integryn: CD1lla
(LFA-1) oraz CD49d (VLA-4 | a4B7), a takze nadrodziny immunoglobulin: CD54
(ICAM-1) na powierzchni komoérek Taf i Tyd u myszy w 3 dniu po gastrektomii
i laparotomii. Wartosci grup badanych odnoszono do wartosci kontrolnej (poziom
ekspresji czgsteczek adhezyjnych na komérkach T myszy naiwnych, ktory przyjeto
za 100%). Uzyskane wyniki odpowiednio przedstawiono na Rycinie 5A oraz Rycinie
5B. Uzyskane w niniejszym eksperymencie wyniki pokazujg, ze zaréwno zabieg
gastrektomii (Rycina 5A), jak réwniez laparotomia (Rycina 5B) prowadzag do
zwiekszenia ekspresji molekut adhezyjnych na powierzchni limfocytow Tof i Tyd,

a wzrost poziomu adhezyn jest proporcjonalny do stopnia urazu.

4.5. Zabieg operacyjny hamuje proliferacj € komorek uczulonych in

vitro.

W niniejszym doswiadczeniu podjeto prébe oceny wplywu zabiegu
operacyjnego na odpowiedz komérkowg in vitro. W tym celu myszy poddano
zabiegowi gastrektomii oraz laparotomii, a po trzech dniach uczulono aktywnie 5%
roztworem PCIl. Dodatkowo analogicznie uczulono myszy, ktére nie poddano
zadnemu zabiegowi (kontrola pozytywna). Nastepnie, cztery dni po immunizacji
haptenem, od zwierzat badanych pobrano jalowo komorki weztéw chionnych
pachowych i pachwinowych, zawierajacych komorki efektorowe (Tef). Otrzymane
komorki inkubowano z kolejnymi rozcienczeniami roztworu TNP-Ig przez 48 godz.,
a nastepnie hodowano w obecnosci [H]-tymidyny przez kolejne 18 godz. Wyniki
przedstawione na Rycinie 6 pokazujg, ze zaréwno zabieg gastrektomii (Grupa B),
jak réwniez laparotomia (Grupa C) prowadzg do statystycznie znamiennego
zahamowania odpowiedzi proliferacyjnej in vitro, co wskazuje na to, ze uraz
towarzyszacy przecieciu powtok skérnych wywiera efekt supresyjny na odpowiedz

komorkowa badanych zwierzat.
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4.6. Komorki z w eztébw chionnych krezkowych myszy poddanych
gastrektomii s g odpowiedzialne za zahamowanie proliferacji komérek

uczulonych.

Wyniki uzyskane w poprzednim doswiadczeniu wykazaly, ze uraz, jakim jest
zabieg chirurgiczny, wplywa hamujgco na odpowiedz komorkowg testowang
in vitro. Jednakze uzyty model pozwolit jedynie na zbadanie wplywu urazu na
mechanizmy obronne w narzadach chionnych na obwodzie (wezly chtonne
pachowe i pachwinowe), podczas gdy istotne zmiany w dystrybucji komorek Taf3
i Tyd obserwowano gtownie w narzgdach chtonnych jamy brzusznej (wezty chtonne
krezkowe i kepki Peyera) oraz we krwi obwodowej. W celu sprawdzenia, czy zabieg
operacyjny wptywa na mechanizmy obronne w obrebie tkanki chtonnej drenujacej
przewéd pokarmowy postuzono sie nastepujagcym modelem doswiadczalnym.
W niniejszym doswiadczeniu hodowano limfocyty uczulone (Tef), pobrane od
zwierzat immunizowanych 4 dni wczesniej PCL, w obecnosci TNP-lg, wraz
z komérkami weztéw chtonnych krezkowych wyizolowanych od myszy poddanych
3 dni wczesniej zabiegowi gastrektomii (Grupa B) lub laparotomii (Grupa C). Przed
uzyciem komérki weztébw chionnych krezkowych traktowano mitomycyng C.
Kontrole pozytywng stanowity komérki uczulone, hodowane bez komorek weztow
chtonnych krezkowych (grupa A). Komorki wszystkich grup badanych hodowano
w roztworze RPMI 1640 zawierajacym [*H]-tymidyne i testowano zgodnie
Z procedurg opisang w rozdziale ,Materiaty i metody” (3.10). Wyniki przedstawione
na Rycinie 7 wskazujg, ze silny uraz, jakim jest zabieg gastrektomii, prowadzi do
indukcji komaérek regulacyjnych w weztach chtonnych krezkowych, ktére wywierajg
dziatanie supresyjne na odpowiedz komdérkowg in vitro (Grupa B vs. Grupa A).
Natomiast komorki weztdbw chtonnych krezkowych pochodzace od myszy
poddanych laparotomii nie wywieraly istotnego wptywu na proliferacje komérek
uczulonych in vitro (Grupa C vs. Grupa A). Dodatkowo w innych doswiadczeniach
wykazano, ze dodanie do komorek uczulonych limfocytow pobranych z weziow
chtonnych krezkowych pochodzacych od myszy nieoperowanych nie wplywato na

wielkos¢ odpowiedzi immunologicznej (dane nie zostaly uwzglednione w niniejszej

pracy).
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4.7. Komorki odpowiedzialne za supresj € proliferacji komoérek

uczulonych in vitro naleza do populacji limfocytéow T y&'.

W kolejnym doswiadczeniu podjeto prébe okreslenia fenotypu komérek
regulacyjnych, ktore odpowiadajg za supresje odpowiedzi komoérkowej in vitro.
W tym celu komorki regulacyjne, pochodzace od zwierzat poddanych gastrektomii
i otrzymane w sposob analogiczny jak w poprzednim doswiadczeniu, inkubowano
najpierw z przeciwciatami monoklonalnymi anty-TCRp (H57-597) lub anty-TCRd
(UC7-135 D5), a nastepnie z dopetniaczem kroliczym. W ten sposob otrzymano
dwie populacje komérek T: Tyd (TCRaB") (Grupa C) oraz Ta (TCRyd") (Grupa D),
w ktorych obecnosci hodowano komorki uczulone wraz z antygenem, zgodnie
Zz procedurg opisang w paragrafie ,Materiaty i metody” (3.10). Kontrole supresiji
stanowity komdrki uczulone inkubowane z komorkami weziéw chionnych
krezkowych myszy operowanych traktowanych przed hodowlg samym medium
i RC' (Grupa B), podczas gdy same komorki uczulone (Tef) traktowano jako
kontrole pozytywng (Grupa A). Dla zahamowania proliferacji komérek regulacyjnych
komorki weztéw chtonnych krezkowych inkubowano przed hodowlg w obecnosci
mitomycyny C. Wyniki przedstawione na Rycinie 8 wskazuja, ze komorki T
TCRyd" wyizolowane z weztéw chtonnych krezkowych myszy poddanych 3 dni
wczeshiej zabiegowi gastrektomii posiadajg zdolnos¢ do hamowania proliferacji
komaorek uczulonych in vitro (Grupa D vs. Grupa A). Ponadto Rycina 8 pokazuje,
ze populacja komoérek T TCRop® weztow chionnych krezkowych myszy
operowanych nie posiada zdolnosci do hamowania proliferaciji in vitro (Grupa C vs.
Grupa A).

4.8. Komorki T y3" pochodz ace z weztéw chtonnych krezkowych myszy
operowanych hamuj a odpowied z komorkow g in vitro za

posrednictwem TGF- (3.

Woczesniej przeprowadzone badania in vitro wykazaty, ze wzrostowi odsetka
komoérek Tyd w weztach chtonnych krezkowych myszy gastrektomizowanych
towarzyszy pojawienie sie zdolnosci komoérek weztow chtonnych krezkowych do

hamowania odpowiedzi komorkowej in vitro. Doktadne fenotypowanie wspomnianej
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komorki supresyjnej odpowiedzialnej za wyzej wspomniane zjawisko wykazato, ze
nalezy ona do populacji limfocytéw Tyd. W niniejszym doswiadczeniu podjeto prébe
okreslenia mechanizmu dziatania komérek supresyjnych Tyd" obecnych w weztach
chtonnych krezkowych myszy poddanych zabiegowi gastrektomii.

