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1. WSTEP

1.1. Zalozenia i cel pracy

Zagadnienie migracji komoérek odpornosciowych w ustroju jest w dalszym ciagu
niedoceniane z punktu widzenia praktyki leczniczej. Komérki te wedrujac i przekazujac
informacje od miejsca wnikniecia obcego antygenu do narzadéw limfatycznych, a nastgpnie z
powrotem do miejsca gdzie znajduje si¢ obcy antygen, aby go eliminowac, upodobniaja uktad
odpornosciowy do ukiadu nerwowego, jego aferentnych i eferentnych drég przewodzenia
bodzcow. Wytwarzane cytokiny stanowia odpowiedniki neuroprzekaznikéw. Ukladowi
odporno$ciowemu nadano nawet ostatnio nazwe ‘“széstego zmysiu”. Migracja komorek
odpornosciowych to nie tylko ich przybycie do miejsca zapalenia lub alloprzeszczepu, to
takze umiejscowienie ich w stosunku do innych komdrek odpornosciowych np. w wezle
chtonnym (kooperacja komérkowa), takze zatrzymywanie si¢ w odpowiednim srodowisku dla
uzyskania informacji i “edukacji” (grasica), to rdwniez droga i tempo przenoszenia obcego
antygenu do narzaddw limfatycznych. Wydaje si¢ wigc, iz farmakologiczna kontrola migrac;ji
komoérek odpornosciowych moze stuzyé regulacji kinetyki proceséw zapalnych, celowemu
skierowaniu komorek np. do tkanki nowotworowej, ograniczaniu tego ruchu do
alloprzeszczepdw, itp. Uzasadnienie do takiego myslenia daja obserwacje zmian migracji i
dystrybucji limfocytéw pod wptywem sterydow i katecholamin we wstrzasie, zmian dobowej
dystrybucji limfocytow zaleznie od rytmu hormonalnego, czy tez gromadzenie si¢ limfocytow
w miejscach rozwoju zapalenia w zaleznos$ci od sygnatéw cytokinowych.

Proces migracji limfocytéw odgrywa podstawowa rol¢ w odrzucaniu alloprzeszczepa.

Alloprzeszczep narzadowy (serca, nerek, watroby) ulega zniszczeniu przez komorki

odpornosciowe biorcy, gldownie przez naciekajace limfocyty, a w dalszych etapach przez



makrofagi, granulocyty, tuczne i komorki plazmatyczne. Aczkolwiek proces rozpoznawania
alloantygenéw na powierzchni komorek $rodblonkowych przeszczepu jest natychmiastowy,
zardwno przez receptorowy uklad MHC przeptywajacych monocytéw i limfocytéw, oraz
wyplywajace z przeszczepu do $ledziony i weztdéw chionnych biorcy komorki pasazerowe, to
wytworzenie si¢ u biorcy dawco-specyficznych cytotoksycznych klonéw trwa kilka dni.
Pobudzenie i proliferacja populacji limfocytow skierowanych przeciw alloantygenom maja
miejsce w narzadach limfatycznych takich jak $ledziona i wezty chlonne. Tam nastgpuje
proces bezposredniej, a gléwnie posredniej prezentacji antygenu przez komoérki biorcy i
dawcy (APC) limfocytom biorcy. Z tych narzadéw dawco-specyficzne limfocyty biorcy
muszg przedostac sie do krazenia, rozpozna¢ alloantygeny przeszczepu, ulec przyleganiu do
powierzchni srodblonka przeszczepu, a nastgpnie przej$¢ do przestrzeni pozanaczyniowej
(proces wynaczyniania). Komorki efektorowe zasiedlajace alloprzeszczep dokonuja lizy
komorek alloprzeszczepu, zarbwno w kontakcie bezposrednim jak i poprzez mediatory
chemiczne (np. perforyna). W przebiegu odpowiedzi na alloprzeszczep proliferacja i
réznicowanie limfocytéw odbywaja si¢ gtdwnie pod wpltywem IL2. W procesie odpowiedzi
gospodarza na alloprzeszczep mamy wiec do czynienia z wewnatrzkomdérkowymi procesami
pobudzenia i przygotowania do fazy efektorowej, jak rowniez z przenoszeniem si¢
limfocytow z miejsca rozpoznania alloantygenu do narzadéw limfatycznych oraz z tych
narzadéow do alloprzeszczepu (migracja limfocytéw). Aktywowane limfocyty wykazujg
wieksza ruchliwos¢ in vitro (motility). Wiadomo, iz farmakologiczne $rodki
immunosupresyjne jak Cyklosporyna A (CsA), Takrolimus (FK506), Rapamycyna,
Deoksyspergualina wptywajgq na wewnatrzkomoérkowe przekazywanie sygnatu i w efekcie
hamuja syntez¢ niektorych interleukin, np. IL2, niezbednej dla pobudzenia limfocytow (1, 2,
3, 4). By¢ moze leki te majg takze ograniczony wplyw na metabolizm limfocytow (5, 6, 7, 8,

9,10).



Powstaje pytanie, czy wymienione srodki immunosupresyjne wptywaja na ruchliwos¢
i migracje limfocytow. Wskazywa¢ na to moga mniejsze nacieki komodrkowe w
alloprzeszczepach u biorcow w czasie stosowania $rodkéw  immunosupresyjnych.
Ograniczenie migracji dotyczy zaréwno limfocytdéw znajdujacych si¢ w narzadach
limfatycznych (zahamowanie mobilizacji z wezléw 1 sledziony) jak i w przeszczepie
(przyleganie i wynaczynianie). Wlasne badania pilotowe wskazujg, iz limfocyty biorcy
alloprzeszczepu serca poddane dzialaniu CsA wykazuja ograniczona tendencje do
gromadzenia si¢ w przeszczepie w pordwnaniu z limfocytami nie traktowanymi CsA. Co
wiecej limfocyty poddane dzialaniu CsA, podlegaja innej ogdlnoustrojowej dystrybucji niz
limfocyty nie traktowane (11).

Poznanie mechanizmu ograniczonej migracji limfocytow pod wplywem s$rodkow
immunosupresyjnych pozwoliloby, poza wyjasnieniem istoty tego procesu, na poszukiwanie
lekdw, ktore w wybidrczy sposdéb hamowalyby migracje, a nie wplywaly na ograniczenie
syntezy cytokin i metabolizm komorki. Stosowanie takich lekdw synergicznych z istniejacymi
srodkami immunosupresyjnymi pozwoliloby zmniejszy¢ dawki a razem z tym efekty uboczne

i powiklania obecnie stosowanej immunosupresji.

Celem mojej pracy doktorskiej bylo uzyskanie odpowiedzi na pytania:
1) czy CsA ma bezposredni wplyw na limfocyty ograniczajac ich gromadzenie w
alloprzeszczepie;
2) czy CsA ma wplyw na ogdlnoustrojowa recyrkulacj¢ i dystrybucj¢ krazacych limfocytow,
ajesli tak to czyjest to wynikiem
a) zmniejszonej mobilizacji z narzadéw limfatycznych,

b) zmniejszonej spontanicznej ruchliwosci,



c) obnizeniem ekspresji powierzchniowych czasteczek adhezyjnych na limfocytach, stad
mozliwosci ograniczonego przylegania do $rédbtonka i wynaczyniania?
3) Czy zahamowanie proceséw metabolicznych i mitozy, na ktére ma wptyw CsA, moga

ogranicza¢ gromadzenie si¢ limfocytéw w alloprzeszczepie?



1.2. Przeglad piSmiennictwa.

Migracia limfocytow

Migracja limfocytow umozliwia rozpoznawanie obcych antygenow i szybkie na nie
reagowanie. Krazenie limfocytéow we krwi 1 ich przechodzenie przez tkanki chionne i
pozachionne jest niezwykle istotne poniewaz klon limfocytow zdolnych do odpowiedzi na dany
antygen jest ilosciowe bardzo ograniczony 1 stad male szanse statystyczne na :;jego kontakt z
antygenem. Brak lub ograniczenie zdolnosci limfocytéw do migracji pozwolito by na wniknigcie i
namnozenie sie mikroorganizméw w ustroju. Wigkszo$¢ limfocytow przeptywajacych przez
przewdd piersiowy do krwi pochodzi z jelit i krezkowych weztow chionnych. Z krwig limfocyty
przechodza do narzadow i tkanek chtonnych i pozachtonnych i nastepnie przechodza do ch onki.
Przez $ledziong przechodzi 10 krotnie wigcej limfocytdw niz przez wszystkie wezly chionne (12,
13).

Limfocyty powstaja w grudkach limfatycznych o$rodkow rozmnazania weziow
chionnych, przechodza na obwdd grudek, a nastgpnie do zatok promienistych i do rdzenia. Do
wezla chlonnego limfocyty naplywaja glownie droga krwionosng 1 w odcinkach zylek
pozawlosowatych (HEV) przechodza migdzy komoérkami srodblonka do miazszu wezla, gléwnie
w strefie przykorowej. Niewielka liczba limfocytow naptywa do weziéw poprzez naczynia
chlonne doprowadzajace. Pochodza one z innych obwodowych weziéw chionnych albo z
przestrzeni mi¢dzykomodrkowej tkanki lacznej. Limfocyty T wedrujq nastepnie przez strefe
przykorowa, a B-limfocyty przez kor¢ zewngtrzng poprzez zatoki wegzla do naczyn
odprowadza acych.

W sledzionie limfocyty opuszczaja naczynia w strefie brzeznej. T-limfocyty wedruja

nastepnie poprzez pochewki limfatyczne, a B-limfocyty przez grudki limfatyczne do miazgi



czerwonej, a nastepnie do naczyn zylnych. Niewielka ilos¢ opuszcza $ledziong poprzez naczynia
chionne (14, 15, 16).

Przechodzenie limfocytow przez sciane naczyn odbywa si¢ przy obecnosci czasteczek
adhezyjnych, obecnych na powierzchni limfocytéw i odpowiednich ligandéw na powierzchni
komoérek srodbtonka naczyn - t.zw. adresyn. Czasteczki adhezyjne dziela si¢ na nadrodzing
czasteczek immunoglobulinowych, integryny i selektyny (17, 18, 19, 20).

Nadrodzina czgasteczek immunoglobulinowych. Funkcjonalnie te czasteczki sa
przeznaczone dla rozpoznawania antygenow. Cechg charakterystyczna zwiazkéw wchodzacych
w skiad rodziny jest wspdlny element budowy, zwany immunoglobulinows jednostka. Zawiera
ona okoto 70-110 aminokwasoéw i posiada centralnie potozony mostek dwusiarczkowy. Mostek
ten stabilizuje kilka przeciwbieznie ulozonych pasem tworzac charakterystyczny fald
immunoglobulinowy.

Integryny, sg czasteczkami odpowiedzialnymi zar6wno za wzajemna adhezj¢ komorek,
jak i adhezje komorek do bialek macierzy migdzykomorkowej. Biorg one udzial w regulacji
zaréwno przylegania, jak i przechodzenia leukocytéw przez $ciang naczyn. Integryny skladajq sig
z dwoch tancuchéw a i B potaczonych niekowalentnie. Integryny, ktore maja rézne tancuchy a i
jednakowe B tworza podrodzaj. Integryny podrodziny B2 odpowiadaja giéwnie za laczenia
mi¢dzykomorkowe, a 31 - wiaza gtéwnie biatka ECM.

Selektyny, tworzg grupe czasteczek adhezyjnych bioracych udziat w interakcji leukocytéw
z plytkami i srédblonkiem naczyn. Wiaza one oligosacharydy obecne w glikoproteidach i w
glikolipidach. Maja podobng budowe i zawieraja: - N-koncowa domene, podobna do lektyny,
zaleznej od wapnia; - domeng podobng do EGF; - kilka domen podobnych do dopelniacza; -
odcinek s$rédblonowy i krotki odcinek cytoplazmatyczny. Receptory selektyn rozpoznaja
weglowodorany kontrareceptoréw (glikoproteiny, glikolipidy). E-selektyny (CD62E, ELAM-1) i

P-selektyny (CD62P, GMP-140, PADGEM) rozpoznaja sialylowane, fokusilowane struktury. E-



selektyny tacza sie z CLA (skomy antygen limfocytarny) wyrazony na T-komorkach pamigci (21,
22,23, 24).

Adherencja leukocytéw do sroédbtonka wyznacza si¢ jakosciowymi i ilosciowymi zmianami
molekut adhezyjnych wérod ktérych najistotniejszymi sg integryny. Komorki $rédblonka reguluja
adherencje poprzez ekspresje¢ powierzchniowych molekut adhezyjnych - adresyn. Selektywna
rekrutacja krazacych limfocytow do ognisk zapalnych i odpowiedzi immunologicznej jest
kombinacja interakcji niepobudzonych i pobudzonych receptorow adhezyjnych z czynnikami
aktywujacymi (25, 26, 27).

Przyzyciowa mikroskopia pokazata, ze leukocyty najpierw tocza si¢ po srodblonku do
miejsca pozanaczyniowego ogniska zapalnego. Niektére z leukocytéw przyklejajg sie¢ do
srodblonka, przenikaja pomiedzy komodrkami srodblonka, a pdzniej migruja w macierzy
pozakomorkowej. Toczenie si¢ wywolane jest interakcja pomigdzy selektynami i
kontrstrukturami weglowodorowymi. Natomiast trwalg adhezje i diapedeze zabezpieczaja
integryny i Ig-podobne czasteczki adhezyjne. W procesie tym uczestnicza leukocyty, srodblonek i

tkanka macierzysta (28).