W celu okreslenia mechanizmu, poprzez jaki komorki Tr indukowane
w wezfach krezkowych w wyniku zabiegu operacyjnego hamujg odpowiedz
komorkowa, postuzono sie testem zahamowania proliferacji komorek uczulonych
hodowanych z komérkami regulacyjnymi w obecnosci przeciwciat neutralizujgcych
wybrane cytokiny. Komorki Tyd" (TaB) weztéow chtonnych krezkowych myszy
poddanych 3 dni wczesniej gastrektomii hodowano, po uprzednim traktowaniu
mitomycyng C, z komorkami uczulonymi weztébw chionnych pachowych
i pachwinowych, w obecnosci kolejnych rozcienczen TNP-Ig. W niektérych grupach
badanych zawierajgcych mieszanine komérek uczulonych i komérek regulacyjnych
T TCRyd' (Taf) dodawano mAb neutralizujgce odpowiednie cytokiny: IL-4 (Grupa
D), IL-10 (Grupa E) lub TGF-B (Grupa F). Jako kontrole supresji stosowano komorki
Tr (traktowane jedynie RC’) (Grupa B) oraz komérki T TCRyS" (bez dodatku mAb
neutralizujacych cytokiny) (Grupa C) hodowane wraz z komérkami uczulonymi
w obecnosci antygenu. Kontrole pozytywng stanowity komaorki uczulone hodowane
z samym antygenem (Grupa A). Wyniki przedstawione na Rycinie 9 pokazuja, ze
limfocyty Tyd" weztéw chionnych krezkowych myszy poddanych uprzednio
gastrektomii wywierajg swqj efekt supresyjny za posrednictwem uwalnianego
TGF-B (Grupa F), gdyz neutralizacja tej cytokiny przywracata zdolnos¢ do
proliferacji komorkom uczulonym in vitro. Natomiast pozostate dwie z testowanych
cytokin przeciwzapalnych, tj. IL-4 oraz IL-10, wydajg sie nie odgrywac istotnej roli
w powstajacej w wyniku masywnego zabiegu operacyjnego supresji odpowiedzi

komorkowe.
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5. Dyskusja

Wszelkiego rodzaju urazy, takie jak np. oparzenia czy urazy mechaniczne,
moga zaburza¢ odpowiedz immunologiczng. Planowany zabieg operacyjny stanowi
jedynie odmiane urazu. Charakteryzuje sie tym, ze traumatyzacja tkanek jest
mozliwie niewielka, a chory przebywa w warunkach dla niego optymalnych.
Jednoczesnie kontaminacja bakteryjna jest ograniczona do minimum. Sam zabieg
wykonywany jest w warunkach sterylnych, z uzyciem technik aseptycznych
i antyseptycznych, a calo$¢ postepowania koncentruje sie na zminimalizowaniu
stopnia urazu i wyeliminowaniu pooperacyjnego zmniejszenia odporno$ci. Liczne
badania kliniczne wskazujg jednak na zaburzenia mechanizméw obronnych
towarzyszace zabiegowi chirurgicznemu, ktére mogg prowadzi¢ do zwiekszonej
wrazliwosci pacjentéw na infekcje, a w szczegoélnych przypadkach do rozwoju
wstrzasu septycznego i/lub zespotu niewydolnosci wielonarzadowej (MODS) (12,
131). Zaburzenia te zwigzane sg z jednej strony z rozwojem zespotu uogdinionej
odpowiedzi zapalnej (SIRS), z drugiej za$ z pojawieniem sie symptomoéw
kompensacyjnego zespotu odpowiedzi przeciwzapalnej (CARS) (132, 133).

Modelem urazu, ktérym postuzono sie w niniejszej pracy, bylo czesciowe
usuniecie zotgdka u myszy. Uprzednie badania doswiadczalne wykonane w oparciu
o ten model zabiegu operacyjnego wykazaly zahamowanie odpowiedzi komorkowej
oraz zwiekszenie pierwotnej odpowiedzi humoralnej u zwierzat poddanych
gastrektomii. Najwieksze zmiany w przebiegu obu typow odpowiedzi
immunologicznej obserwowano w 2 i 3 dniu po zabiegu, przy czym zmiany te
ustepowaly w 5 dobie po zabiegu, a powrot wszystkich badanych parametréw do
wartosci kontrolnych nastepowat w 10 dniu po gastrektomii. Jednoczesnie
w przypadku zastosowanego modelu urazu nie wykazano wplywu uzytego
znieczulenia na przebieg odpowiedzi immunologicznej (54, 134).

Wyniki prezentowane w mojej pracy wskazujg na wyrazne zmiany
rozmieszczenia limfocytbw T w  nastepstwie  zabiegu operacyjnego.
Zaobserwowane zmiany nie miaty charakteru trwatego, a maksimum ich natezenia
przypadalo na 3 dzien po operacji. Wowczas w przypadku limfocytow Taf
zaobserwowano znaczacy spadek odsetka tych komdérek w weztach krezkowych
i w kepkach Peyera, a takze w krwi obwodowej, ktéry w poréwnaniu do wartosci

kontrolnych wynosit odpowiednio 55, 71 i 45% (Rycina 2). Poniewaz jedng
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z mozliwych przyczyn zmniejszenia sie odsetka badanych komorek
w wymienionych tkankach mogta byé¢ ich ukierunkowana wedréwka do weztow
chtonnych obwodowych lub $ledziony, to w kolejnym doswiadczeniu podjeto prébe
oceny ich liczby we wspomnianych narzadach. W efekcie nie zaobserwowano
istotnych statystycznie zmian w dystrybucji komoérek Taf3, ani w weztach chionnych
obwodowych (pachowych i pachwinowych), ani w Sledzionie (Rycina 4B). Mozliwe
wiec, ze redystrybucja limfocytow Ta byla zwigzana z wedrowkg tych komoérek do
tkanek obwodowych. Istniejg bowiem liczne dane wskazujace na udziat limfocytow
TaB w procesie gojenia ran i odbudowy uszkodzonych tkanek (135). Ponadto
w szeregu doswiadczen wykazano, ze dziewicze limfocyty Taf3 wkrétce po urazie
ulegaja aktywacji i jako komérki efektorowe migrujg do tkanek, w ktorych toczy sie
reakcja zapalna. W przypadku urazéw réznego rodzaju, zatem takze w wyniku
zabiegu operacyjnego, aktywacja limfocytow Tof3 zwigzana moze byc¢
Z pojawianiem sie wskutek urazu antygenow wiasnych ustroju (np. pochodzacych
z uszkodzonych lub nekrotycznych komarek) lub superantygenow (bakterie) (136,
137).

Z kolei w przypadku limfocytow Tyd zmiany w rozmieszczeniu tej populacii
komérek miaty odmienny charakter. Zaréwno w kepkach Peyera, jak i w weztach
chtonnych krezkowych, a takze w weztach chtonnych obwodowych (pachowych
i pachwinowych) zaobserwowano znaczacy wzrost odsetka komorek Tyo, przy
czym, podobnie jak w przypadku limfocytow Taf, maksimum zmian stwierdzono
w 3 dniu po zabiegu. Wzrostowi odsetka limfocytow Tyd w narzadach limfatycznych
towarzyszyt wyrazny spadek ich odsetka w krwi obwodowej, ktéry obserwowano od
1 do 7 dnia po resekcji zotadka (Rycina 3). Prawdopodobne przyczyny oraz
mozliwe znaczenie funkcjonalne obserwowanych zmian w rozmieszczeniu
limfocytéw Tyd zostang omowione w dalszej czesci dyskusiji.

W przypadku obu badanych populacji komérek zmiany w ich
rozmieszczeniu nie miaty charakteru trwatego, a powrdt do wartosci wyjsciowych
nastepowat od 7 dnia po operacji. Charakter obserwowanych zmian w recyrkulaciji
obu populacji limfocytéw T, a takze stopien ich nasilenia wyraznie korelowat z sitg
i charakterem przebytego urazu. Teze te potwierdza fakt, ze w przeciwienstwie do
gastrektomii zabieg kontrolny (laparotomia) nie wywierat wptywu na rozmieszczenie
limfocytéw Tyd oraz Tap, ani w badanych narzadach limfatycznych, ani we krwi

obwodowej we wszystkich badanych punktach czasowych. Jedynym wyjatkiem byt
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niewielki wzrost odstetka limfocytow Taf, ktéry zaobserwowano w kepkach Peyera
w 3 dniu po laparotomii.