Mechanizm dzialania cvklosporyny.

Immunosupresyjne wiasciwosci cyklosporyny zostaly opisane w 1972 r. przez Borel
JF (29). Cyklosporyne wyizolowano z grzyba Tolypocladium inflatum Gams, rosngcego w
okolicach jeziora Hardangervidda na poludniu Norwegii (30). Jest to cykliczny peptyd
skiadajacy si¢ z 11 aminokwasow (31).

Mechanizm dzialania cyklosporyny polega na modyfikacji ekspresji genow. Wewnatrz
komorki CsA wiaze si¢ z cyklofiling, tworzac aktywny komplekcs CsA-cyklofilina. Ten
kompleks hamuje aktywnos¢ kalcyneuryny (fosfatazy serinowo treoninowe;j), koniecznej do

aktywacji czynnikéw transkrypcji np. jadrowego czynnika aktywowanych T komorek



(NFAT), co, z kolei, hamuje ekspresj¢ IL-2 pobudzonych T limfocytow. In vivo CsA w
stezeniu 200 g/mL we krwi hamuje kalcyneuryng, co uniemozliwia kopiowanie genow
takich cytokin jak IL-2, IFN-y, GM-CSF, TNF-a, IL-4. Funkcjonalnie blokowanie

kalcyneuryny prowadzi do ograniczenia produkcji cytokin i hamowania proliferacji

limfocytow (Rys. 1) (32).

Ag+MHCII

Limfocyt T-pomocniczy

Rys. 1. Schemat mechanizmu dzialania cyklosporyny. Obcy antygen (Ag) jest prezentowany
poprzez receptor TCR na limfocycie T w kontekscie MHC klasy II na powierzchni komérki
prezentujacej. W wewnatrzkomorkowej drodze sygnalowej zaleznej od Ca++ skierowanej na
produkcje IL-2 posredniczy kalcyneuryna, ktora jest blokowana aytworzonym kompleksem

cyklosporyna-cyklofilina. (32).

W badaniach doswiadczalnych i klinicznych zauwazono ze CsA powoduje
zmniejszenie ilosci komoérek naciekajacych (33), zmienia fenotyp naciekajacych komorek

(mniej T-pomocniczych limfocytéw i monocyt/makrofagéw (34)). Zmiany te zaleza od dawki



CsA (ponad 20 mg/kg) (35). W badaniach in vitro stwierdzon, ze ludzkie leukocyty
inkubowane z CsA w wigkszym stopniu wyrazaja ekspresje czasteczek adhezyjnych i wigcej
ich przykleja si¢ do nablonka ludzkiej zyly pgpowinowej w poréwnaniu z nieinkubowanymi
leukocytami. Inkubacja komoérek nablonka z CsA nie zmienia ekspresji czasteczek
adhezyjnych i nie wplywa na przyklejanie si¢ leukocytow (36). U owcy CsA powoduje
mniejsza migracje limfocytow do alloprzeszczepu nerwu (37). Dozylne podanie sefadeksu
powoduje zwiekszenie ilosci leukocytow w oskrzelowo-pgcherzykowym plynie. Podanie CsA
powodowalo zmniejszenie ilosci leukocytéw, czyli mniejszg ich migracje do nablonka
oskrzelowego (38, 39). Podczas stosowania CsA dla zapobiegania odrzucania ortotopowego
przeszczepu watroby u szczura stwierdzono mniejsza rekrutacj¢ leukocytéw dawcy w
narzadow biorcy w  poréownaniu z grupg gdzie CsA nie stosowano (40). Wbrew
oczekiwaniom mikroskopia przyzyciowa naczyn sieci szczura wykazala, ze CsA zmniejsza
spowodowana PAF (platelet activating factor) adhezj¢ i emigracj¢ leukocytow (41).
Przyczyna zmienionej migracji komorek pod wplywem CsA moga by¢ zmiany
ekspresji czasteczek adhezyjnych. Badania wplywu CsA na ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych
nie s3 jednoznaczne z powodu stosowania réznych modeli do$wiadczalnych i protokotow
podawania CsA. Wedlug Molossi S (42) podawanie CsA krdlikom powoduje obnizenie
ekspresji ICAM-1 i VCAM-1 na komoérkach migsniowych przeszczepionego serca. Natomiast
Cockerill GW (43) stwierdza, ze CsA nie zmienia ekspresji VCAM-1 na komorkach
$rodblonka. Frishberg Y (44) uwaza, ze w badaniach in vitro male dawki CsA (0.1 g/mL)
zwiekszaja ekspresj¢ ICAM-1 i LFA-1 na nablonku kanalikéw nerek, natomiast wigksze
dawki (1-5 pg/mL) zmniejszaja ekspresje tych czasteczek adhezyjnych. W dawkach 5 mg/kg
CsA nie wplywa na ekspresje, a dawka 20 mg/kg zmniejsza ekspresj¢ VCAM-1 $rédbtonka
tetniczek alloprzeszczepu u szczura (35). Podawanie CsA zmniejszato ekspresj¢ VCAM-1 nie

tylko w przeszczepionym sercu, ale i we wlasnym. Podobny wplyw ma rdéwniez
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rozpuszczalnik CsA — kremofor, co wysunglo przypuszczenie, ze nienasycone kwasy
tluszczowe zawarte w rozpuszczalniku mogg powodowaé zmiany w ekspresji czasteczek
adhezyjnych (45). Stwierdzono réwniez ze CsA zmniejsza poziom m-RNA dla L-selektyny i
ekspresje L-selektyny na powierzchni hodowanych komdrek Jurkat (46).

Przyczyna podejrzewanej zmienionej pod wptywem CsA migracji komoérek moga byé
réwniez zmiany metabolizmu i elektrolitowej réwnowagi komérki, co moze wywolaé
funkcjonalne zmiany. Wykorzystujac barwniki kationowe w cytometrii przeplywowej
stwierdzono ze CsA powoduje hiperpolaryzacj¢ blony monocytéw i limfocytéw ludzkiej krwi
(47). Badania mikrokalorymetryczne wykazaly , ze CsA obniza cieplotwdrczosé
niepobudzonych i pobudzonych ludzkich limfocytéw, hamuje syntez¢ DNA, obniza poziom
mleczan6w i ATP, wchianianie Rhodaminy 123 w odpowiedzi na stymulacje¢ mitogenem (48).
Z innych badan wynika ze CsA powoduje nadwyzk¢ Ca= w cytozolu i mitochondriach co
prowadzi do wystapienia morfologicznych zmian w mitochondriach (lacznie z utratg
grzebieni i obrzgkiem) i obnizeniem syntezy ATP (49, 50). CsA wiazac si¢ z cyklofiling
blokuje przepustowe pory mitochondriow (51), co, z kolei, zmienia mechanizm uwalniania

. Efekt blokowania przepustowych por przez CsA tlumaczy jej ochronne dzialanie na

srodblonek przy stresie oksydacyjnym w fazie reperfuzji przeszczepianych narzadow (51, 53).
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1. MATERIAL IMETODY

2.1.  Schemat doswiadczen i podzial na grupy

1

la (kontrola).

1b (kontrola).

2a (kontrola).

2b (kontrola).

Dystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego CsA u syngenicznego biorcy z
allogenicznym przeszczepem serca (Rys. 2).
Dystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl u syngenicznego

biorcy z allogenicznym przeszczepem serca (Rys. 2).

Dystrybucja normalnych TDL u syngenicznego biorcy z allogenicznym

| przeszczepem serca (Rys. 2).

Dystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego CsA u biorcy z syngenicznym
przeszczepem serca (Rys. 2).
Dystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl u biorcy z

syngenicznym przeszczepem serca (Rys. 2).

IDystrybucja normalnych TDL u biorcy z syngenicznym przeszczepem

serca (Rys. 2).

Rys. 2. Schemat do§wiadczen w grupach 1, 1a, 1b, 2, 2a, 2b.
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3. Dystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego CsA u syngenicznego biorcy z
| allogenicznym przeszczepem skory (Rys. 3).

3a (kontrola). yDystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl u syngeniczneg
biorcy allogenicznego przeszczepu skory (Rys. 3).

3b (kontrola). | Dystrybucja normalnych TDL u syngenicznego biorcy allogenicznego
przeszczepu skory (Rys. 3).

4. Dystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego CsA u biorcy syngenicznego
przeszczepu skory (Rys. 3).

4a (kontrola). |Dystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl u biorcy

| syngenicznego przeszczepu skory (Rys. 3).

4b (kontrola). | Dystrybucja normalnych TDL u biorcy syngenicznego przeszczepu skory

(Rys. 3).

Rys. 3. Schemat doswiadczen w grupach 3, 3a, 3b, 4, 4a, 4b.
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Dystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego CsA u syngenicznego biorcy po
sham-operation (Rys. 4).
5a (kontrola). | Dystrybucja TDL od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl u syngenicznego

biorcy po sham-operation (Rys. 4).

Rys. 4. Schemat doswiadczen w grupach 5, Sa.

6. Migracja in vitro limfocytow pochodzacych z krwi obwodowej, wezlow
chlonnych, $ledziony i szpiku kostnego od szczuréw otrzymujacych CsA

6a (kontrola). | Migracja in vitro limfocytow pochodzacych z krwi obwodowej, weztow
chlonnych, sledziony i szpiku kostnego od szczuréw otrzymujacych 0.9%
NaCl.

7. Fenotyp i ekspresja czasteczek adhezyjnych na powierzchni limfocytow
chlonki, krwi obwodowej, weztow krezkowych chionnych i sledziony

pobranych od szczuréw otrzymujacych CsA.

7a (kontrola). | Fenotyp i ekspresja czasteczek adhezyjnych na powierzchni limfocytéw
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chlonki, krwi obwodowej, wezléw krezkowych chlonnych i sledziony
pobranych od szczuréw otrzymujacych 0.9% NaCl.

8. Dystrybucja TDL poddanych dzialaniu mitomycyny w ustroju biorcy
allogenicznego przeszczepu serca (Rys. 5).

9. Dystrybucja TDL poddanych dzialaniu azydku sodu w ustroju biorcy

'allogenicznego przeszczepu serca (Rys. 5).

Rys. 5. Schemat doswiadczen w grupach 8§, 9.
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2.2. Zwierzeta doswiadczalne

Do$wiadczenia wykonano na wsobnych szczepach szczuréw: Wistar (WAG) (RT17) i
August (AUG) (RT1%) o wadze 200-250 g w wieku 3-6 miesigcy. Szczepy te réznig sie
miedzy sobg silnymi antygenami zgodnosci tkankowej MHC. Szczury szczepu WAG stuzyly
jako dawcy i biorcy limfocytéw chlonki przewodu piersiowego (TDL) oraz syngenicznego i
allogenicznego przeszczepu serca szczepu AUG.

Doswiadczenia byly przeprowadzane na zwierzg¢tach znieczulonych wziewng narkoza
eterem. Szczury w ostrym eksperymencie otrzymywaly dozylny wlew 0.9% NaCl, w
przewleklym eksperymencie otrzymywaly wdéde pitng i pokarm ad [libitum. Na badania
przeprowadzane na zwierzg¢tach wyrazita zgod¢ Komisja Nadzoru nad Dokonywaniem Badan

na Ludziach i Zwierzetach Instytutu Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN.

2.3. Model migracji limfocytéw in vivo do przeszczepu i tkanek biorcy.

Jako model migracji limfocytow in vivo stuzyt dozylny przeszczep limfocytéw
uzyskanych z chlonki przewodu piersiowego od szczuréw otrzymujacych CsA lub
kontrolnych (TDL). Limfocyty znakowano izotopem ICr, a nastgpnie wstrzykiwano
zawiesine 2-3 x 10’ komérek w 1 ml PBS syngenicznemu biorcy dozylnie przez cewnik
zalozony do zyly udowej. Po 24 godzinach od podania znakowanych komoérek zabijano
szczury przecigciem rdzenia, a nastgpnie pobierano do uprzednio zwazonych probdowek
probki tkanek: przeszczepu serca i skory, pluc, watroby, sledziony, weziéw chlonnych
krezkowych i obwodowych, jelita cienkiego, szpiku kosci udowej i skoéry. Oznaczano
radioaktywno$¢ materiatu przy uzyciu licznika promieniowania y Gamma 5500b (Beckman).
Uzyskane wyniki przedstawiano jako procent podanej radioaktywnosci mierzonej na 1 gram

tkanki.
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2.4. Stosowane metody.
2.4.1. Dozylne podawanie cyklosporyny.
Szczurom uspionym eterem do zyly ogonowej przez igle 27G podawano cyklosporyng A
(Sandimmun®, Sandoz) rozcieczong w Intralipidzie w dawce 10 mg/kg c.c. codziennie przez 7

dni. Kontrolne szczury otrzymywaly odpowiednig co do objenosci dawke 0.9% NaCl.

2.4.2. Heterotopowy przeszczep serca.

Heterotopowy przeszczep serca wykonywano standartowa metoda mikrochirurgiczna (54).
Swiezo pobrane i wyplukane roztworem fizjologicznym soli serce wszczepiano do jamy
brzusznej biorcy zespalajac tetnice plucng dawcy z zyla glowng dolnag biorcy “koniec do
boku”, a nastepnie aorte wstepujaca dawcy z aorta brzuszng biorcy. Zespolenie wykonywano
szwem naczyniowym 8.0. Czynno$¢é serca oraz jego wielko$é oceniano codziennie metoda

palpacyjng. Ustanie skurczow serca przyjmowano za moment jego catkowitego odrzucenia.