Wiasciwa recyrkulacja komoérek uktadu odpornosciowego, a w efekcie ich
prawidlowa dystrybucja w obrebie réznych tkanek organizmu, ma kluczowe
znaczenie dla efektywnego funkcjonowania catego ukladu immunologicznego.
Zgodnie z powszechnie przyjetym modelem opisujacym krazenie komérek uktadu
immunologicznego istotne znaczenie w regulacji tego procesu odgrywajg molekuty
adhezyjne obecne na powierzchni wedrujgcych komorek (receptory zasiedlania)
oraz ich ligandy na powierzchni $rodbtonkow naczyrn krwiono$nych (adresyny
naczyniowe) (138, 121). Ekspresja i zanikanie molekut adhezyjnych na powierzchni
limfocytébw T dziewiczych, limfocytéw T efektorowych oraz limfocytow T pamieci
pozwolity na zdefiniowanie modelu migracji wspomnianych subpopulacji komorek,
ktéry jako pierwszy zaproponowat Charles Mackay (139, 140). Zgodnie z tym
modelem recyrkulacja limfocytbw T dziewiczych ograniczona jest do uktadu
krwionosnego oraz do narzadéw limfatycznych. Komorki te pozbawione sg zatem
zdolnosci do ‘patrolowania’ tkanek obwodowych. Natomiast limfocyty T efektorowe/
T pamieci, ktére ulegly aktywaciji w narzadach limfatycznych, po opuszczeniu tych
narzadow wracajg do krazenia i uzyskujg zdolnos¢ migracji takze do obwodowych
tkanek nielimfatycznych (takich jak np. skéra, przetyk, ptuca) rowniez wtedy, gdy
w tkance obwodowej nie toczy sie proces zapalny (138). Warto jednak nadmienic,
ze istnieje szereg doniesien opartych na badaniach migracji komorek uktadu
immunologicznego in vivo, ktére wskazujg na odstepstwa od opisanego modelu
(141, 142). Jednym z przykladéw ztamania ‘zasad’ recurkulacji obowigzujacych
limfocyty T dziewicze moze by¢ stwierdzenie u szczur6w obecnosci tych komérek
w takich narzadach, jak watroba czy pluca (143). Co istotne, w przytoczonym
przyktadzie wykazano takze, Ze kinetyka zasiedlania wspomnianych tkanek,
a takze ilos¢ penetrujacych je komorek dziewiczych, zblizona byta do wartosci,
ktore obserwowano w przypadku limfocytow T pamieci (143).

Wykazane przeze mnie zmiany w rozmieszczeniu limfocytow T
w nastepstwie urazu moga by¢ efektem migracji badanych komaérek. W kolejnych
doswiadczeniach podjeto zatem probe okreslenia ekspresji czasteczek
adhezyjnych na powierzchni limfocytow Tafi Tyd pochodzacych z weztéw
chtonnych krezkowych. Materiat badany pobierano od myszy w 3 dniu po zabiegu
operacyjnym, a wiec w tym punkcie czasowym, w ktérym obserwowane zmiany

w rozmieszczeniu komorek byly najwieksze. Wyniki uzyskane dla wszystkich
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czterech wybranych czgsteczek adhezyjnych, tj. dla CD62L (L selektyna), CD49d
(VLA-4 |/ a4b7), CD11la (LFA-1) oraz CD54 (ICAM-1), wskazujg na zwiekszong
ekspresje tych molekut na powierzchni limfocytow Taf3 oraz Tyd, zar6bwno
w nastepstwie zabiegu gastrektomii, jak i w wyniku przeprowadzenia zabiegu
kontrolnego (Rycina 5A i 5B). Nasilenie ekspresji wszystkich badanych molekut
adhezyjnych na powierzchni obu populacji komérek byto proporcjonalne do
charakteru, lokalizacji i sity urazu. Ocena ekspresji czasteczek adhezyjnych
pozwolita takze na stwierdzenie, ze pos$rod drenujacych wezly krezkowe limfocytow
TaB i Tyd byly nie tylko komoérki dziewicze, ktére na swojej powierzchni posiadajg
L-selektyne, ale takze limfocyty T, ktére ulegly aktywacji. Swiadczy o tym
pojawienie sie na powierzchni obu badanych populacji komoérek czasteczek CD49d
(VLA-4 / a4b7), CD11a (LFA-1) oraz CD54 (ICAM-1).

Jak wspomniano uprzednio, uwaza sie, ze szlaki wedrowki limfocytéw T
dziewiczych oraz T efektorowych w organizmie charakteryzuje odmienny przebieg,
a istotg tej réznicy jest zdolnos¢ tych ostatnich do ,patrolowania” tkanek
obwodowych. Przyjmuje sie, ze migracja komorek efektorowych jest procesem
ukierunkowanym. Aktywowane w okreslonym wezle limfatycznym limfocyty T
migrujg po powrocie do recyrkulacji poprzez tkanki drenowane przez chionke
nalezacq do tej czesci ukladu limfatycznego, w ktérej nastgpita ich aktywacja.
Akumulacja komorek immunologicznych w obrebie poszczegoéinych tkanek lub
narzadow, bedaca konsekwencjg procesu recyrkulacji tych komorek w organizmie,
moze mie¢ kilka przyczyn. W przypadku akumulacji limfocytbw w obwodowych
weztach limfatycznych mozna wskazaé na trzy mozliwe przyczyny tego zjawiska.
Po pierwsze, moze by¢ ono wynikiem preferencyjnego zasiedlania tkanek przez
okreslone komorki. W procesie tym nadrzedng role odgrywatyby odpowiednie
czasteczki adhezyjne, a takze inne czynniki o dziataniu chemotaktycznym (np.
chemokiny). Po drugie, moze by¢ skutkiem zwiekszonego tempa proliferacji
komorek w wezle i/lub zmniejszonego tempa apoptozy komaérek. | wreszcie moze
by¢ spowodowane wystgpieniem obu wymienionych wczesniej czynnikow
réownoczesnie.

Na podstawie wynikéw licznych badan doswiadczalnych zwigzanych
z mechanizmem recyrkulacji limfocytéw T in vivo wydaje sie, ze mozna obecnie
stwierdzi¢, iz gtbwng przyczyng akumulacji limfocytow T w narzgdach limfatycznych
nie jest preferencyjne zasiedlanie tych narzadéw przez wspomniane komorki (144).

Istnieje szereg doniesien, ktére pozwalajg sadzi¢, ze zasadnicze znaczenie
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w procesie akumulacji komérek w tkankach lub narzadach limfatycznych odgrywa
proces proliferacji komérek, a takze tempo ich apoptozy w danej tkance (145, 146).
| tak, u wszystkich dotychczas badanych zwierzat (mysz, szczur, Swinia, owca)
wykazano, ze limfocyty T, ktre ulegly aktywacji w weztach chtonnych krezkowych,
po powrocie do krgzenia zasiedlaly wprawdzie rézne narzady limfatyczne, jednak
ostatecznie ich akumulacje obserwowano w weztach krezkowych oraz w innych
narzadach limfatycznych zwigzanych z ukladem pokarmowym (kepki Peyera,
lamina propria). Przyczyng akumulacji wspomnianych komérek byta ich proliferacja
w obrebie badanych narzadéw limfatycznych (147, 148). Na odpowiednig
dystrybucje poszczegodlnych subpopulacji limfocytow T w tkankach istotny wptyw
wydaje sie zatem wywiera¢ mikrosrodowisko tkanek, ktore poprzez wzajemne
interakcje migrujacych komorek oraz obecnos¢ komérek regulacyjnych
i uwolnionych mediatoréw (cytokiny, chemokiny) determinuje takze przebieg,
charakter, zakres i czas trwania odpowiedzi immunologiczne;j.

W tym Swietle szczegb6lnego znaczenia nabierajg uzyskane przeze mnie
wyniki wskazujgce na istotne zmiany rozmieszczenia limfocytow Taf, a przede
wszystkim limfocytow Tyd w obrebie narzgdéw limfatycznych jamy brzusznej
w nastepstwie zabiegu operacyjnego. Jak wspomniano wczesniej, obserwowany
w 3 dniu po urazie spadek odsetka limfocytow Tof, zarowno w badanych
narzadach limfatycznych, jak i we krwi obwodowej, moze by¢ zwigzany z aktywacjg
czesci tych komérek i zwigzang z tym ich wedrowkg do tkanek obwodowych.
Aktywowane limfocyty Ta dzieki posiadanym na swojej powierzchni czasteczkom
adhezyjnym oraz uwalnianym cytokinom moga indukowa¢ niespecyficzng
proliferacje sasiednich komoérek, przyczyniajgc sie do rozwoju reakcji zapalnej
(145). Wydaje sie wiec, ze dystrybucja takich potencjalnie groznych komorek
w obrebie ustroju powinna podlega¢ szczegélnym mechanizmom kontrolnym,
posrod ktorych procesy regulujgce proliferacje i apoptoze komérek majg znaczenie
pierwszorzedne. Wzrost odsetka limfocytow Tyd we wszystkich badanych
narzgdach limfatycznych, zaréwno tych zwigzanych z przewodem pokarmowym
(wezty limfatyczne krezkowe, kepki Peyera), jak i w tkankach limfatycznych
obwodowych (wezly limfatyczne pachowe i pachwinowe), w 3 dniu po zabiegu
operacyjnym moze byé zwigzany z funkcjg immunoregulacyjng tych komorek.

W celu potwierdzenia tej hipotezy oraz okreslenia mozliwego znaczenia
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funkcjonalnego zmian w rozmieszczeniu limfocytébw Tyd w nastepstwie zabiegu
operacyjnego wykonano serie kolejnych doswiadczen.