2.4.3. Heterotopowy przeszczep skory.
Pobrany fragment skoéry grzbietu o wymiarach 1 x 1 cm oczyszczano z tkanki podskérne;j,
plukano roztworem fizjologicznym soli i umieszczano w jamie brzusznej biorcy jako wolny

przeszczep.

2.4.3. Kaniulacja przewodu piersiowego chionnego.

Kaniulacj¢ chlonnego przewodu piersiowego wykonywano standardowa metoda
mikrochirurgiczng w ogdélnym wziewnym znieczuleniu eterem (55). Otwierano jame
otrzewnowg ponize]j lewego tuku zebrowego. Po odstonigciu narzadéw odpreparowywano w

przestrzeni pozaaortalnej przewod chlonny piersiowy. Po zalozeniu podwiagzek i nacieciu
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$cianki przewodu umieszczano w nim dren wykonany z cewnika Cavafix 16G, ktérego koniec
uksztaltowany byt na wzdr litery V. Cewnik wyprowadzano przez boczng $ciang jamy
otrzewnowej. Jame otrzewnowa zamykano szwem cigglym przez. Zwierz¢ta umieszczano w
klatkach Bolmana. W trakcie zbierania chlonki szczury otrzymywaty dozylny wlew roztwory

fizjologicznego soli z heparyng 1 U/ml w objgtosci 2 ml/godz.

2.4.5. Kaniulacja zyly udowe;.
Celem umozliwienia cigglego wlewu 0.9% NaCl z heparyng w trakcie zbierania chlonki z
przewodu piersiowego dokonywano kaniulacji zyly udowej umieszczajac w niej cewnik

(Cavafix 18G).

2.4.6. Dozylne podawanie znakowanych S'Cr limfocytow.
Szczurom w ogdlnym wziewnym znieczuleniu eterem podawano do zyly grzbietowej pracia

zawiesing 2-3 x 10’ komérek w 1 ml PBS z szybkoscia 1 ml/min.

2.4.7. lzolacja komorek.

Limfocytéw przewodu piersiowego chionnego.
Chionke przewodu piersiowego zbierano w ciggu 12-16 godzin do jalowego
plastikowego naczynia z dodatkiem 50U heparyny umieszczonej w lodzie. Komorki chionki

przewodu piersiowego odwirowywano przez 10 min przy 300g. Osad komorek ptukano

trzykrotnie w medium (RPMI 1640 (Wytw. Sur. i Szczep. Lublin) + 5% DFCS(Gibco)).

Komoérki;jednojadrzaste krwi obwodowe;.
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Po otwarciu jamy brzusznej szczura pobierano krew strzykawka z zyly glownej dolnej
i umieszczano w probowce z heparyna (20U/ml.). Nastepnie krew rozcienczano
buforowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS) w stosunku 1:3 i 5 ml, nawarstwiano na
3ml Lymphoprepu (Nyegard, Oslo). Po odwirowaniu przez 40 min przy 300g zbierano
komérki z granicy faz gradientu, ptukano trzykrotnie w medium (RPMI 1640 +5%DFCS)
wirujac komorki przez 1 min kolejno przy 500, 400 i 300g. Po ostatnim wirowaniu osad

komoérek zawieszano w medium.

Komorek weztdéw chlonnych krezkowych.

Wezly chlonne pobierano po uprzednim skrwawieniu szczura i umieszczano je w
probowce zawierajacej 0.9% NaCl, nastgpnie przekladano do plytki Petriego z medium
(RPMI 1640 +5% DFCS), wyczesywano iglami w celu uzyskania pojedynczych komorek,

trzykrotnie ptukano w medium wirujac przez  min. przy 300g.

Komorki $ledziony.

Po uprzednim skrwawieniu szczura pobierano sledzion¢ i wkladano do naczynia z
0.9% NaCl o temperaturze pokojowej. Nastepnie, do plytki Petriego wlewano 2 ml medium
RPMI 1640 z dodatkiem 5% DFCS, przenoszono $ledziong¢ i dokladnie “wyczesywano” za
pomocy igiet do wstrzyknieé, w celu uwolnienia pojedynczych komoérek. Zawiesing komérek
przepuszczano przez filtr z zestawu do transfuzji plynow, uzupelniano medium (RPMI
1640+5%DFCS) i wirowano 10 min. przy 300g. Komdrki ptukano dwukrotnie. W celu
wyizolowania z pelnej zawiesiny komoérek jednojadrowych, po drugim ptukaniu osad
komoérek zawieszano w 5 ml. medium i nastgpnie nawarstwiano za pomoca pipety na

3ml.Lymphoprepu, wirowano 40 minut przy 300g. Pierscien komorek znajdujacy si¢ na
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granicy faz gradientu zbierano pipeta pasteurowska, ptukano 3x w medium wirujac komoérki

przez 10 min kolejno przy 500, 400 i 300 g.

2.4.8. Znakowanie limfocytow z przewodu piersiowego izotopem SICr,
Limfocyty zawieszano w PBS ( ° komoérek w 1 ml) i dodawano 50 ~
(Amersham, W. Brytania) i inkubowano przez 45 min. w temp 37°C. Po inkubacji zawiesing
komorek trzykrotnie ptukano w RPMI 1640 + 5%DFCS po 10 min. Wirowania przy 300g.
Nastepnie sporzadzano zawiesing o gestosci 2x10° komdrek w 1 ml PBS i przy pomocy

licznika promieniowania y Gamma 5500B mierzono jej radioaktywnos¢. Zywotno$é komérek

oceniano przy uzyciu test z 0.25% bigkitem trypanu.

2.49. Ocena rozmieszczenia przeszczepionych dozylnie znakowanych izotopem °'Cr
limfocytow

Po zakonczeniu do$wiadczenia pobrane narzady i tkanki wazono przy uzyciu wagi
analitycznej. Radioaktywnos¢ prébek mierzono przy uzyciu licznika promieniowania vy
Gamma 5500b. Uzyskane wyniki przedstawiano jako stosunek radioaktywnosci odzyskanej
do podanej wyrazony w procentach podzielony przez mase tkanki w gramach (tzw. narzadowa

radioaktywnos¢ wiasciwa).

2.4.10. Inkubacja limfocytéw z mitomycyna.

Limfocyty zawieszano w PBS (10° komdrek w 1 ml), dodawano 2 ml roztworu
mitomycyny (2 mg Mitomycyny (Sigma) + 5 ml wody dla injekcji) i 5 ml RPMI 1640,
inkubowano 60 min. w temperaturze 37°C. Po inkubacji do zawiesiny dodawano 5 ml 100%
DFCS, odwirowywano 10 min. przy 300g., nastepnie trzykrotnie ptukano w RPMI 1640 +

5%DFCS po 10 min. przy 300g. Nastepnie limfocyty znakowano izotopem °'Cr.
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2.4.11. Inkubacja limfocytow z azydkiem sodu.

Limfocyty zawieszano w PBS (10% komoérek w 1 ml), dodawano 10 mM azydku sodu i
inkubowano 60 min. w temperaturze 37°C. Po inkubacji zawiesine komérek trzykrotnie
ptukano w RPMI 1640 + 5%DFCS po 10 min. przy 300g. Nastgpnie limfocyty znakowano

. 51
izotopem ~ Cr.

2.4.12. Znakowanie komorek przeciwcialami monoklonalnymi dla oceny ekspresji antygenow
powierzchniowych.

Dla identyfikacji antygenow CD la, CDI18, CD44, CD54, CD62L, CD8, CD4
zastosowano w poszczegllnych zawiesinach komoérek jednojadrzastych metode
immunofluorescencji  posredniej z wuzyciem specyficznych mysich przeciwciat
monoklonalnych firmy SeroTek oraz immunoglobulin dla kontroli izotypowych. Do
probéwek wlewano po 100 pul zawiesiny komoérek (gestosé 10’/ml), dodawano przeciwcialo
monoklonalne w ilosci ustalonej przez producenta i po wymieszaniu inkubowano 30 min w
temp. +4°C. Nastepnie dodawano medium (RPMI 1640 + 5%DFCS) i plukano dwukrotnie
wirujagc przez | min. przy 300g. Po drugim piukaniu dodawano do osadu komorek
fragmentéw F(ab) immunoglobuliny kroéliczej przeciw myszy zwiazanych z fluoresceing
(RAM FITC nr kat. F313, Dako, Glostrup) uprzednio rozcieficzonej w PBS w stosunku 1:20 z
dodatkiem 20% normalnej surowicy szczurzej pozbawionej dopelniacza. Jednoczesnie z
probami badanymi wykonywano proby kontrolne, w ktdrych zamiast przeciwciala
monoklonalnego, do komoérek dodawano taka sama ilos¢ normalnej immunoglobuliny mysiej
odpowiedniego izotypu. Komorki inkubowano 30 min. w temp. +4°C i nastepnie ptukano

dwukrotnie w PBS z dodatkiem 2% DFCS. Osad komorek zawieszano w 0,5 ml 1%
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paraformaldehydu, doktadnie mieszano i przechowywano w ciemnym miejscu w temp. +4°C

do chwili badania w cytometrze przeptywowym.

2.4.13. Cytometria przeptywowa

Procentowg zawartosé komdrek wyrazajacychbadane antygeny oceniano w cytometrze
przeptywowym FACStar firmy Becton Dickinson wyposazonym w pojedynczy laser
argonowy emitujacy swiatto o diugosci fali 488 nm. oraz filtr dla FITC Onm. Za pomocg

PLUS uzyskiwano i przechowywano dane z 10000

programu komputerowego FACStar
komorek kazdej badanej probki. Analize statystyczna danych wykonano postugujac sie
programem FlowMATE (DAKO, Glostrup) na podstawie histograméw fluorescencji z

uwzglednieniem proby kontrolne;.

2.4.14. Test migracji in vitro jednojadrzastych komoérek krwi obwodowe;.

Test migracji in vitro jednojadrzastych komdrek krwi obwodowej wykonywano
wedlug modyfikowanej metody Nelsona (56). Krew obwodowg wirowano w kapilarze
hematokrytowym. Kapilar po nacieciu tamano na granicy osocza i elementéw morfotycznych,
umieszczano na brzegu baseniku plytki hodowlanej Nunclon Multidish 6 (Nunc, Dania) i
dodawano 1 ml RPMI 1640+5%DFCS. Plytke pozostawiano w temp. 37°C, w atmosferze 5%
C0, w powietrzu przez okres 24 godz. Po tym czasie odczytywano, przy uzyciu
powiekszalnika, wielkosé pola migracji, obrysowujac na papierze jej zasigg. Powierzchnie

pola migracji obliczano planimetrem.

2.4.15. Test migracji in vitro jednojadrzastych komoérek z weztéw krezkowych chlonnych,

$ledziony i szpiku kostnego.
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Test migracji in vitro jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej wykonywano
wedtug modyfikowanej metody Nelsona (Nelson 1975). Wezet krezkowy chlonny i §ledziong
starannie oczyszczano od torebki, cieto na korku na fragmenty wielkoscig ok. 1 mm’, a
nastepnie umieszczano w $rodku basenika ptytki hodowlanej Nunclon Multidish 6 (Nunc,
Dania) i dodawano 1 ml RPMI 1640+5%DFCS. Plytk¢ pozostawiano w temp. 37°C, w
atmosferze 5% w powietrzu, przez okres 24 godz. Po tym czasie odczytywano, przy

uzyciu powigkszalnika, wielko$¢ pola migracji, obrysowujac na papierze jej zasigg.

Powierzchnie pola migracji obliczano planimetrem.

2.4.16. Oznaczanie poziomy cyklosporyny we krwi.

We krwi szczuréw otrzymujacych cyklosporyng A (Sandimmun-, Sandoz)
rozcieczong w Intralipidzie w dawce 10 mg/kg c.c. codziennie przez 7 dni oznaczano poziom
cyklosporyny przy uzyciu metody Fluorescence Polarization Immunoassey.

Poziom cyklosporyny A we krwi wynosit 635£145 ng/mL.

2.4.17. Metody statystyczne.

Z kolejnych pomiaréw w grupach doswiadczalnych wyliczano $rednia. Wyniki
uzyskane w poszczegolnych grupach doswiadczalnych pordwnywano migdzy sobg postugujac
si¢ testem nieparametrycznym t-Studenta przy p = 0.05. Wyniki przedstawiono w postaci

histogramdéw podajac $rednia oraz odchylenie standardowe.
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2. WYNIKI

3.1. Dystrybucja CsA TDL u syngenicznego biorcy z allogenicznym przeszczepem

serca

Badania dystrybucji znakowanych 31Cr limfocytéw chionki przewodu piersiowego od
dawcy otrzymujacego CsA (CsA TDL) u syngenicznego biorcy z allogenicznym
przeszczepem serca (grupa 1.) wykazaly ze procentowy udzial podanej radioaktywnosci
mierzony na 1 gram tkanki po 24 godzinach od podania ich dozylnie wynosil: w
przeszczepionym sercu 0.346%0.09, w sercu wilasnym 0.125+0.08, w elementach
morfotycznych krwi 0.831£0.89, w osoczu 0.158+0.23, w plucach 1.892%1.30, sledzionie
24.565+7.10, watrobie 3.311 1.48, wezlach chlonnych krezkowych 14.739+15.75, wezlach
chtonnych obwodowych 4.815 5.30, szpiku kostnym 0.456 0.21,jelicie cienkim 0.409 0.29,
skorze 0.056%0.05. [Tab. 1].