Jak juz wczes$niej wspomniano, réznego rodzaju urazy, w tym zabieg
operacyjny, zwigzane sg ze stanem immunosupresji, ktérego jednym z objawow
jest ostabiony poziom odpowiedzi komorkowej (134). W kolejnym doswiadczeniu
podjeto prébe oceny wplywu zabiegu operacyjnego na odpowiedz komorkowg
in vitro i wykazano, ze zar6wno zabieg gastrektomii, jak réwniez laparotomia
prowadzg do zahamowania proliferacji komorek uczulonych in vitro (Rycina 6).
Nalezy podkresli¢, ze wykorzystany model doswiadczalny pozwolit na okreslenie
wplywu urazu na odpowiedz immunologiczng w obwodowych narzgdach chtonnych,
tj. w weztach chtonnych pachowych i pachwinowych. Z kolei uzyskane wczesniej
wyniki wskazujg na istotne zmiany w rozmieszczeniu limfocytow Tafi Tyd
W nastepstwie zabiegu operacyjnego przede wszystkim w narzadach chionnych
jamy brzusznej, tj. w weztach chtonnych krezkowych i w kepkach Peyera, oraz we
krwi obwodowe;j.

W dalszym etapie badan podjeto zatem probe znalezienia odpowiedzi na
pytanie, czy zabieg operacyjny wywiera wptyw na mechanizmy obronne w obrebie
narzgdow limfatycznych zwigzanych z przewodem pokarmowym. W tym celu
limfocyty efektorowe pochodzace od zwierzat immunizowanych hodowano
z komérkami pochodzacymi z weztéw chtonnych krezkowych wyizolowanych od
myszy poddanych uprzednio zabiegowi gastrektomii lub laparotomii. Uzyskane
w ten sposob wyniki (Rycina 7) pozwalajg na stwierdzenie, ze u zwierzat
poddanych operacji czesciowej resekcji zotadka na skutek przeprowadzonego
zabiegu doszio do indukcji  komorek regulacyjnych w weztach chionnych
krezkowych. Komorki regulacyjne wywieraly dziatanie supresyjne na odpowiedz
komorkowa in vitro. W przypadku zwierzat poddanych zabiegowi laparotomii nie
stwierdzono pojawienia sie komorek regulacyjnych w weztach krezkowych.

W celu okreslenia fenotypu komoérek regulacyjnych indukowanych
w hastepstwie zabiegu operacyjnego wykonano kolejne doswiadczenie. Komorki
regulacyjne pochodzace z weztéw chltonnych krezkowych od myszy poddanych
gastrektomii inkubowano z przeciwcialami monoklonalnymi anty-TCRp (H57-597)
lub anty-TCRd& (UC7-135 D5), a nastepnie z dopetniaczem kréliczym. Uzyskane
w ten sposéb dwie populacje komérek Tap(Tyd) oraz Tyd (Toap’) hodowano

nastepnie z komérkami efektorowymi pochodzacymi od uczulonych uprzednio
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myszy. Otrzymane w ten sposOb wyniki (Rycina 8) pozwalajg stwierdzi¢, ze
komérkami, ktére posiadajg zdolnos¢ do hamowania proliferacji komorek
uczulonych in vitro, byta populacja limfocytébw Tyd wyizolowana 2z weztdw
chtonnych krezkowych myszy poddanych 3 dni wczes$niej zabiegowi gastrektomii.
W przypadku drugiej badanej populacji komoérek, tj. limfocytow TaB*, nie
stwierdzono zahamowania proliferacji komorek efektorowych in vitro.

Rola komérek immunoregulacyjnych, ktérg pelnig limfocyty Tyd
w odpowiedzi immunologicznej, byta postulowana przez wielu autorow (102).
Potwierdzajg jg liczne badania doswiadczalne wskazujagce na zaburzenia
odpowiedzi immunologicznej z udziatem limfocytow Tof3 u defektywnych szczepow
myszy Tyd" (149, 107, 150). Mechanizm, poprzez ktéry limfocyty Tyd petnia funkcje
immunoregulacyjng, nie zostat dotychczas precyzyjnie zdefiniowany (102). Wydaje
sie jednak, ze podobnie jak komorki regulacyjne nalezgce do populacji limfocytéw
Tap, takze limfocyty Tyd mogg wpltywaé na przebieg odpowiedzi immunologicznej
poprzez sekrecje cytokin przeciwzapalnych. Potwierdzajg to wyniki badan
wykorzystujgcych model reakcji nadwrazliwosci kontaktowej in vivo oraz in vitro,
w ktérych indukowane komérki Tyd o aktywnosci supresyjnej hamowaty aktywnosé
komoérek efektorowych nadwrazliwosci kontaktowej za posrednictwem uwalnianej
IL-4 (118).

W dalszej czesci badan podjeto probe okreslenia mechanizmu, poprzez jaki
limfocyty Tyd pochodzace z wezidbw krezkowych myszy poddanych zabiegowi
operacyjnemu hamujg odpowiedz komérkowg. W tym celu indukowane wskutek
urazu komérki regulacyjne (limfocyty Tyd) hodowano z komdrkami efektorowymi
pochodzacymi od myszy immunizowanych, w obecnosci mAb neutralizujacych IL-4,
IL-10 lub TGF-B. Uzyskane wyniki wykazaly, ze neutralizacja TGF-3 znosi
supresje wywierang przez limfocyty Tyd, natomiast neutralizacja pozostatych
dwéch cytokin przeciwzapalnych, tj. IL-4 oraz IL-10, nie wywierata zadnego efektu
(Rycina 9). TGF-Bjest czynnikiem o plejotropowym dziataniu, posiadajgcym
zdolnos¢ modyfikacji procesow zwigzanych z recyrkulacjg limfocytow T (. z
zasiedlaniem tkanek, adhezjg komodrek, chemotaksjg), a takze aktywacjg
limfocytéw T, ich r6znicowaniem oraz apoptozg (151, 152). Wyniki licznych badan,
w ktérych wykorzystano defektywne szczepy mysie, ktorych limfocyty T
pozbawiono funkcjonalnego receptora typu Il dla TGF-B, wskazujg na szczegdélng

role, ktérg odgrywa ten czynnik w utrzymaniu homeostazy limfocytow T.

38



Dyskusja

We wspomnianych doswiadczeniach zmienione genetycznie limfocyty T ulegaty
spontanicznej aktywacji, w wyniku ktérej dochodzito do wieloogniskowego procesu
zapalnego (153). Istnieje takze szereg doniesien wskazujgcych na hamujacy wptyw
TGF-B na proliferacje limfocytéw T w warunkach odpowiedzi na uraz (154).

Wyniki wczesniejszych badan klinicznych i doswiadczalnych dotyczacych
pourazowej supresji odpowiedzi komoérkowej wskazujg na szereg mozliwych
mechanizmow prowadzacych do wystgpienia tego zjawiska. Pierwsze doniesienie
wskazujgce na zaburzenia odpowiedzi komorkowej u chorych po ciezkich urazach
pojawito sie niemal 60 lat temu (155). Obecnie wydaje sie, ze prawdopodobnie
najwazniejsza przyczyng zahamowania odpowiedzi komorkowej po urazie jest
przesuniecie rownowagi Th1/Th2 w kierunku komoérek i cytokin typu Th2. Stan
immunosupresji pourazowej jest wynikiem wielu wzajemnie na siebie
oddziatywujacych proceséw, w ktére zaangazowane sg szczegoélnie wazne systemy
organizmu, takie jak uktad immunologiczny oraz neurohormonalny. Obserwowane
przeze mnie zmiany w rozmieszczeniu subpopulacji limfocytéw Tyd oraz Taf
Z jednej strony spowodowane sg bezposrednio wystgpieniem urazu, z drugiej za$
stanowig istothg komponente toczacej sie reakcji bedacej odpowiedzig na 6w uraz.
Wydaje sie, ze wazng role immunoregulacyjng w procesie pourazowego
zahamowania odpowiedzi komorkowej odgrywajg limfocyty Tyo.