Badania dystrybucji znakowanych *!Cr limfocytéw chionki przewodu piersiowego od
dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl przez 7 dni u syngenicznego biorcy z allogenicznym
przeszczepem serca (grupa la) wykazaly ze procentowy udzial podanej radioaktywnosci
mierzony na 1 gram tkanki po 24 godzinach od dozylnego podania komoérek wynosit: w sercu
przeszczepionym 0.860 0.50, w sercu wlasnym 0.108+0.06, w elementach morfotycznych
krwi 0.733 0.90, w osoczu 0.112 0.05, w plucach 1.799 0.49, sledzionie 26.553 10.80,
watrobie 2.934 0.99, wezlach chlonnych krezkowych 29.620 14.57, weztach chlonnych
obwodowych 10.591+5.49, szpiku kostnym 0.582 0.53, jelicie cienkim 0.695+0.29, skorze
0.061£0.05. [Tab. 1].

Badania dystrybucji znakowanych °'Cr limfocytéw chionki przewodu piersiowego od
normalnego dawcy u syngenicznego biorcy z allogenicznym przeszczepem serca (grupa 1b)

wykazaly ze procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzony na 1 gram tkanki po 24



godzinach od podania komoérek wynosil: w sercu przeszczepionym 0.943+0.73, w sercu
wilasnym 0.188+0.18, w elementach morfotycznych krwi 1.793£1.66,w osoczu 0.116£0.06, w
plucach 1.672+0.41, $ledzionie 23.958+7.88, watrobie 2.788+1.44, wezlach chionnych
krezkowych 26.016+6.06, wezlach chionnych obwodowych 10.188+2.10, szpiku kostnym
0.461+£0.15, jelicie cienkim 0.725%0.36, skérze 0.044+0.04. [Tab. 1].

Przedstawione wyniki badan dystrybucji znakowanych °*'Cr limfocytéw chionki
przewodu piersiowego u syngenicznego biorcy z allogenicznym przeszczepem serca
wykazaly nizszy procent radioaktywnosci w przeszczepionym sercu po podaniu TDL od
dawcy otrzymujacego CsA (grupa 1.) w poréwnaniu z podaniem limfocytéw od dawcy
otrzymujacego 0.9% NaCl (grupa la) (p<0.01) i normalnego dawcy (grupa 1b) (p<0.05),
nizszy poziom we krwi po podaniu TDL od dawcy otrzymujacego CsA (grupa 1.) w
poréwnaniu z limfocytami od normalnego dawcy (grupa 1b) (p<0.02), nizszy poziom w
wezlach chionnych krezkowych i obwodowy i jelicie cienkim po podaniu TDL od dawcy
otrzymujacego CsA (grupa 1.) w poréwnaniu z limfocytami od dawcy otrzymujacego 0.9%
NaCl (grupa la) (odpowiednio p<0.04, 0.03, 0.03) i normalnego dawcy (grupa 1b)
(odpowiednio p<0.05, 0.01, 0.05). [Rys. 6].

3.2. Dystrybucja CsA TDL u biorcy z syngenicznym przeszczepem serca.

Badania dystrybucji znakowanych °'Cr limfocytéw chionki przewodu piersiowego od
dawcy otrzymujacego CsA (CsA TDL) u biorcy z syngenicznym przeszczepem serca (grupa
2) wykazaly ze procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzony na 1 gram tkanki po 24
godzinach od dozylnego podania wynosil: w przeszczepionym sercu 0.181 0.08, w sercu
wlasnym 0.064 0.04, w elementach morfotycznych krwi 0.260 0.19, w osoczu 0.131 0.12,
w plucach 2.516 2.88, sledzionie 33.598 9.80, watrobie 3.445 2.52, weztach chionnych

krezkowych 55.939 13.44, weztach chlonnych obwodowych 13.530 4.46, szpiku kostnym

0.411 0.11,;jelicie cienkim 0.780 0.48, skorze 0.03 0.03. [Tab. 2].
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Badania dystrybucji znakowanych 51Cr limfocytéw chionki przewodu piersiowego od
dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl u biorcy z syngenicznym przeszczepem serca (grupa 2a)
wykazaly ze procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzony na 1 gram tkanki po 24
godzinach od dozylnego podania komoérek wynosil: w przeszczepionym sercu 0.170£0.10, w
sercu wlasnym 0.09610.10, w elementach morfotycznych krwi 0.496+0.54, w osoczu
0.091+0.03, w ptucach 2.157+1.61, sledzionie 20.580+9.91, watrobie 3.751%1.45, weztach
chionnych krezkowych 19.834+16.47, wezlach chlonnych obwodowych 7.651+6.13, szpiku
kostnym 0.498+0.212, jelicie cienkim 0.355+0.21, skdérze 0.038+0.04. [Tab. 2].

Badania dystrybucji znakowanych *'Cr limfocytéw chionki przewodu piersiowego od
normalnego dawcy u biorcy z syngenicznym przeszczepem serca (grupa 2b) wykazaly ze
procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzony na 1 gram tkanki po 24 godzinach od
podania komoérek dozylnie wynosit: w przeszczepionym sercu 0.292+0.19, w sercu wlasnym
0.279+0.30, e elementach morfotycznych krwi 1.622+1.53, w osoczu 0.101+0.10, w ptucach
1.959+0.58, sledzionie 31.536+8.46, watrobie 2.638+1.46, wezlach chlonnych krezkowych
29.966+22.57, weztach chlonnych obwodowych 5.858+2.85, szpiku kostnym 0.509+0.10,
jelicie cienkim 0.420+0.19, skorze 0.044£0.07. [Tab. 2].

Przedstawione wyniki badan dystrybucji znakowanych °'Cr limfocytéw chionki
przewodu piersiowego od dawcy otrzymujacego CsA u biorcy z syngenicznym przeszczepem
serca (grupa 2) wykazaly ze procent radioaktywnosci w przeszczepionym sercu nie rozni si¢
istotnie w poréwnaniu z podaniem limfocytow od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl (grupa
2a) i od normalnego dawcy (grupa 2b), nizszy we krwi w poréwnaniu z podaniem limfocytow
od normalnego dawcy (grupa 2b) (p<0.04), wyzszy w wezlach chlonnych krezkowych i
obwodowy i jelicie cienkim w poréwnaniu z podaniem limfocytéw od dawcy otrzymujacego
0.9% NaCl (grupa 2a) (odpowiednio p<0.002, 0.05, 0.04) i od normalnego dawcy (grupa 2b)

(odpowiednio p<0.02, 0.02, 0.03). [Rys.7].
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Pordwnujac wyniki badan dystrybucji znakowanych 'Cr  limfocytéw chionki
przewodu piersiowego od dawcy otrzymujacego CsA i 0.9% NaCl u biorcy z allogenicznym
przeszczepem serca (grupa 1 i la) z wynikami badan dystrybucji znakowanych ICr
limfocytéw chtonki przewodu piersiowego od dawcy otrzymujacego CsA i 0.9% NaCl u
biorcy z syngenicznym przeszczepem serca (grupa 2 i 2a) mozna stwierdzi¢ dwokrotnie
wyzsza radioaktywnos¢ allogenicznego przeszczepu po podaniu CsA-TDL (grupa 1) w
poréwnaniu z syngenicznym (grupa 2) (p<0.001), pieciokrotnie wyzsza radioaktywnos¢
allogenicznego przeszczepu po podaniu NaCl-TDL (grupa la) (p<0.003) w poréwnaniu z
syngenicznym (grupa 2a), nizsza radioaktywno$¢ sledziony biorcy alloprzeszczepy po podani
CsA-TDL (grupa 1) w poréwnaniu z biorca syngenicznego przeszczepu (grupa 2) (p<0.04),
nizsza radioaktywno$é weztéw chlonnych krezkowych i obwodowych biorcy alloprzeszczepy
po podani CsA-TDL (grupa 1) w poréwnaniu z biorca syngenicznego przeszczepu (grupa 2)
(odpowiednio p<0.001, 0.01), nizsza radioaktywnos¢ jelita cienkiego biorcy alloprzeszczepy
po podani CsA-TDL (grupa 1) w poréwnaniu z biorcg syngenicznego przeszczepu (grupa 2)
(p<0.03), wyzsza radioaktywnos¢ jelita cienkiego biorcy alloprzeszczepy po podani NaCl-
TDL (grupa la) w poréwnaniu z biorca syngenicznego przeszczepu (grupa 2a) (p<0.02) [Rys.
8].

3.3. Dystrybucja CsA TDL u syngenicznego biorcy z allogenicznym przeszczepem
skory.

Badania dystrybucji znakowanych *!Cr limfocytéw chionki przewodu piersiowego od
dawcy otrzymujacego CsA u syngenicznego biorcy z allogenicznym przeszczepem skory
(grupa 3) wykazaly ze procentowy udzial podanej radioaktywno$ci mierzony na 1 gram
tkanki po 24 godzinach od dozylnego podania komoérek wynosit: w skérze przeszczepionej

0.08+0.02, w elementach morfotycznych krwi 0.416+0.12, w osoczu 0.138+0.03, w ptucach

2.032+2.22, $ledzionie 38.294+13.44, watrobie 1.760+0.84, weztach chtonnych krezkowych
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17.934 11.80, weztach chtonnych obwodowych 5.901£5.28, szpiku kostnym 0.435+0.14,
jelicie cienkim 0.497+0.30, skérze 0.025+0.01. [Tab. 3].

Badania dystrybucji znakowanych *Cr limfocytéw chlonki przewodu piersiowego od
dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl u syngenicznego biorcy z allogenicznym przeszczepem
skory (grupa 3a) wykazaly ze procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzony na 1
gram tkanki po 24 godzinach od dozylnego podania komérek wynosil: w skoérze
przeszczepionej 0.08+0.02, w elementach morfotycznych krwi 0.686+0.12, w osoczu
0.146£0.12, w ptucach 1.737£0.82, sledzionie 43.287+6.88, watrobie 1.743%0.49, wezlach
chtonnych krezkowych 30.355+9.98, wezlach chlonnych obwodowych 7.678+3.27, szpiku
kostnym 0.47310.13, jelicie cienkim 0.887+0.35, skérze 0.047+0.03. [Tab. 3].

Badania dystrybucji znakowanych *'Cr limfocytéw chionki przewodu piersiowego od
normalnego dawcy u biorcy z allogenicznym przeszczepem skory (grupa 3b) wykazaly ze
procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzony na 1 gram tkanki po 24 godzinach od
dozylnego podania komorek wynosit: w skérze przeszczepionej 0.092+0.03, w elementach
morfotycznych krwi 3.87742.13, w osoczu 0.0691£0.01, w ptucach 1.893+0.29, sledzionie
54.551 10.38, watrobie 2.297 0.57, wezlach chlonnych krezkowych 32.829+4.01, wezlach
chlonnych obwodowych 10.517 3.80, szpiku kostnym 0.395 0.06, jelicie cienkim
1.034 0.22, skérze 0.03 £0.005. [Tab. 3].

Przedstawione wyniki badan dystrybucji znakowanych *'Cr limfocytéw chtonki
przewodu piersiowego od dawcy otrzymujacego CsA u biorcy z allogenicznym przeszczepem
skory (grupa 3) wykazaly ze procent radioaktywnosci w przeszczepionej skdrze nie rdzni si¢
istotnie w pordwnaniu z podaniem limfocytéw od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl (grupa
3a) i od normalnego dawcy (grupa 3b), nizszy we krwi w poréwnaniu z podaniem limfocytow
od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl (grupa 3a) (p<0.01) i od normalnego dawcy (grupa 3b)

(p<0.005), nizszy w wezlach chtonnych krezkowych, jelicie cienkim i skérze w poréwnaniu z
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podaniem limfocytéw od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl (grupa 3a) (odpowiednio p<0.04,

0.03, 0.05), nizszy w $ledzionie, wezlach chlonnych krezkowych i obwodowych, jelicie

cienkim i skorze w poréwnaniu z podaniem limfocytdow od normalnego dawcy (grupa 3b)

(odpowiednio p<0.02, 0.01, 0.05, 0.002, 0.004) [Rys.9].

3.4. Dystrybucja CsA TDL u syngenicznego biorcy z syngenicznym przeszczepem
skory.

Badania dystrybucji znakowanych SICr limfocytdw chlonki przewodu piersiowego od
dawcy otrzymujacego CsA u biorcy z syngenicznym przeszczepem skory (grupa 4) wykazaty
ze procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzony na 1 gram tkanki po 24 godzinach
od dozylnego podania komorek wynosil: w skdorze przeszczepionej 0.082+0.03, w elementach
morfotycznych krwi 0.397+0.35, w osoczu 0.082+0.03, w ptucach 3.198+3.93, sledzionie
45.909+5.75, watroba 3.999+1.93, wezlach chlonnych krezkowych 34.859+23.44, wezlach
chtonnych obwodowych 8.569+3.71, szpiku kostnym 0.497+0.12, jelicie cienkim 0.932+0.62,
skorze 0.035+0,02 [Tab. 4].

Badania dystrybucji znakowanych Cr limfocytéw chlonki przewodu piersiowego od
dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl u biorcy z syngenicznym przeszczepem skory (grupa 4a)
wykazaly ze procentowy udzial podanej radioaktywnodci mierzony na 1 gram tkanki po 24
godzinach od dozylnego podania komorek wynosil: w skdrze przeszczepionej 0.12110.06, w
elementach morfotycznych krwi 1.44+0.94, w osoczu 0.210+0.29, w pluca 2.623+2.75,
$ledzionie 64.904123.64, watrobie 4.77£0.59, weztach chtonnych krezkowych 14.432+14.33,
wezlach chionnych obwodowych 4.142+3.95, szpiku kostnym 0.774+0.76, jelicie cienkim
0.37240.29, skorze 0.046x0.02 [Tab. 4].

Badania dystrybucji znakowanych Cr limfocytdw chlonki przewodu piersiowego od
normalnego dawcy u biorcy z syngenicznym przeszczepem skory (grupa 4b) wykazaly ze

procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzonej na 1 gram tkanki po 24 godzinach od
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podania dozylnego komérek wynosil: w skorze przeszczepionej 0.106+0.10, w elementach
morfotycznych krwi 3.97142.16, w osoczu 0.073£0.02, w phlucach 1.599+0.30, sledzionie
518.856+5.68, watrobie 2.465+0.87, wezlach chionnych krezkowych 27.852+4.56, weztach
chtonnych obwodowych 8.437+2.63, szpiku kostnym 0.359+0.05, jelicie cienkim 0.944+0.45,

skorze 0.042+0,01 [Tab. 4].

Przedstawione wyniki badan dystrybucji znakowanych ICr limfocytéw chionki
przewodu piersiowego od dawcy otrzymujacego CsA u biorcy z syngenicznym przeszczepem
skory (grupa 4) wykazaly ze procent radioaktywnosci w przeszczepionej skorze istotnie si¢
nie r6zni w poréwnaniu z podanymi limfocytami od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl (grupa
4a) i od normalnego dawcy (grupa 4b), nizszy we krwi w poréwnaniu z podanymi
limfocytami od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl (grupa 4a) (p<0.03) i od normalnego dawcy
(grupa 4b) (p<0.001), wyzszy w wezlach chionnych krezkowych i obwodowych, jelicie
cienkim i skorze w poréwnaniu z podanymi limfocytami od dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl
(grupa 4a) (odpowiednio p<0.05, 0.03, 0.04, 0.05) [Rys. 10].

Poréwnujac przedstawione wyniki badan dystrybucji znakowanych SICr limfocytow
chtonki przewodu piersiowego od dawcy otrzymujacego CsA (CsA-TDL), 0.9% NaCl i bez
lekéw u biorcy z allogenicznym przeszczepem serca (grupy 1, la, 1b) z dystrybucja u biorcy
allogenicznego przeszczepu skory (grupy 3, 3a, 3b) stwierdzam podobne wartosci procentu
radioaktywnosci w weztach chionnych krezkowych i obwodowych 1i jelicie, oraz mniejszy
procent radioaktywnosci wezldw chlonnych krezkowych i obwodowych i jelicie po podaniu
CsA-TDL w poréwnaniu z kontrola [Rys. 11].

3.5. Dystrybucja CsA TDL u syngenicznego biorcy po sham-operation.

Badania dystrybucji znakowanych °'Cr limfocytow chionki przewodu piersiowego od

dawcy otrzymujacego CsA u syngenicznego biorcy po sham-operation (grupa 5) wykazaty ze

procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzony na 1 gram tkanki po 24 godzinach od



dozylnego podania komoérek wynosil: w elementach morfotycznych krwi 0.615£0.41, w
osoczu 0.078+0.02, w plucach 4.345+3.4, sSledzionie 62.736+12.49, watrobie 3.437%0.67,
wezlach chlonnych krezkowych 27.624+8.57, wezlach chlonnych obwodowych 7.734+3.26,
szpiku kostnym 0.85610.69, jelicie cienkim 0.66+0.24, skorze 0.067£0.05. [Tab. 5].

Badania dystrybucji znakowanych S'Cr limfocytéw chionki przewodu piersiowego od
dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl u syngenicznego biorcy po sham-operation (grupa S5a)
wykazaly ze procentowy udzial podanej radioaktywnosci mierzony na 1 gram tkanki po 24
godzinach od dozylnego podania komdrek wynosil: w elementach morfotycznych krwi
1.594+1.36, w osoczu 0.092+0.02, w ptuca 2.947£1.06, $ledzionie 72.401+£19.36, watrobie
3.994+0.58, weztach chlonnych krezkowych 11.897+5.66, wezlach chtonnych obwodowych
4.314£1.56, szpiku kostnym 0.426%0.06, jelicie cienkim 0.327+0.1, skérze 0.037+0.02 [Tab.
5].

Przedstawione wyniki badan dystrybucji znakowanych S'Cr limfocytéw chionki
przewodu piersiowego od dawcy otrzymujacego CsA u syngenicznego biorcy po sham-
operation (grupa 5) wykazaly ze procent radioaktywnosci wyzszy w wezlach chionnych
krezkowych i obwodowych i w jelicie cienkim w poréwnaniu z podanymi limfocytami od
dawcy otrzymujacego 0.9% NaCl (grupa 5a) (odpowiednio p<0.002, 0.03, 0.01). [Rys. 12].

Poréwnanie danych dystrybucji CsA-TDL we krwi i narzadach limfatycznych u
zwierzat z allogenicznym przeszczepem serca (grupa 1) z analogicznymi danymi u zwierzat
bez przeszczepu (grupa 5) wykazaly w grupie z przeszczepem tendencje do zwigkszenia
liczby krazacych CsA-TDL we krwi i ich mniejsze gromadzenie si¢ w $ledzionie, wezlach
chlonnych i jelicie. Wartosci wynosity dla grupy z przeszczepem w elementach
morfotycznych krwi 0.831+0.89, sledzionie 24.565+7.1, wezlach chionnych krezkowych
14.739+15.75, obwodowych 4.815+5.3 i jelicie 0.409+0.29 za$ dla grupy bez przeszczepu we

krwi 0.62+0.41, $ledzionie 62.736+12.49, wezlach krezkowych 27.624+8.57, obwodowych
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7.734+3.26 oraz jelicie 0.66+0.24 [Tab 6]. W grupie kontrolnej z NaCl-TDL nie stwierdzano
réznic w stezeniu krazacych NaCl-TDL we krwi miedzy zwierz¢tami z (grupa la) i bez
przeszczepu (grupa S5a). Natomiast w grupie z przeszczepem wyraznie obnizone bylo
gromadzenie si¢ tych komorek w §ledzionie, podwyzszone za$ w wezlach i jelicie. W grupie z
przeszczepem (grupa la) wartosci wynosity we krwi 0.733+0.9, w $ledzionie 26.553+10.8, w
wezlach chlonnych krezkowych 29.62+14.57, obwodowych 10.591+5.49, zad w grupie bez
przeszczepu (grupa S5a) we krwi 1.594x1.36, w $ledzionie 72.401+19.36, w wezlach
chlonnych krezkowych 11.897+5.66, obwodowych 4.314+1.56 i jelicie 0.327+0.1 [Tab. 6],
[Rys. 13].

Poréwnanie danych dystrybucji CsA-TDL we krwi i narzadach limfatycznych u
zwierzat z syngenicznym przeszczepem serca (grupa 2) z analogicznymi danymi u zwierzat
bez przeszczepu (grupa 5) wykazaly w grupie z przeszczepem tendencje do zmnigszenia
liczby krazacych CsA-TDL we krwi i ich wigksze gromadzenie si¢ w §ledzionie, weztach
chltonnych i jelicie. Warto$ci wynosily dla grupy z przeszczepem w elementach
morfotycznych krwi 0.26+0.19, $ledzionie 33.598+9.8, wezlach chionnych krezkowych
55.939+13.44, obwodowych 13.53+4.46 i jelicie 0.78+0.48 za$ dla grupy bez przeszczepu we
krwi 0.62+0.41, $ledzionie 62.736+12.49, wezlach krezkowych 27.624+8.57, obwodowych
7.734+3.26 oraz jelicie 0.66+0.24 [Tab 7]. W grupie kontrolnej z NaCl-TDL nie stwierdzano
réznic w stezeniu krazacych NaCl-TDL we krwi migdzy zwierzetami z i bez przeszczepu.
Natomiast w grupie z przeszczepem wyraznie obnizone bylo gromadzenie si¢ tych komorek
w §ledzionie, podwyzszone za§ w wezlach i jelicie. W grupie z przeszczepem wartosci
wynosity we krwi 0.496+0.54, w §ledzionie 20.58+9.91, w weztach chlonnych krezkowych
19.834+16.47, obwodowych 7.651+6.13, za$ w grupie bez przeszczepu we krwi 1.594+1.36,
w $ledzionie 72.401£19.36, w wezlach chlonnych krezkowych 11.897+5.66, obwodowych

4.314+1.56 1 jelicie 0.327+0.1 [Tab. 7], [Rys. 13].
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Z przytoczonych danych wynika, iz juz sam przeszczep allogeniczny zmienia
dystrybucje limfocytow biorcy zubozajac w nie $ledziong¢ i wzbogacajac wezly chlonne i
tkanke chionna jelita. Jesli po przeszczepieniu serca podano limfocyty znajdujace si¢ przez 7
dni pod farmakologicznym wplywem CsA, wowczas nastgpowaly dalsze zmiany w
dystrybucji. CsA-TDL pozostawaly w krazeniu a mniej ich gromadzilo si¢ w narzadach i
tkankach limfatycznych.

3.6. Migracja in vitro limfocytow pochodzacych z krwi obwodowej, weziow
chlonnych, §ledziony i szpiku kostnego szczuréw.

Badania migracji in vitro limfocytow od szczuréw otrzymujacych CsA (grupa 6)
wykazaly ze rozmiary powierzchni pola migracji mierzone w mm wynosity: limfocyty

pochodzace z krwi obwodowej 241.1+68.6, sledziony 672.0+443.1, wezléw chlonnych

krezkowych 763.0£455.9, szpiku kostnego 763.0+864.2 [Tab. 8].

Badania migracji in vitro limfocytow od szczuréw otrzymujacych 0.9% NaCl (grupa
6a) wykazaly ze rozmiary powierzchni pola migracji mierzone w mm- wynosity: limfocyty
pochodzace z krwi obwodowej 287.9+94.7, $ledziony 723.7+441.3, weztow chlonnych
krezkowych 772.3+£465.7, szpiku kostnego 962.6+1174.4 [Tab. 8].

Przedstawione wyniki badan migracji in vitro limfocytéw pochodzacych z krwi
obwodowej, sledziony, wezldw chionnych krezkowych i szpiku kostnego od szczurow
otrzymujacych CsA i NaCl (grupa 6 i 6a) nie wykazaly réznicg rozmiar6w powierzchni pola
migracji. [Rys. 14].

3.7. Fenotyp i ekspresja czasteczek adhezyjnych na powierzchni limfocytow.

Badania ekspresji CD11a, CD18, CD44, CD54, CD62L, CD8, CD4 na powierzchni
limfocytéw od szczurow otrzymujacych CsA (grupa 7) wykazaly w chlonce przewodu

piersiowego odpowiednio 98.133+2.38, 94.667+8.72, 87.600+6.10, 0.700+0.36, 34.400+7.01,

30.533+2.08, 70.867+5.36 % pozytywnych komorek, w krwi obwodowej odpowiednio
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96.9+3.1, 90.5£14.0, 76.82+17.2, 1.93+1.3, 53.33+5.1, 46.73+23.8, 54.40+4.4 %
pozytywnych komoérek, w wezlach krezkowych chlonnych odpowiednio 97.7310.4,
96.37+3.1, 82.5245.5, 1.20+0.7, 41.87+10.5, 29.07£1.0, 53.90+1.0 % pozytywnych komdrek,
w §ledzionie odpowiednio 95.27+6.4, 92.40+10.8, 78.17+8.0, 1.73%1.2, 53.97+15.3 %,
29.146.4, 56.7+4.5 pozytywnych komorek [Tab. 9].

Badania ekspresji CD la, CD18, CD44, CD62L, CD8, CD4 na powierzchni
limfocytow od szczuréw otrzymujacych 0.9% NaCl (grupa 7a) wykazaty w chlonce przewodu
piersiowego  odpowiednio 92.967+4.99, 87.800+8.53, 75.733+8.35, 54.800+5.85,
28.000+2.01, 64.967+8.32 % pozytywnych komodrek, w krwi obwodowej odpowiednio
94.03+5.7, 87.57+8.3, 78.40%12.1, 64.97+0.6, 35.70+3.8, 52.60+1.7 % pozytywnych
komorek, w weztach krezkowych chlonnych odpowiednio 98.30+0.8, 95.57+3.8, 82.9345.5,
0.8+1.0, 55.97+8.3, 28.0+46, 54.8343.6% pozytywnych komoérek, w §ledzionie odpowiednio
96.20+4.2, 95.77+4.6, 82.6319.7, 1.2+1.1, 55.4746.6, 32.6%6.1, 54.4+3.8 % pozytywnych
komorek. [Tab. 9].

Przedstawione wyniki badan ekspresji CD a, CD18, CD44, CD54, CD62L, CDS,
CD4 na powierzc i limfocytéw wykazuja nizsza ekspresj¢ L-selektyny (CD62L) na
powierzchni limfocytéw chlonki przewodu piersiowego i krwi obwodowej od szczurow
otrzymujacych CsA (grupa 7) w poréwnaniu z limfocytami od szczuréw otrzymujacych 0.9%
NaCl (grupa 7a) (odpowiednio p< 0.01, 0.05). [Rys. 15].

3.8. Dystrybucja limfocytéw chionki przewodu piersiowego poddanych dziataniu
mitomycyny w ustroju biorcy allogenicznego przeszczepu serca.