Podsumowujgc, wyniki moich badan pozwalajg stwierdzi¢, ze w nastepstwie
zabiegu chirurgicznego zachodzg zmiany w rozmieszczeniu limfocytow T, ktorym
towarzyszy znaczny wzrost odsetka limfocytow Tyd w tkance limfatycznej
drenujacej przewdd pokarmowy. Wspomniana populacja komérek Tyd, pojawiajgca
sie w ciggu pierwszych kilku dni od zabiegu operacyjnego, hamuje odpowiedz
immunologiczng za posrednictwem wydzielanego TGF-3, nie wykazujac przy tym
swoistosci antygenowej. Mechanizm antygenowo nieswoistej supresji mediowanej
przez limfocyty Tyd moze odgrywac istotng role w hamowaniu odpowiedzi na
autoantygeny uwalniane w znacznej ilosci w trakcie uszkodzenia tkanek na skutek
urazu. Jednoczesnie warto podkresli¢, ze istniejgca supresja jest krétkotrwata i po
niedopuszczeniu do wystgpienia odpowiedzi na autoantygeny pozwala w razie
potrzeby na indukcje odpowiedzi immunologicznej na antygeny drobnoustrojow

wnikajacych przez wrota zakazenia, jakimi sg uszkodzone w trakcie urazu tkanki.
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6. Whnioski

1) Zabieg gastrektomii prowadzi do zmian w rozmieszczeniu limfocytow Tyd
i TaBw badanych narzadach chtonnych oraz we krwi obwodowej. Wspomniane
zmiany dotyczg wzrostu odsetka limfocytow Tyd w kepkach Peyera, weztach
chtonnych krezkowych oraz w weztach chtonnych obwodowych (pachowych
i pachwinowych), z maksimum zmian przypadajacym na 3 dzien po zabiegu
operacyjnym. Z kolei laparotomia nie wywiera istotnych zmian procentowych
komérek Tydw badanych tkankach. Jednoczes$nie w 3 dniu po gastrektomii
dochodzi do spadku odsetka komorek Taf, zarowno w weztach chtonnych
krezkowych, jak i w kepkach Peyera, podczas gdy laparotomia wywiera
nieznaczny wptyw na poziom komérek Taf w badanych narzadach.
Réwnoczesnie zabieg czesciowej resekcji zotadka prowadzi do spadku odsetka

limfocytéw Taf i Tyd we krwi obwodowej.

2)  Zar6bwno zabieg gastrektomii, jak i sama laparotomia prowadzg do wzrostu
ekspresji nastepujgcych molekut adhezyjnych LFA-1, ICAM-1, L-selektyna oraz
VLA-4 |/ a4B7 na powierzchni limfocytow Taf oraz Tyd weziow chionnych
krezkowych. Obserwowany wzrost ekspresji czasteczek adhezyjnych zwigzany

jest z procesem recyrkulacji limfocytéw T i jest proporcjonalny do sity urazu.

3) Czesciowa resekcja zolgdka, jak rowniez laparotomia prowadzg do
zahamowania proliferacji komoérek weztow chtonnych obwodowych in vitro, co
sugeruje, ze zabieg operacyjny prowadzi do uogélnionej immunosupresji na

obwodzie.

4) Badania in vitro wykazaly, ze gastrektomia prowadzi do pojawienia sie
w weztach chtonnych krezkowych komérek Tyd supresyjnych, ktére nie wykazujag
Swoistosci antygenowe;. Limfocyty Tyd supresyjne powstajgce
w wyniku zabiegu czesciowej resekcji zotgdka hamujg odpowiedz komérkowa in
vitro za posrednictwem uwalnianego TGF-B. Zdolnosci do hamowania
odpowiedzi komorkowej in vitro nie posiadajg natomiast limfocyty pochodzace

z weztdéw chtonnych krezkowych myszy poddanych laparotomii.
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7. Ryciny

Rycina 1.

Wplyw zabiegu operacyjnego na dystrybucj e limfocytow T yd
w kepkach Peyera i w eztach chtonnych krezkowych.

100 pl zawiesiny komoérek (5 x 10° komérek) pochodzacych z weziow
chtonnych krezkowych oraz kepek Peyera, pobranych przed wykonaniem zabiegu
operacyjnego (grupa kontrolna) oraz 1, 3, 7 i 14 dni po zabiegu operacyjnym,
inkubowano przez 30 min. na lodzie z mAb anty-TCRd znakowanymi fluoresceing
(FITC), zgodnie z procedurg opisana w rozdziale ,Materialy i metody” (3.8).
Nastepnie dokonano pomiaru przy pomocy cytometru przeptywowego. Analize
dystrybuciji komaérek Tyd przeprowadzono w kepkach Peyera [PP] (Grupa A) oraz
weztach chtonnych krezkowych [MLN] (Grupa B) u myszy poddanych zabiegowi
gastrektomii, jak rowniez w kepkach Peyera [PP] (Grupa C) oraz weztach
chtonnych krezkowych [MLN] (Grupa D) u myszy poddanych laparotomii.
U wszystkich grup badanych kontrole tta fluorescencji stanowity komorki
inkubowane jedynie w obecnosci buforu FACS. Wartos¢ kontroli tla byla
kazdorazowo odejmowana od otrzymanej wartosci badanej. Wyniki przedstawiono
jako wartosci procentowe wartosci kontrolnej, przyjmujac zasade, ze otrzymana
ilos¢ pozytywnych komorek u myszy niepoddanych zabiegowi (dzien 0) rowna jest
100%. W przypadku danych przedstawionych na Rycinie 1 100% odpowiada 1,9%
komoérek Tyd+ w kepkach Peyera oraz 2,7% komorek Tyd+ w weztach chionnych
krezkowych. Znamiennos$¢ statystyczna dla pomiaru w 1 dniu po zabiegu: Grupa B
vs wartos¢ kontrolna, p<0,05; Grupa C vs wartos¢ kontrolna, p<0,02; dla pomiaru
w 3 dniu po zabiegu operacyjnym: Grupa A vs warto$¢ kontrolna p<0,001; Grupa B
vs wartos¢ kontrolna p<0,05, Grupa A vs Grupa C, p<0,001, Grupa B vs Grupa D,
p<0,05. W pozostatych punktach pomiarowych, tj. w 1, 7 i 14 dniu po zabiegu dla
Grupy A vs wartos¢ kontrolna oraz Grupa A vs Grupa C i Grupa B vs Grupa D,
w 7 i 14 dniu dla Grupy B vs wartos¢ kontrolna, a takze w 3, 7 i 14 dniu dla Grupy C
vs wartos¢ kontrolna, jak réwniez dla wszystkich punktéw pomiarowych

w przypadku Grupy D vs wartos¢ kontrolna, brak znamiennos$ci statystyczne;.
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Rycina 2.

Wplyw zabiegu operacyjnego na dystrybucj e limfocytow T af
w kepkach Peyera i w eztach chtonnych krezkowych.

Komérki weztéw chtonnych krezkowych oraz kepek Peyera, pobranych
przed wykonaniem zabiegu operacyjnego (grupa kontrolna) oraz 1, 3, 7 i 14 dni po
zabiegu operacyjnym, inkubowano przez 30 min. na lodzie z mAb anty-TCR[
znakowanymi fluoresceing (FITC), zgodnie z procedurg opisang w rozdziale
.Materialy i metody” (3.8). Analize badanego materialu prowadzono przy uzyciu
cytometru przeptywowego. Ocene dystrybucji komorek TaB przeprowadzono
w kepkach Peyera (Grupa A) oraz wezlach chtonnych krezkowych (Grupa B)
u myszy poddanych zabiegowi gastrektomii oraz w kepkach Peyera (Grupa C) oraz
weztach chionnych krezkowych (Grupa D) u zwierzat poddanych laparotomii.
Wyniki przedstawiono jako wartosci procentowe wartosci kontrolnej, przyjmujac
zasade, ze otrzymana ilos¢ pozytywnych komérek u myszy niepoddanych
zabiegowi (dzien 0) réwna jest 100%. 100% wartosci kontrolnej odpowiada na
rycinie 38,4% komoérek Taf+ w kepkach Peyera oraz 56,7% komérek Tap+
w weztach chionnych krezkowych. Znamiennos¢ statystyczna dla pomiarow
wykonanych w 3 dniu po zabiegu operacyjnym wynosita: Grupa A vs wartosé
kontrolna, p<0,05, Grupa A vs Grupa C, p<0,001; dla pomiaréw w 7 dniu po
zabiegu: Grupa A vs warto$¢ kontrolna, p<0,05; dla pomiaréw w 1 i 14 dniu po
zabiegu dla Grupy A vs warto$¢ kontrolna, a takze dla pomiaréw w 7 i 14 dniu dla
Grupa A vs Grupa C, oraz dla pomiaréw wykonanych we wszystkich punktach
pomiarowych dla Grupy B, C oraz D vs wartos¢ kontrolna oraz Grupa B vs Grupa D

brak znamiennosci statystycznej.

Rycina 3.