Badania dystrybucji znakowanych ICr i inkubowanych z mitomycyna limfocytow
chlonki przewodu piersiowego od normalnego dawcy u syngenicznego biorcy z
allogenicznym przeszczepem serca (grupa 8) wykazaly ze procentowy udzial podanej

radioaktywnosci mierzony na 1 gram tkanki po 24 godzinach od dozylnego podania komérek
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wynosit: w przeszczepionym sercu 0.202+0.20, w sercu wlasnym 0.036+0.02, w elementach
morfotycznych krwi 0.073£0.08, w osoczu 0.235+0.33, w plucach 0.302+0.26, Sledzionie
42.080+8.29, watrobie 3.068+0.60, krezkowych 8.479£18.97, wezlach chlonnych
obwodowych 3.061+7.243.061£7.24,, szpiku kostnym 0.612+0.25, jelicie cienkim
0.285£0.12, skérze 0.021£0.02. [Tab. 10].

Przedstawione wyniki badan dystrybucji inkubowanych 2z mitomycyng
znakowanych *'Cr limfocytéw chlonki przewodu piersiowego od normalnego dawcy u
syngenicznego biorcy z allogenicznym przeszczepem serca (grupa 8) swiadcza ze procent
radioaktywnosci nizszy w sercu przeszczepionym i wlasnym, elementach morfotycznych
krwi, plucach, wezlach chlonnych krezkowych, wezlach chionnych obwodowych, jelicie
cienkim w poréwnaniu z podaniem nie inkubowanych limfocytéw od normalnego dawcy
(grupa 1b) (odpowiednio p < 0.03, 0.03, 0.02, 0.001, 0.001, 0.04, 0.03, 0.02), procent
radioaktywnosci nie rozni si¢ statystycznie znamiennie w sercu przeszczepionym, elementach
morfotycznych krwi, wezlach chlonnych krezkowych, wezlach chlonnych obwodowych,
jelicie cienkim w poréwnaniu z podaniem nie inkubowanych limfocytéw od dawcy
otrzymujacego CsA (CsA-TDL) (grupa 1) [Tab. 10, Rys. 16].

3.9. Dystrybucja limfocytéw chlonki przewodu piersiowego poddanych dzialaniu
azydku sodu w ustroju biorcy allogenicznego przeszczepu serca.

Badania dystrybucji znakowanych Cr i inkubowanych z azydkiem sodu limfocytéw
chlonki przewodu piersiowego od normalnego dawcy u syngenicznego biorcy z
allogenicznym przeszczepem serca (grupa 9) wykazaly ze procentowy udzial podanej
radioaktywnosci mierzonej na 1 gram tkanki po 24 godzinach od dozylnego podania

komérek: w przeszczepionym sercu 0.87210.41, w sercu wlasnym 0.063£0.02, w elementach
morfotycznych krwi 0.432+0.33, w osoczu 0.069+0.02, w plucach 1.104+0.38, sledzionie

31.401£12.82, watrobie 1.646£0.19, wezlach chlonnych krezkowych 43.570£13.17, wezlach
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chlonnych obwodowych 13.350+4.09, szpiku kostnym 0.380£0.06, jelicie cienkim

0.862+0.34, skorze 0.036+0.04 [Tab. 10].

Przedstawione wyniki badan dystrybucji znakowanych 'Cr 1 inkubowanych z
azydkiem sodu limfocytdow chionki przewodu piersiowego od normalnego dawcy u
syngenicznego biorcy z allogenicznym przeszczepem serca (grupa 9) swiadczg ze procent
radioaktywnosci w przeszczepionym sercu nie rozni si¢ istotnie, nizszy w sercu wilasnym,
elementach morfotycznych krwi, osoczu, plucach i watrobie (odpowiednio p < 0.04, 0.03,
0.03, 0.01, 0.03), wyzszy w wezlach chtonnych krezkowych p< 0.01) w poréwnaniu z nie
inkubowanymi limfocytami od normalnego dawcy (grupa 1b), wyzszy w przeszczepionym
sercu, weztach chionnych krezkowych i obwodowych i jelicie ( odpowiednio p < 0.007,
0.001, 0.001, 0.007), nizszy w sercu wlasnym, plucach i watrobie (odpowiednio p < 0.02,
0.05, 0.003) w poréwnaniu z nie inkubowanymi limfocytami od dawcy otrzymujacego CsA

(CsA-TDL) (grupa 1) [Tab. 10. Rys.17].
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4. DYSKUSIJA.

Aczkolwiek odrzucanie przeszczepéw allogenicznych przebiega w  samej
przeszczepionej tkance prowadzac do jej zniszczenia (eliminacji  antygenow
transplantacyjnych dawcy), to jednak rozpoczyna si¢ ono i jest regulowane przez procesy
rozwijajace sie we wtomnych tkankach limfatycznych (secondary lymphoid organs) takich ;jak
$§ledziona, wezly chionne i inne skupiska tkanki chlonnej w narzadach miazszowych
pluca, skora), Odrzucanie przeszczepu allogenicznego jest procesem ogoélnoustrojowym, a nie
jedynie miejscowym. Warunkiem rozpoczgcia reakcji ustroju na obecno$¢ u biorcy
antygenow transplantacyjnych dawcy ;jest doptyniecie tych ostatnich z pradem krwi lub limfy
do narzadéw limfatycznych. Antygeny transplantacyjne dawcy znajduja si¢ na powierzchni
komorek parenchymalnych przeszczepu, komoérek "pasazerowych" przeszczepu (limfocyty
dawcy w naczyniach przeszczepianego narzadu, komorki dendrytyczne tego narzadu), w
postaci "ztuszczonej" z blony komorkowej dawcy, rozpuszczalnej, wnikajacej do plynéw
ustrojowych biorcy, wreszcie w postaci peptydow MHC uwolnionych z zaglebienia (groove)
w receptorze limfocyta lub komorki dendrytycznej dawcy. Antygen dawcy musi przedostad
sie do zorganizowanej tkanki limfatycznej biorcy i tam by¢ rozpoznany ;jako ob y w procesie
tzw. bezposredniej lub posredniej prezentacji. Tak wiec lokalizacja antygenéw
transplantacyjnych dawcy reguluje w sposéb dawko- i czasozalezny odpowiedz biorcy
przeszczepu (57).

Zasadnicza masa antygenu transplantacyjnego dawcy dostaje si¢ do tkanek
limfatycznych biorcy w postaci komoérek "pasazerowych" przeszczepu lub wlasnych komoérek
limfoidalnych, ktore przeplywajac przez przeszczepiony narzad rozpoznaly i przyswoily
antygen dawcy. Podstawowym warunkiem dla rozwoju reakcji allogenicznej u biorcy jest

wiec zachowanie zar6wno miejscowego jak i1 ogdlnoustrojowego krazenia limfocytow i
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komorek dendrytycznych prezentujacych antygen innym komoérkom odpornosciowym biorcy
(APC- antigen presenting cells) (58, 59, 60, 61, 62). Dotyczy to zaréwno tzw fazy aferentnej
rozpoznania obcosci (non-self) antygenéw dawcy przez krazace komorki biorcy i komérki w
jego narzadach limfatycznych, jak i tzw fazy efektorowej, w ktérej z narzadéw limfatycznych
wydostajg sie specyficznie aktywowane limfocyty T skierowane w swej migracji do miejsca
przeszczepu. Stosowane w praktyce klinicznej farmakologiczne srodki immunosupresyjne
powoduja na réznych etapach wewnatrzkomoérkowej transdukcji sygnatu "allogenicznego”
hamowanie procesu proliferacji specyficznych klondw cytotoksycznych, oraz wytwarzanie i
wydzielanie cytokin prozapalnych. W tym kierunku prowadzona jest wigkszo$¢ badan
uzasadnianych poszukiwaniem mozliwosci uzyskania najwigkszej specyficznosci i
jednoczesnie ograniczenia nadmiernej toksycznosci lekéw. W badaniach mechanizmu
dzialania tych lekow in vivo malg uwage zwraca si¢ na ich negatywny wplyw na proces
ogolnoustrojowej migracji komorek odpornosciowych i ta droga ograniczanie procesu
odrzucania. Badania takie s3 trudne w warunkach klinicznych i moga by¢ prowadzone
gléwnie na zwierzgtach. Dokladne poznanie mechanizmu uposledzajacego procesy
migracyjne moglyby daé¢ mozliwosé uspecyficzniania dziatania leku wlasnie w kierunku
ograniczania specyficznej migracji i by¢ moze ograniczania podawanych:jego dawek.

W Zakladzie Chirurgii Transplantacyjnej zauwazyliSmy zaré6wno u zwierzat, jak i w
pojedynczych przypadkach u ludzi, iz CsA podawana w terapeutycznych dawkach prowadzi
do ogromnego zubozenia tkanek limfatycznych, a w szczegdlnosci weztow chionnych i tkanki
chlonnej jelita w elementy limfoidalne. Zrodzilo to pytanie czy efektem dzialania CsA nie
jest, poza ograniczeniem proliferacji limfocytow, takze ograniczenie procesu
ogblnoustrojowej migracji limfocytow. Wiadomo bowiem, iz w ustroju ma miejsce staly
proces migracji limfocytéw miedzy narzadami limfatycznymi np. sledziong i weztami

krezkowymi obwodowymi, $ledziong i tkanka chlonng jelitem, czy tez krwig i wezlami.
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Pierwszym i gléwnym sygnalem do migracji ;jest wprowadzenie do tkanki chlonnej obcego
antygenu (58). Mozna by sie spodziewaé, iz limfocyty osobnika otrzymujacego CsA
wykazywalyby zmniejszona tendencje do migracji do alloprzeszczepu. Nie tylko wigc
ograniczona proliferacja ale takze zmniejszona zdolnoscia migracji moznaby tlumaczyé
mniejsze nacieki przeszczepu u chorych leczonych CsA.

W badaniach prowadzonych w tym kierunku, bedacych przedmiotem pracy
doktorskiej, udalo si¢ wykazaé, iz rzeczywiscie limfocyty ogdlnoustrojowej puli krazace;j
(limfocyty z przewodu piersiowego, thoracic duct lymphocytes-TDL) znajdujace si¢ przez
okres 7 dni pod farmakologicznym wplywem CsA (CsA-TDL) mniej migruja do
alloprzeszczepu serca. ObnizZenie poziomu gromadzenia si¢ CsA-TDL osiagneto wartosci
gromadzenia si¢ normalnych limfocytow w przeszczepie syngenicznym. Zauwazono réwniez,
iz CsA-TDL maja mniejsza tendencje do gromadzenia si¢ W przeszczepie syngenicznym,
aczkolwiek zjawisko to nie bylo statystycznie znamienne. Inng tkanka allogeniczng
przeszczepiang w identycznym protokole jak przeszczep serca byla skora. Skora ma wigksze
zdolnosci immunogenne niz tkanka serca i specyficzny system migracji przez nig komorek
odpornosciowych. To ostatnie jest zwiazane z jej ekspozycja na antygeny otoczenia.
Przeszczep skory umieszczano w:jamie brzusznej, a nie umieszczano na powierzchni ciala, z
dwoch powoddow: a) proces mobilizacji 1 rekrutacji komdrek prezentujacych antygen i
limfocytéw jest w jamie otrzewnej wielokrotnie szybszy niz bylby w nieunaczynionym
powierzchniowym przeszczepie skornym, a podobny do tego jak w unaczynionym
przeszczepie narzadowym (serce), b) skdra tak jak serce byly przeszczepiane do ;jamy
brzusznej, zachowana wiec zostala geografia przeszczepu odgrywajaca zasadnicza role w
procesie immunizacji biorcy (57). Nie stwierdzono, w poréwnaniu z przeszczepem serca,
mniejszego gromadzenia si¢ CsA-TDL w allogenicznym przeszczepie skérnym, ale byl to

wynik teoretycznie (63, 64) oczekiwany. Z metodycznego punktu widzenia wartosci
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radioaktywnoéci w matych przeszczepionych fragmentach skéry byly niskie, stad mogty
zacieraé sie roznice z wartoéciami kontrolnymi. Z biologicznego punktu widzenia zaden z
farmakologicznych  $rodkéw immunosupresyjnych stosowanych po  przeszczepach
narzadowych nie jest skuteczny w hamowaniu procesu odrzucania allogenicznego
przeszczepu skory (65). Srodki te w minimalnym stopniu hamuja chemoatrakcje komérek
odpornosciowych do zapalnych ognisk skory.

Niezaleznie od obserwacji dotyczacych migracji CsA-TDL do alloprzeszczepéw,
nieoczekiwanie zauwazono, iz CsA ma wplyw na ogdlnoustrojowy proces migracji i
dystrybucji krazacej puli limfocytow. Wplyw ten dodatkowo nakladal si¢ na zmieniony
proces migracji limfocytéw wywotlany zaréwno allogenicznym przeszczepem serca jak i
skory.

I tak, CsA-TDL podane normalnemu syngenicznemu szczurowi w grupie po sham-
operation (naciecie powlok bez przeszczepu) pozostawaly we krwi na podobnym poziomie
jak NaC -TDL (kontrolne), natomiast miaty wyrazna tendencje, w poréwnaniu do NaC, do
gromadzenia si¢ w tkankach limfoidalnych, poza $ledziona. Nie udalo si¢ rozstrzygna¢ na
obecnym etapie pracy czy mamy tu do czynienia ze zwigkszonym zatrzymywaniem CsA-
TDL w tkance limfatycznej, co ma np miejsce przy uszkodzeniu blony komodrkowe;,
apoptozie, zahamowaniu ekspresji receptorow niezbednych do migracji przez substancje
miedzykomérkowa, czy tez z wolniejszym przechodzenie CsA-TDL przez zorganizowana
tkanke limfatyczna wskutek upo$ledzenia wewnatrzkomoérkowych proceséw metabolicznych
limfocyta przez CsA.

Wykonany syngeniczny przeszczep serca nie powodowal wigkszych zmian w
dystrybucji CsA-TDL w pordwnaniu z grupa po sham-operation, z wyjatkiem nieco

wiekszego gromadzenia si¢ limfocytow w weztach chionnych krezkowych. Ten efekt mogt
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by¢ czesciowo tlumaczony urazem weztéw krezki przy heterotopowym przeszczepianiu serca

do naczyn brzusznych.

Natomiast allogeniczny przeszczep serca powodowat zatrzymanie CsA-TDL we krwi i
ich zmniejszone gromadzenie si¢ w tkankach limfoidalnych wlacznie ze $ledziona. Byl to
efekt prawie odwrotny od obserwowanego po przeszczepie syngenicznym. Uogdlniajac
uzyskane obserwacje nalezy stwierdzi¢, iz CsA miala wplyw na TDL: a) u zwierzat
normalnych i po sham-operation oraz u otrzymujacych przeszczep syngeniczny kierujacy je
do gromadzenia si¢ w narzadach i tkankach limfatycznych, b) u zwierzat otrzymujacych
przeszczep allogeniczny do zatrzymywania ich we krwi, a nie w narzadach limfatycznych.
Nalezy tu dodaé dla jasnosci zagadnienia, iz NaC -TDL podawane biorcom allogenicznego
przeszczepu gromadzily si¢ w tkankach limfatycznych. Podobny do obserwowanego po
przeszczepieniu serca kierunek zmian w ogoélnoustrojowej dystrybucji krazacych limfocytow
obserwowano po przeszczepieniu skory.

Ograniczenie gromadzenia si¢ limfocytow pod wplywem CsA w aktywowanych
tkankach chlonnych obserwowano po pobudzeniu krwinkami barana (66)

Mniejsze gromadzenie si¢ CsA-TDL w alloprzeszczepie i narzadach i tkankach
limfatycznych biorcy moze §wiadczy¢ o upos$ledzeniu ich zdolnosci rozpoznawania nie tylko
aktywowanych komorek alloprzeszczepu. ale i wilasnych aktywowanych strukturalnych
komorek zorganizowane;j tkanki chlonnej. Tak wigc jest to proces niespecyficzny ograniczony
do odsrodkowej (eferentnej) fazy reakcji allogenicznej. W tej sytuacji CsA-TDL w ich
subpopulacji specyficznie cytotoksycznej nie rozpoznawatyby docelowych komérek
przeszczepu. Nie rozpoznawatyby tez lub mialy ograniczong aktywno$¢ we wspdtdziataniu z
aktywowanymi przez alloantygeny wlasnymi (syngenicznymi) komoérkami dendrytycznymi i

limfocytami wezlow chlonnych i tkanki chionnej jelita.
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Obserwowane zmniejszone gromadzenie si¢ zaréwno CsA-TDL jak i1 NaCI-TDL w
$ledzionie mozna interpretowaé: a) trudno$ciami oceny ilosciowej zawartych w sledzionie
limfocytow ze wzgledu na obkurczanie si¢ tego narzadu pod wplywem bodzcéw
antygenowych i neurohormonalnych, oraz b) wychwytywanie przez ten narzad limfoidalny
przede wszystkim antygenu rozpuszczalnego i czasteczkowego, wolnego lub zwigzanego z
leukocytami krw i, co w badanym modelu odgrywalo mniejsza rolg.

Okres prowadzonych obserwacji byt ograniczony do 24 godzin po podaniu CsA-TDL,
nie mozna wiec bylo dodatkowo okresli¢ ilosciowo migdzynarzadowej migracji CsA-TDL i
wplywu na nig CsA. Mozna przypuszczad, iz rowniez ta faza procesu dystrybucji krazacych
limfocytdw byta uposledzona. CsA-TDL byly podawane biorcy w 4-tym dniu po wykonanym
przeszczepie allogenicznym, a wiec na szczycie procesu nwazji przez komorki gospodarza
(67). Byl to wigc optymalny okres, w ktorym aktywowany byt receptorowy uklad dawcy
(aktywacja komorek srodblonkowych dawcy) i latwo jest $ledzi¢ kinetyke adhezji i
wynaczynienia atakujacych komorek biorcy.

Badanie ruchliwosci CsA-TDL in vitro nie wykazalo réznic w pordwnaniu z NaCl-
TDL. Obserwacja ta jedynie pozornie pozostaje w sprzecznosci z obserwacjami uzyskanymi
in vivo, gdzie mialo miejsce wyrazne ograniczenie procesu migracji. W warunkach in vitro
badamy jedynie spontaniczng, nie docelowa ruchliwo$é (random migration, motility),
determinowana dzialaniem wewnatrzkomorkowych elementéow kurczliwych, poziomem
metabolizmu komorki, tlokiem komérkowym (crowding), rodzajem medium i czynnikami
fizycznymi hodowli. Spontaniczna ruchliwo$¢ jest zwykle ograniczona przez obnizenie
metabolizmu wewnatrzkomorkowego. W warunkach in vivo komorki sg przenoszone z
pradem ptynow ustrojowych, zatrzymywane przez uktad molekut adhezyjnych i ich ligandéw,
oraz pobudzane do lokalnej migracji przez chemokiny (68). Uzyskane w tej pracy obserwacje

wskazuja, iz CsA nie hamowala podstawowych etapow metabolizmu limfocytow. W
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badaniach innych autorow CsA wykazywal wlasciwosci hamowania migracji in vitro ale
gléwnie przy wysokich stezeniach leku (69, 2).

Wszystkie powyzej opisane obserwacje sa catkowicie oryginalne i nie znajduja
odpowiednikéw do dyskusji w literaturze. Glownie przedstawiane obserwacje dotyczace
ograniczonych naciekéw zapalnych po stosowaniu CsA zaréwno w doswiadczalnych
przeszczepach jak w stanach zapalnych tkanek. Najblizsza przedstawianej pracy jest
publikacja Hare et al (37) wykazujaca ograniczenia naciekéw limfocytarnych w
allogenicznych przeszczepach nerwéw obwodowych. W pracy tej zarowno krazace limfocyty
jak cala tkanka limfatyczna biorcy i sam przeszczep znajdowaly si¢ pod wplywem CsA. W
naszym modelu badaliSmy wybidrczo zachowanie si¢ samych limfocytow biorcy
znajdujacych si¢ pod farmakologicznym wplywem CsA 1 przeniesionych do biorcy
alloprzeszczepu, ktory nie otrzymywat CsA. Lord et al. stwierdzili iz CsA ograniczala
wielko$¢ naciekdOw w ortotopowych przeszczepach watroby, nie ustosunkowujac sie do
mozliwosci ograniczania miejscowej proliferacji limfocytow biorcy przez CsA podawang
ogolonoustrojowo (40). CsA ograniczala nacieki ;jednojadrzaste w alloprzeszczepach serca
(50, 52). W innych pracach wykazano, iz CsA ogranicza gromadzenie si¢ limfocytow i
eozynofili w tkance chlonnej pluca (70, 39), bez interpretacji czy chodzito tu o ograniczong
migracje czy tez zmniejszong miejscowg proliferacj¢ komorkowa.

Zasadnicza kwestig pozostaje wyjasnienie mechanizmu ograniczonej migracji CsA-
TDL do alloprzeszczepéw 1 zmienionego przez CsA wzoru ogdlonoustrojowej migracji i
dystrybucji krazacej puli limfocytéw, gldwnie populacji T. Pierwsze postawione pytanie to
czy CsA hamuje ekspresj¢ molekut adhezyjnych niezbednych dla przylegania limfocytow do
aktywowanych komorek srodblonka alloprzeszczepu i dla przechodzenia limfocytow do
przestrzeni pozanaczyniowej? Siedmiodniowe podawanie CsA nie wykazato wptywu CsA na

ekspresje na TDL czasteczek LFAIl, CD 44 czy CD 54. Aczkolwiek te pierwsze dwie



43

molekuty znajdujq sie konstytutywnie na powierzchni wigkszosci limfocytow T, to molekuta
CD 54 wystepuje tylko w populacji pobudzonych limfocytéw (71). Stad prawie zerowe
warto$ci tej ostatniej w przedstawionych badaniach. Natomiast CsA w sposdb wyrazny
ograniczala ekspresje CD62L (46), selektyny odpowiedzialnej za przyleganie i wynaczynienie
limfocytéw w populacji TDL, krwi obwodowej i krezkowych weziéw chlonnych (72).
Obserwacja ta moze czesciowo tlumaczyé mniejsze gromadzenie si¢ CsA TDL w
alloprzeszczepie i w tkankach limfatycznych biorcy. Inni autorzy réwniez obserwowali
obnizenie ekspresji L selektyny po podawaniu CsA (46). Natomiast jak ttumaczy¢ nasilone
gromadzenie si¢ CsA-TDL w narzadach limfatycznych bez przeszczepu allogenicznego? L-
selektyna odgrywa zasadnicza role w wynaczynieniu limfocytow w ognisku przewlekle
zapalnym i w pobudzonych weztach chlonnych. Mniejsza jest jej rola w warunkach
normalnego procesu zatrzymywania limfocytdéw na poziomie zylek pozakapilarnych w
wezlach chlonnych, gdzie wspoéldzialaja dodatkowe ukiady molekulame specyficzne dla
tkanki wezltowej. Wydaje si¢, iz CsA powoduje powstanie dodatkowych dotychczas
niepoznanych zmian strukturalnych na blonie limfocyta, ktore moga byé odpowiedzialne za
ich zatrzymywanie w tkance chtonne;j. Istnieja odwrotne obserwacje mowiace o obnizajacym
wplywie na przyleganie i emigracj¢ dzialaniu CsA w wezlach chlonnych (41, 73, 74).
Obserwowano réwniez, w odréznieniu od naszych wynikow, obnizenie po stosowaniu CsA
ekspresji na powierzchni limfocytow LFA-I, ale nie CD54 (75). Rozne byty jednak dawki i
czas podawania CsA.

Kolejnym pytaniem dotyczacym mechanizmu obserwowanych zmian bylo ze
zahamowanie procesu syntezy DNA i mitozy nie jest sprz¢zone z ograniczonym procesem
migracji. Wiadomo bowiem, iz CsA hamujgq mitoz¢ limfocytéw (50) oraz limfocyty w
stadium S zmieniajg swaj schemat migracji i zatrzymuja sie glownie w weztach krezkowych i

tkance chlonnej jelita (76). CsA hamuje niektore transkrypcyjne czynniki jadrowe jak np
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NFAT (Nuclear factor of activated T cells) (39). TDL inkubowane z mitomycyna (M-TDL)
zachowywaly sie bardzo podobnie do CsA-TDL wykazujac zaréwno ograniczong migracj¢ do
alloprzeszczepu jak i obnizona zdolno$¢ do gromadzenia si¢ w tkance chionnej. Znikaty
prawie catkowicie z krwi, ich poziomy byly bardzo niskie w wezlach i jelicie, natomiast
wysokie w $ledzionie. TDL podawane w naszych doswiadczeniach zawieraly znikomy
procent pobudzonych komoérek. Antymitotyczny efekt zaréwno CsA jak i mitomycyny nie
mogl bycdecydujacy. Niemniej jednak zaistnialo ogromne podobiefistwo zachowan obydwu
populacji, CsA-TDL i M-TDL. Mozna sadzi¢, iz obydwa leki hamuja ekspresje podobnych
grup molekul regulujacych proces adhezji i wynaczynienia, ktory ulega aktywizacji w
pobudzonych alloantygenowa populacjach.

Ostatnim pytaniem dotyczacym mechanizmu zmian migracji CsA-TDL bylo czy
moglo w nim odgrywac¢ role antymetaboliczne dzialanie CsA. Wiadomo, iz CsA ma wplyw
na energetyczne procesy komorki. CsA hamuje procesy mitochondrialne, glownie synteze
ATP w sytuacjach nadmiernego gromadzenia si¢ Ca2+ w macierzy mitochondrialnej (49).
Obniza ona mitochondrialny wspoélczynnik oddechowy w sposob dawko-zalezny (77). CsA
ma wplyw hamujacy na przepustowe kanaly o wysokiej zdolnosci transportowej w
wewnetrznej blonie mitochondrialnej (78). Zastosowany w pracy azydek sodu, z ktérym
inkubowano TDL (SA-TDL), hamuje wewnatrzkomdrkowe procesy fosforylacji. Nie miat on
zadnego wplywu na gromadzenie si¢ SA TDL w alloprzeszczepie serca, rozniac si¢ w tym
catkowicie od CsA-TDL. SA-TDL migrowaly u zwierzat z allogenicznym przeszczepem
glownie do narzadéw i tkanek limfatycznych i w sposéb ograniczony do sledziony. Ten obraz
migracji mozna tlumaczy¢ nastgpujaco. Pomimo zahamowania proceséw energetycznych
istniejacy uklad receptorowy S.A.-TDL pozostal niezmieniony i by}l taki sam jak w
kontrolnych TDL, co pozwalalo na zatrzymanie SA-TDL w przeszczepie w stezeniu jak

normalnych TDL. Wyzsze gromadzenie w tkankach limfatycznych moglo wynikaé z
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dtuzszego czasu przechodzenia przez te tkanki. Nie mozna wykluczy¢ wyplukania azydku z
komoérek w ciagu 24 godzinnej obserwacji. Posrednio obserwacje z tej grupy do$wiadczen
wskazuja, iz samo hamowanie metabolizmu limfocytu ma niewielki wplyw na jego

specyficzna migracje in vivo.
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5. WNIOSKI

Cyklosporyna A ma bezposredni i wybiorczy wptyw na krazace limfocyty T ograniczajac
ich gromadzenie si¢ w alloprzeszczepie.