Wplyw zabiegu operacyjnego na dystrybucj e limfocytow T af i Tyd we

krwi obwodowej zwierz gt operowanych.
Od zwierzat poddanych zabiegowi gastrektomii (Grupy A i B), badz

laparotomii (Grupy C i D) pobrano krew obwodowg w 1, 3, 7 oraz 14 dniu po

zabiegu. Kontrole stanowita krew pobrana od zwierzat nieoperowanych. Limfocyty
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krwi obwodowej otrzymano zgodnie z metodyka opisang w rozdziale ,Materiaty
i metody” (3.6). Komérki znakowano mAb anty-TCRp (Grupy A i C) oraz anty-TCRd
(Grupy B i D) i analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego zgodnie
z procedurg opisang w rozdziale ,Materiaty i metody” (3.8). Wyniki przedstawiono
jako wartosci procentowe wartosci kontrolnej (dzien 0), przyjmujac zasade, ze
otrzymana ilos¢ pozytywnych komorek u myszy niepoddanych zabiegowi rowna jest
100%. 100% wartosci kontrolnej odpowiada 18,1% komorek TaB+ oraz 6,7%
komorek Tyd+. Znamiennos¢ statystyczna dla pomiaréw wykonanych w 3 dniu po
zabiegu: Grupa A vs Grupa C, p<0,01; dla pomiaru w 7 dniu po zabiegu: Grupa A
vs Grupa C, p<0,05, Grupa B vs Grupa D, p<0,05. Znamienno$¢ statystyczna dla
pomiaréw wykonanych w pozostatych punktach czasowych, tj. w 1 i 14 dniu dla:
Grupa A vs Grupa C, oraz w 1,3 i 14 dniu dla: Grupa B vs Grupa D, a takze dla
pomiarow we wszystkich badanych punktach czasowych dla: Grupa A, B, C i D

vs wartos¢ kontrolna, brak znamiennosci statystycznej.

Rycina 4A.

Whplyw zabiegu operacyjnego na dystrybucj e limfocytéw T yd w weztach

chtonnych obwodowych i $ledzionie zwierz gt operowanych.

W 3 dniu po zabiegu gastrektomii pobrano od myszy wezly chionne
pachowe i pachwinowe (Grupa A) oraz $ledziony (Grupa B). Rowniez w grupie
myszy poddanych laparotomii izolowano wezly obwodowe (Grupa C) oraz
Sledziony (Grupa D) 3 dni po zabiegu. Zawiesine komdrek z weziéw chionnych
obwodowych oraz sledziony otrzymano zgodnie z procedurg opisang w rozdziale
.Materiaty i metody” (3.7). Komérki znakowano mAb anty-TCRd zgodnie z opisem
do Ryciny 1. Grupe kontrolng stanowity myszy nieoperowane. Otrzymane wyniki
przedstawiono jako procent wartosci kontrolnej, przy zatozeniu, ze otrzymana
warto$¢ dla myszy nieoperowanych réwna jest 100%. W przypadku danych
przedstawionych na Ryc. 4 A 100% odpowiada 4,6% Tyd+ komérek w weztach
obwodowych oraz 4,7% Tyd+ komoérek w $Sledzionie. Znamiennos¢ statystyczna:
Grupa A vs wartos¢ kontrolna, p<0,001;Grupa C vs. Grupa A, p<0.001, natomiast
Grupa B,C i D vs warto$¢ kontrolna oraz Grupa D vs. Grupa B — brak znamiennosci

statystycznej.
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Rycina 4B.

Wplyw zabiegu operacyjnego na dystrybucj e limfocytow T af
w weztach chtonnych obwodowych i  sledzionie zwierz at operowanych.

Komérki pochodzace z weztdéw chtonnych pachowych i pachwinowych oraz
ze S$ledzion myszy gastrektomizowanych (Grupy A i B), badz poddanych
laparotomii (Grupy C i D), znakowano mAb anty-TCR[3 zgodnie z opisem zawartym
w rozdziale ,Materialy i metody” (3.8). Grupe kontrolng stanowily myszy
nieoperowane. Otrzymane wyniki przedstawiono jako procent wartosci kontrolnej,
przy zatozeniu, ze otrzymana wartos¢ dla myszy nieoperowanych réwna jest 100%.
W przypadku danych przedstawionych na Rycinie 4B 100% odpowiada 83,8%
komorek ToB+ w weztach chtonnych obwodowych oraz 39,1% komorek Taf+
w Sledzionie. W niniejszym eksperymencie nie obserwowano istotnych roznic
pomiedzy grupami badanymi oraz warto$cig kontrolng, a takze w obrebie grup
badanych, odpowiednio Grupa A, B, C i D vs wartos¢ kontrolna, oraz Grupa C

vs Grupa A, a takze Grupa D vs Grupa B — brak znamiennosci statystycznej.

Rycina 5A.

Analiza ekspresji molekut adhezyjnych na komorkach Tap+

pochodz acych z w eztéw chtonnych krezkowych.

W trzecim dniu po wykonaniu zabiegu od myszy poddanych gastrektomii
(grupa A) oraz laparotomii (grupa B) pobrano wezlty chtonne krezkowe
i przygotowano zawiesiny komorek tak, jak opisano w rozdziale ,Materiaty i metody”
(3.7). 5 x 10° komérek inkubowano jednocze$nie z dwoma przeciwciatami
monoklonalnymi (znakowanie podwojne), z ktérych jedno sprzezone byto
z fluoresceing (FITC), a drugie z fikoerytryng (PE). Rycina 5A przedstawia
ekspresje molekut adhezyjnych: CD62L, CD49d, ICAM-1 i LFA-1 na powierzchni
komérek Taf+. Otrzymane wyniki przedstawiono jako procent wartosci kontrolnej,
przy zatozeniu, ze otrzymana warto$¢ dla myszy nieoperowanych réwna jest 100%.
Znamiennos¢ statystyczng dla czgsteczki CD62L: Grupa A vs wartos¢ kontrolna,

p<0,02; Grupa B vs wartos¢ kontrolna, brak znamiennosci; Grupa A vs Grupa B,
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p<0,05; dla czasteczki CD49d: Grupa A vs wartos¢ kontrolna, p<0,001; Grupa B
vs warto$¢ kontrolna, p<0,001; Grupa A vs Grupa B, brak znamiennosci; dla
czasteczki ICAM-1: Grupa A vs wartos¢ kontrolna, p<0,01; Grupa B vs wartos¢
kontrolna, p<0,05; Grupa A vs Grupa B, brak znamiennosci; dla czgsteczki LFA-1:
Grupa A vs wartosé kontrolna, p<0,001; Grupa B vs wartos¢ kontrolna, p<0,001;

Grupa A vs Grupa B, brak znamiennosci.

Rycina 5B.

Analiza ekspresji molekut adhezyjnych na komorkach Tyd+

pochodz acych z w eztéw chtonnych krezkowych.

W trzecim dniu po wykonaniu zabiegu od myszy poddanych gastrektomii
(grupa A) oraz laparotomii (grupa B) pobrano wezly chionne krezkowe
i przygotowano zawiesiny komdrek, zgodnie z opisem zamieszczonym w rozdziale
,Materiaty i metody” (3.7). 5 x 10°> komérek inkubowano jednocze$nie z dwoma
przeciwciatami monoklonalnymi (znakowanie podwadjne), z ktérych jedno sprzezone
bylo z fluoresceing (FITC), a drugie z fikoerytryng (PE). Rycina 5B przedstawia
ekspresje czasteczek adhezyjnych CD62L, CD49d, ICAM-1 i LFA-1 na powierzchni
komorek Tyd+. Otrzymane wyniki przedstawiono jako procent wartosci kontrolnej,
przy zatozeniu, ze otrzymana warto$¢ dla myszy nieoperowanych réwna jest 100%.
Znamienno$¢ statystyczng dla czagsteczki CD62L: Grupa A vs warto$¢ kontrolna,
p<0,001; Grupa B vs wartos¢ kontrolna, p<0,001; Grupa A vs Grupa B, p<0,01; dla
czasteczki CD49d: Grupa A vs wartos¢ kontrolna, p<0,01; Grupa B vs wartos¢
kontrolna, p<0,01; Grupa A vs Grupa B, brak znamiennosci; dla czasteczki ICAM-1:
Grupa A vs wartos¢ kontrolna, p<0,01; Grupa B vs warto$¢ kontrolna, brak
znamiennosci; Grupa A vs Grupa B, p<0,01; dla czasteczki LFA-1: Grupa A
vs wartos¢ kontrolna, p<0,01; Grupa B vs wartos¢ kontrolna, p<0,01; Grupa A

vs Grupa B, brak znamiennosci.
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Rycina 6.

Wptyw zabiegu operacyjnego na proliferacj e komorek uczulonych in

vitro.

Myszy poddane gastrektomii (Grupa B) lub laparotomii (Grupa C) uczulono
5% roztworem PCL w mieszaninie acetonu i etanolu (w stosunku 1:3) w trzecim
dniu po zabiegu. W analogiczny sposéb uczulono myszy, ktére nie poddano
zadnemu zabiegowi [kontrola pozytywna (Grupa A)]. Cztery dni p6zniej pobrano
jalowo wezly chtonne pachowe i pachwinowe badanych myszy. 3x10° komorek
weztéw chionnych inkubowano z kolejnymi 3-krotnymi rozcienczeniami roztworu
TNP-lg, poczynajgc od stezenia 300 pg/ml, a nastepnie hodowano w obecnosci
[*H]- tymidyny tak jak opisano w rozdziale ,Materialy i metody” (3.9). Pomiaru
dokonywano przy uzyciu B-licznika Wallac. Znamienno$¢ statystyczna dla pomiaru
przy stezeniu Ag 300 pg/ml: Grupa B vs. A, p<0,025, Grupa C vs. A, p<0,025; dla
stezenia Ag 100 pg/ml: Grupa B vs A, p<0,025, Grupa C vs. A, p<0,025; dla
stezenia Ag 30 pg/ml: Grupa B vs. A, p<0,025, Grupa C vs. A, p<0,025; dla
stezenia Ag 10 pg/ml, Grupa B vs. A, p<0,025, Grupa C vs. A, p<0,05, dla stezenia
Ag 3 pg/ml: Grupa B vs. A, Grupa C vs. A -brak znamiennos$ci statystycznej oraz

dla stezenia Ag 1 pg/ml: Grupy B i C vs. A - brak znamiennosci statystycznej.

Rycina 7.

Komorki  w eztébw chionnych krezkowych pochodz ace od myszy
poddanych gastrektomii hamuj g proliferacj @ komorek uczulonych

in vitro.

3x10° komérek uczulonych od myszy immunizowanej 4 dni wczesniej 5%
PCL hodowano z 6x10* komérek weztéw chtonnych krezkowych w obecnosci TNP-
Ig jako antygenu, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale ,Materiaty i metody”
(3.9). Komorki weztéw chtonnych krezkowych (Tr) pochodzity od myszy poddanych
3 dni wczesniej gastrektomii (Grupa B) lub laparotomii (Grupa C). Komorki
uczulone (Tef) hodowane bez komérek regulatorowych stanowity kontrole
pozytywng (Grupa A). Po 48 godz. hodowli do komérek dodawano [*H]-tymidyne

i inkubacje kontynuowano przez kolejne 18 godz., po czym dokonywano pomiaru
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przy pomocy licznika scyntylacyjnego. Znamiennos¢ statystyczna dla pomiaru przy
stezeniu Ag: 300 ug/ml : Grupa B vs. A, p<0,05, dla stezenia Ag 100 pg/ml: Grupa
B vs. A, p<0,025, dla stezenia Ag 30 ug/ml, Grupa B vs. A, p<0,025, dla stezenia
Ag 10 pg/ml: Grupa B vs. A p<0,05 oraz dla stezenia Ag 3 pg/ml; Dla stezen Ag:
300 pg/ml, 30 pg/ml oraz 3 pg/ml: Grupa B vs. A — brak znamiennosci
statystycznej. Dla Grupa C vs. A — brak znamiennosci statystycznej w caltym

zakresie stezen antygenu.

Rycina 8.

Komorki T y&' (Tap) weztdéw chtonnych krezkowych hamuj g proliferacje

komorek uczulonych in vitro.

Komorki regulacyjne, pobrane od myszy poddanych gastrektomii w 3 dniu
od zabiegu, inkubowano z mAb anty-TCRp (H57-597) lub anty-TCRy (UC7-135
D5), a nastepnie z dopetniaczem kréliczym (RC’), tak jak opisano w rozdziale
.Materiaty i metody” (3.11). Uzyskane w ten spos6b dwie populacje komoérek Taf
(TCRYd") (Grupa D) oraz Tyd (TCRaf") (Grupa C) uzyto w tescie zahamowania
proliferacji zgodnie z opisem do Ryciny 7. Kontrole supresji stanowity komorki
uczulone (Tef), hodowane z komdrkami weztéw chtonnych krezkowych (Tr petne)
myszy operowanych, poddanych uprzednio dziataniu samego medium i RC’ (Grupa
B). W kontroli pozytywnej hodowano same komorki uczulone w obecnosci TNP-Ig
(Grupa A). Po 48 godz. hodowli do komérek dodawano [*H]-tymidyne, a nastepnie
dokonywano pomiaru zgodnie z procedurg opisang w rozdziale ,Materialy i metody”
(3.9). Znamienno$¢ statystyczna dla pomiaru przy stezeniu Ag 300 ug/ml: Grupa B
vs A, p<0,02, Grupa C vs A, p<0,02, Grupa C vs A, p<0,05; dla stezenia Ag 100
Mg/ml: Grupa B vs A, p< 0,01, Grupa D vs A, p<0,02, Grupa C vs A brak
znamiennosci; dla stezenia 30 pg/ml: Grupa C vs A, p<0,001, Grupa B vs A oraz
Grupa D vs A brak znamiennosci; dla stezenia 10 yg/ml : Grupa B vs A, Grupa C vs
A oraz Grupa D vs A, brak znamiennosci; dla stezenia Ag 3 pg/ml : Grupa C vs A,
p<0,001, Grupa B vs A oraz Grupa D vs A, brak znamiennosci; dla stezenia Ag

1 pg/ml : brak znamiennosci statystycznej dla wszystkich badanych grup.
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Rycina 9.

Limfocyty T yd hamujq proliferacj @ komérek in vitro za posrednictwem

uwalnianego TGF- B.

Komodrki regulacyjne Tyd', pochodzace z wezidw chtonnych krezkowych
myszy poddanych gastrektomii, hodowano z komorkami uczulonymi w obecnosci
TNP-Ig oraz mAb neutralizujgcych odpowiednie cytokiny: anty-IL-4 (Grupa D), anty-
IL-10 (Grupa E), anty-TGF-B (Grupa F) lub bez przeciwciat (Grupa C). Dodatkowag
kontrole supresji stanowity nieseparowane komorki weztow chtonnych krezkowych
hodowane z komadrkami uczulonymi (Grupa B). Kontrole pozytywng stanowity same
komorki uczulone (Grupa A). Komorki wszystkich grup testowano w tescie
.zahamowania proliferacji in vitro” zgodnie z procedurg zawartg w rozdziale
.Materiaty i metody” (3.9). Znamiennos¢ statystyczna dla pomiaru przy stezeniu Ag
300 pg/ml : Grupa B vs A, p<0,02, Grupa C vs A, p<0,05, Grupa D vs A, p<0,02,
Grupa E vs A, p<0,01, Grupa F vs A, brak znamiennosci statystycznej; dla stezenia
100 pg/ml: Grupa B vs A, p<0,01, Grupa C vs A, p<0,02, Grupa E vs A, p<0,05,
Grupa D oraz F vs A, brak znamiennosci; dla stezenia 30 pg/ml: Grupa D vs A,
p<0,01, Grupy B,C,E oraz F vs A, brak znamiennosci; dla stezenia 10 oraz 3 pg/ml:
Grupy D oraz E vs A, p<0,05, Grupy B, C i F vs A, brak znamiennosci; dla stezenia
1 pg/ml: Grupa E vs A, p<0,05, Grupy B, C, D oraz F vs A, brak znamiennosci

statystycznej.
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Relatywny % komérek T yd
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9. Streszczenie

W wyniku urazu dochodzi do przerwania barier ochronnych organizmu
i zwigzanej z tym destrukcji tkanek i komorek gospodarza. W odpowiedzi na uraz
organizm reaguje szeregiem zmian, ktérych celem jest przywrdcenie homeostazy,
pobudzenie odbudowy zniszczonych tkanek i zapobiezenie infekcji.

Stopien nasilenia odpowiedzi na uraz uzalezniony jest od ogodlnego stanu
ustroju oraz od sity i charakteru przebytego urazu. W przypadku niewielkich
obrazen reakcja obronna ustroju ma charakter lokalny, z kolei urazy ciezkie
prowadzg do odpowiedzi organizmu o charakterze uogolnionym. W kazdym jednak
przypadku reakcja organizmu na uraz ma charakter kompleksowy i zwigzana jest
Z pobudzeniem szeregu zyciowo waznych systeméw organizmu, takich jak ukiad
immunologiczny, uktad nerwowy oraz uktad hormonalny.

Wplyw urazéw, w tym urazow operacyjnych, na odpowiedz immunologiczng
byt przedmiotem licznych prac badawczych od wielu lat. Wielu autoréw wykazato
zaburzenia zaréwno odpowiedzi nieswoistej, jak i odpowiedzi nabytej, bedace
konsekwencjg oparzeh, obrazen mechanicznych czy wreszcie zabiegu
chirurgicznego. Powszechnie uwaza sie, ze konsekwencjg obrazen ciezkich, w tym
takze rozlegtych operaciji chirurgicznych, jest trwajacy od kilku do kilkunastu dni po
urazie stan immunosupresiji, ktéry charakteryzuje sie m. in. ostabieniem odpowiedzi
typu komoérkowego. Wyniki badan klinicznych i eksperymentalnych ostatnich lat
pozwalajg na stwierdzenie, ze jedng z gtdwnych przyczyn obserwowanego
w nastepstwie urazu zahamowania odpowiedzi komorkowej wydaje sie byc¢
przesunigcie rownowagi TH1 / TH2 w kierunku komorek i cytokin typu TH2.

Na zakres i charakter odpowiedzi ustroju na uraz wptywajg nie tylko zmiany
funkcjonalne komdérek uktadu odpornosciowego, ale takze ich wlasciwa dystrybucja
w obrebie tkanek i narzaddw organizmu.

W niniejszej pracy podjeto probe okreslenia zmian w rozmieszczeniu
i aktywnosci funkcjonalnej limfocytow Taf i Tyd pod wplywem zabiegu
chirurgicznego (gastrektomia). Uzyskane wyniki badan wskazujg na wyrazne
zmiany w rozmieszczeniu limfocytbw T obu badanych populacji w nastepstwie
gastrektomii. W przypadku limfocytbw Taf zaobserwowano znaczacy spadek
odsetka tych komérek w weztach chtonnych krezkowych (56,7% 15 do 40,4%
+17), kepkach Peyera (38,4% 6,8 do 21,2% 16,2) oraz we krwi obwodowej (18,1%

75



Streszczenie

+0,8 do 8,2% +1,7) w 3 dniu po gastrektomii. Jednoczesnie nie odnotowano
istotnych zmian w rozmieszczeniu tych komoérek w wezlach limfatycznych
obwodowych i w $ledzionie. Z kolei w przypadku limfocytéw Tyd, w 3 dniu po
zabiegu operacyjnym, zaobserwowano wyrazny wzrost ich odsetka w weztach
chtonnych krezkowych (2,7% £0,7 do 8,8% +3,5), kepkach Peyera (1,9% #0,5 do
10,5% #0,3) oraz w weztach chtonnych obwodowych (4,6% 1,1 do 9,0% #0,8).
Wzrost liczby komérek Tyd we wspomnianych narzadach chtonnych korelowat ze
spadkiem ich odsetka we krwi obwodowej (6,7% +2,8 do 3,9% +2,0) oraz z brakiem
zmian ilosciowych w $ledzionie. W przypadku obu badanych populacji komérek
natezenie obserwowanych zmian osiagato wartos¢ maksymalng w 3 dniu po
zabiegu, a badane parametry powracaly do wartosci wyjsciowych zazwyczaj juz
w 7 dniu po operacji. Stopien nasilenia zmian byt zwigzany z sitg przebytego urazu,
o czym Swiadczy fakt, ze zabieg laparotomii nie wywierat wplywu na
rozmieszczenie obu populacji limfocytéw T w badanych tkankach.

Obserwowane w nastepstwie gastrektomii zmiany w sktadzie procentowym
limfocytbw Tof i Tyd w narzadach chtonnych jamy brzusznej oraz we krwi
obwodowej moga by¢ wynikiem wedrowki badanych komoérek w odpowiedzi na
stres pooperacyjny. W zwigzku z powyzszym dokonano oceny ekspresji
nastepujgcych molekut adhezyjnych: LFA-1, ICAM-1, VLA-4 | a437 oraz L-selektyny
na powierzchni limfocytow Tap i Tyd wezidw chionnych krezkowych. Niniejszy
eksperyment wykazat, ze zabieg chirurgiczny prowadzi do wzrostu ekspresji
molekut adhezyjnych na komoérkach Taf i Tyd, a zmiany ekspresji testowanych
markeréw sg proporcjonalne do sity urazu.

W  kolejnych eksperymentach dokonano oceny wplywu zabiegu
operacyjnego na aktywnos¢ biologiczng limfocytéw Tof3 i Tyd. Poniewaz najwieksze
zmiany w dystrybucji komérek T pod wpltywem zabiegu operacyjnego obserwowano
w narzadach chtonnych jamy brzusznej, to w kolejnych eksperymentach dokonano
oceny zmian funkcjonalnych limfocytow T wyizolowanych z weztow chtonnych
krezkowych. Przeprowadzone doswiadczenia, w ktérych poddano hodowli in vitro
komorki efektorowe pochodzace od myszy uprzednio immunizowanych haptenem,
wraz z limfocytami T weztéw chionnych krezkowych pochodzacych od zwierzat
poddanych gastrektomii lub laparotomii, pozwolity na stwierdzenie, ze zabieg
gastrektomii prowadzi do indukcji komoérek supresyjnych o fenotypie Tyd. Komoérki

te hamowaly odpowiedz proliferacyjng in vitro za posrednictwem wydzielanego
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TGF-B3, nie wykazujgc przy tym swoistosci antygenowej. Zjawiska supres;ji
odpowiedzi komorkowej in vitro nie obserwowano w przypadku komérek weztow

chtonnych krezkowych, pochodzacych od myszy poddanych laparotomii.
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Summary

Injury breaks anatomical barriers of the body and leads to cell and tissue
destruction. In response to trauma a repair and defence mechanisms, involved in
tissue repair, wound healing and prevention of infection, are induced.

The magnitude of trauma-induced response depends on the overall patient’s
condition and the severity of injury. Minor injury usually elicits local reaction, while
severe trauma is associated with systemic host response. In any case the character
of the response is very complex and involves activation of crucial systems
(immunological, neural and endocrine).

The influence of different types of injury on immune response has been of
interest to scientists for many years. Several studies have shown disturbance of
innate and adaptive immune response as a consequence of burns, accidental
trauma and surgical operation. It is well accepted that major surgery often leads to
severe immunosuppression, which usually lasts for several days after injury, and is
characterized by impaired cell-mediated immune response. Both clinical and
experimental studies have demonstrated that one of the main causes of surgery-
induced suppression of cellular immunity might be the shift in the T helper 1 (Thl) /
Th2 patterns and type 1/ type 2 cytokine secretion towards TH2 response.

The type and extent of body’s immune response to injury depends not only
on functional changes of immune cells. Additionally, appropriate distribution of
immune cells between different tissues and organs of the body is required for
proper function of the immune system.

The aim of the present study was to characterize surgery-induced changes
in distribution and immune function of yd and af3 T cells. Presented data shows
distinct changes in distribution pattern of both T cell populations after partial
gastrectomy. There was significant decrease in percentage of af T cells in
mesenteric lymph nodes (56,7% %15 to 40,4% +17), Peyer’'s patches (38,4% 16,8
to 21,2% +6,2) and peripheral blood (18,1% +0,8 to 8,2% £1,7) on the third day
after partial gastrectomy. At the same time there were no significant changes in
distribution of a3 T cells in peripheral lymph nodes and in the spleen. In contrast the
percentage of yd T cells in mesenteric lymph nodes (2,7% 0,7 to 8,8% =3,5),
Peyer’s patches (1,9% 0,5 to 10,5% £0,3) and peripheral lymph nodes (4,6% +1,1

to 9,0% *0,8) was significantly increased on day 3. Simultaneously the percentage
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of yo T cells in peripheral blood was decreased (6,7% 2,8 to 3,9% +2,0), whereas
no changes were observed in the spleen. The gastrectomy-induced changes in
distribution of both T cells populations were most pronounced at day 3 after the
surgery, whereas they disappeared almost completely on day 7. Laparotomy alone
(sham operation) had no or a little effect on T cell numbers in all tested lymph
organs. Hence the severity of the trauma may be of great importance.

The surgery-induced changes in distribution of yd and af3 T lymphocytes in
lymphoid tissue associated with gastrointestinal tract (mesenteric lymph nodes and
Peyer’s patches) and in peripheral blood may be a result of migration of tested cells
in response to the injury. Hence the expression of following adhesion molecules on
apB and yd T cells of gastrectomized versus sham-operated mice was tested: LFA-1
(CD11a), VLA-4 |/ a4b7 (CD49d), L-selectin (CD62L) and ICAM-1 (CD54). All
adhesion molecules showed increased expression on both af and yd T cells and
the magnitude of expression of tested markers was directly proportional to severity
of the injury.

The next experiments showed the influence of surgery-induced trauma on
biological activity of T cells. Since the most significant changes in distribution of yo
and af} cells were reported in lymph nodes associated with gastrointestinal tract,
the changes in immune function of aff and yd T lymphocytes isolated from
mesenteric lymph nodes of gastrectomized and sham-operated mice were tested.
The data obtained from in vitro experiments showed suppressor activity of yd T
lymphocytes isolated from MLN of gastrectomized mice. The gastrectomy-induced
regulatory yd T cells suppressed proliferation of T effector lymphocytes in vitro via
released TGF-B. The regulatory T cells were not induced in mesenteric lymph

nodes of sham-operated mice.
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