Cyklosporyna A ma wyrazny wplyw na ogolnoustrojowy proces migracji i dystrybucji
krazacych llmfocytow T, rézny w zaleznosci od rozwijajacej si¢ w ustroju reakcji
allogenicznej lub syngeniczne;.

Cyklosporyna A nie wplywa na spontaniczng ruchliwo$¢ limfocytow T in vitro.

Obnizona ekspresja na limfocytach L-selektyny wywolana przez cyklosporyng¢ A moze
by¢ czesciowo odpowiedzialna za ograniczong migracje.

. Posrednio mozna wnioskowa¢, iz hamowanie syntezy DNA przez cyklosporyne A moze
byé sprzezone z ograniczeniem procesu migracji, natomiast hamowanie procesow

metabolicznych ma niespecyficzny wplyw na migracje i dystrybucj¢ limfocytow.
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7. STRESZCZENIE

Zagadnienie migracji komoérek odpornosciowych w ustroju jest w dalszym ciagu
niedoceniane z punktu widzenia praktyki leczniczej. Komoérki te wedrujac i przekazujac
informacje od miejsca wniknigcia obcego antygenu do narzadéw limfatycznych, a nastgpnie z
powrotem do miejsca gdzie znajduje si¢ obcy antygen, aby go eliminowaé, upodobniajg ukiad
odpornosciowy do ukladu nerwowego, ;jego aferentnych i eferentnych drég przewodzenia
bodzcéw. Migracja komorek odpornosciowych to nie tylko ich przybycie do miejsca
zapalenia lub alloprzeszczepu, to takze umiejscowienie ich w stosunku do innych komérek
odpornosciowych np. w wezle chtonnym (kooperacja komdrkowa), takze zatrzymywanie si¢
w odpowiednim $rodowisku dla uzyskania informacji i “edukacji” (grasica), to rowniez droga
1 tempo przenoszenia obcego antygenu do narzagdéw limfatycznych.

Proces migracji limfocytéw odgrywa podstawowa rol¢ w odrzucaniu alloprzeszczepu.
Alloprzeszczep narzadowy (serca, nerek, watroby) ulega zniszczeniu przez komorki
odpornosciowe biorcy, gldwnie przez naciekajace limfocyty, a w dalszych etapach przez
makrofagi, granulocyty, tuczne i komorki plazmatyczne. Aczkolwiek proces rozpoznawania
alloantygenéw na powierzchni komérek srédblonkowych przeszczepu ;jest natychmiastowy,
zarowno przez receptorowy uklad MHC przeplywajacych monocytéw i limfocytéw, oraz
wyplywajace z przeszczepu do $ledziony i weziéw chionnych biorcy komoérki pasazerowe, to
wytworzenie si¢ u biorcy dawco-specyficznych cytotoksycznych klonéw trwa kilka dni.
Pobudzenie i proliferacja populacji limfocytow skierowanych przeciw alloantygenom maja
miejsce w narzadach limfatycznych takich jak sledziona i wezly chionne. Tam nastepuje
proces bezposredniej, a gléwnie posredniej prezentacji antygenu przez komorki biorcy i

dawcy (APC) limfocytom biorcy. Z tych narzadéw dawco-specyficzne limfocyty biorcy
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musza przedosta¢ si¢ do krazenia, rozpozna¢ alloantygeny przeszczepu, ulec przyleganiu do
powierzchni srodblonka przeszczepu, a nastepnie przej$¢ do przestrzeni pozanaczyniowej
(proces wynaczyniania). Farmakologiczne srodki immunosupresyjne jak Cyklosporyna A
(CsA), Takrolimus (FK506), Rapamycyna, Deoksyspergualina  wplywaja na
wewnatrzkomorkowe przekazywanie sygnatu i w efekcie hamuja syntez¢ niektorych
interleukin, np. IL2, niezbednej dla pobudzenia limfocytoéw. By¢é moze leki te maja takze
ograniczony wplyw na metabolizm limfocytow.

Powstaje takie pytanie, czy wymienione srodki immunosupresyjne moga mie¢ wptyw
na ruchliwo$¢ 1 migracje limfocytow. Wskazywaé na to mogliby mniejsze nacieki
komoérkowe w  alloprzeszczepach u  biorcow w  czasie stosowania $rodkéw
immunosupresyjnych. Ograniczenie migracji dotyczytyby zardwno limfocytéw znajdujacych
si¢ w narzadach limfatycznych (zahamowanie mobilizacji z wezldw i Sledziony) jak i w
przeszczepie (przyleganie i wynaczynianie). Wlasne badania pilotowe wykazaly, iz limfocyty
biorcy alloprzeszczepu serca poddane dzialaniu CsA wykazuja ograniczong tendencje do
gromadzenia si¢ w przeszczepie w poréwnaniu z limfocytami nie bgdacymi pod wpltywem
CsA. Co wigcej limfocyty poddane dzialaniu CsA, podlegaly innej ogdlnoustrojowe;j
dystrybucji niz limfocyty nie traktowane.

Poznanie mechanizmu ograniczonej migracji limfocytéw pod wpltywem s$rodkéw
immunosupresyjnych pozwoliloby, poza wyjasnieniem istoty tego procesu, na poszukiwanie
lekéw, ktére w wybidrczy sposéb hamowalyby migracje, a nie wplywaly na ograniczenie
syntezy cytokin i metabolizm komdrki. Stosowanie takich lekdw synergicznych z istniejacymi
srodkami immunosupresyjnymi pozwoliloby zmniejszy¢ dawki a razem z tym efekty uboczne
i powiklania obecnie stosowanej immunosupresji.

Celem mojej pracy doktorskiej bylo uzyskanie odpowiedzi na pytania:
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) czy CsA ma bezposredni wplyw na limfocyty ograniczajac ich gromadzenie si¢ w

alloprzeszczepie;

2) czy CsA ma wplyw na ogdlnoustrojowg recyrkulacj¢ i dystrybucje krazacych limfocytow,
ajesli tak to czyjest to wynikiem
a) zmniejszonej mobilizacji z narzgdow limfatycznych,
b) zmniejszonej spontanicznej ruchliwosci,
c) obnizeniem ekspresji powierzchniowych czgsteczek adhezyjnych na limfocytach, stad

mozliwosci ograniczonego przylegania do $rédblonka i wynaczyniania?

3) Czy zahamowanie proceséw metabolicznych i mitozy, na ktére ma wpltyw CsA, mogg

ograniczaé gromadzenie si¢ limfocytéw w alloprzeszczepie?

Jako model migracji limfocytéw in vivo shuzyl dozylny przeszczep limfocytow
uzyskanych z chlonki przewodu piersiowego (TDL) od szczurdw otrzymujacych CsA (CsA-
TDL) lub kontrolnych (NaCl-TDL). Limfocyty znakowano izotopem °'Cr, a nastgpnie
wstrzykiwano zawiesine 2-3 x 10’ komérek w 1 ml PBS syngenicznemu biorcy dozylnie
przez cewnik zatozony do zyly udowej. Po 24 godzinach od podania znakowanych komoérek
zabijano szczury przecigciem rdzenia, a nastgpnie pobierano do uprzednio zwazonych
probéwek probki tkanek: przeszczepu serca i skéry, ptuc, watroby, sledziony, weziéow
chlonnych krezkowych i obwodowych, jelita cienkiego, szpiku kosci udowej i skory.
Oznaczano radioaktywno$¢ materialu przy uzyciu licznika promieniowania y Gamma 5500b
(Beckman). Uzyskane wyniki przedstawiano jako procent podanej radioaktywnosci mierzone;j
na 1 gram tkanki.

Przeprowadzono badania dystrybucji CsA-TDL i NaCI-TDL w ustroju biorcy z allo- i
syngenicznym heterotopowym przeszczepem serca i skory. Pordwnano wyniki tych badan z
dystrybucja w ustroju syngenicznego biorcy bez przeszczepu (sham-operation), oraz z

dystrybucjg TDL, poddanych dzialaniu mitomycyny i azydku sodu. Przeprowadzono badania
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migracji in vitro limfocytow, pochodzacych z krwi obwodowej, S$ledziony, wezldw
krezkowych chionnych i szpiku kostnego pobranych od szczuréw ktdéry otrzymowali CsA i
0.9% NaCl. Zbadano ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych i fenotyp jednojadrzastych komérek
chlonki, krwi, weztéw krezkowych chlonnych i sledziony pobranych od szczuréw ktére
otrzymowaty CsA 1 0.9% NaCl.

Wykazano, ze limfocyty ogolnoustrojowej puli krazacej (limfocyty z przewodu
piersiowego, thoracic duct lymphocytes-TDL) znajdujace si¢ przez okres 7 dni pod
farmakologicznym wplywem CsA (CsA-TDL) mniej migruja do alloprzeszczepu serca.
Obnizenie poziomu gromadzenia si¢ CsA-TDL osiagnelo wartosci gromadzenia sie
normalnych limfocytéw w przeszczepie syngenicznym. Zauwazono réwniez, iz CsA-TDL
majg mniejsza tendencje do gromadzenia si¢ w przeszczepie syngenicznym, aczkolwiek
zjawisko to nie bylo statystycznie znamienne.

Inng tkanka allogeniczng przeszczepiang w identycznym protokole jak przeszczep
serca byla skdra. Nie stwierdzono, w pordwnaniu z przeszczepem serca, mniejszego
gromadzenia si¢ CsA-TDL w allogenicznym przeszczepie skornym, ale byt to wynik
oczekiwany. Z metodycznego punktu widzenia wartosci radioaktywnosci w matych
przeszczepionych fragmentach skéry byly niskie, stad mogly zaciera¢ sie rdznice z
kontrolami. Z biologicznego punktu widzenia zaden z farmakologicznych srodkéw
immunosupresyjnych stosowanych po przeszczepach narzadowych nie jest skuteczny w
hamowaniu procesu odrzucania allogeniczego przeszczepu skory. Srodki te w minimalnym
stopniu hamuja chemoatrakcje komérek odpornosciowych do zapalnych ognisk skory.

Niezaleznie od obserwacji dotyczacych migracji CsA-TDL do allprzeszczepow,
nieoczekiwanie zauwazono, iz CsA ma wplyw na ogélnoustrojowy proces migracji i
dystrybucji krazacej puli limfocytéw. Wplyw ten dodatkowo nakladal si¢ na zmieniony

proces migracji limfocytow wywotany zaréwno allogenicznym przeszczepem serca jak i
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skory. I tak, CsA-TDL podane normalnemu syngenicznemu szczurowi w grupie sham-
operation (naciecie powlok bez przeszczepu) pozostawaty we krwi na podobnym poziomie
jak NaC -TDL (kontrolne), natomiast mialy wyrazng tendencj¢ w poréwnaniu do NaCl do
gromadzenia si¢ w tkankach limfoidalnych poza sledziona. Nie udalo si¢ rozstrzygna¢ na
obecnym etapie pracy czy mamy tu do czynienia ze zwigkszonym zatrzymywaniem CsA-
TDL w tkance limfatycznej, co ma np miejsce przy uszkodzeniu blony komoérkowe;,
apoptozie, zahamowaniem ekspresji receptorow niezbgdnych do migracji przez substancjg¢
miedzykomorkowa, czy tez z wolniejszym przechodzenie CsA-TDL przez zorganizowang
tkanke limfatyczna wskutek uposledzenia wewnatrzkomdrkowych proceséw metabolicznych
limfocytu przez CsA.

Wykonany syngeniczny przeszczep serca nie powodowat wigkszych zmian w
dystrybucji CsA-TDL w poréwnaniu z grupa sham-operation, z wyjatkiem nieco wigkszego
gromadzenia si¢ limfocytow w wezlach chionnych krezkowych. Ten efekt moglt by¢
czesciowo ttumaczony urazem wezlow krezki przy heterotopowym przeszczepianiu serca do
naczyn brzusznych.

Natomiast allogeniczny przeszczep serca powodowat zatrzymanie CsA-TDL we krwi i
ich zmniejszone gromadzenie si¢ w tkankach limfoidalnych wlacznie ze $ledziona. Byt to
efekt prawie odwrotny od obserwowanego po przeszczepie syngenicznym.

Uogolniajac uzyskane obserwacje nalezy stwierdzi¢, iz CsA miata wptyw na TDL a) u
zwierzat normalnych i po sham-operation oraz u otrzymujacych przeszczep syngeniczny
kierujacy je do gromadzenia si¢ w narzadach i tkankach limfatycznych, b) u zwierzat
otrzymujacych przeszczep allogeniczny do zatrzymywania ich we krwi a nie w narzadach
limfatycznych. Nalezy tu dodaé dla jasnosci zagadnienia, iz NaCl-TDL podawane biorcom

allogenicznego przeszczepu gromadzity si¢ w tkankach limfatycznych.
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Podobny do obserwowanego po przeszczepieniu serca kierunek zmian w
ogolnoustrojowej dystrybucji krazacych limfocytéw obserwowano po przeszczepieniu skory.

Mniejsze gromadzenie si¢ CsA-TDL w alloprzeszczepie i narzadach i tkankach
limfatycznych biorcy moze $wiadczy¢ o uposledzeniu ich zdolnosci rozpoznawania nie tylko
aktywowanych komorek alloprzeszczepu ale i wlasnych aktywowanych strukturalnych
komorek zorganizowanej tkanki chlonnej. Tak wiec bylby to proces niespecyficzny
ograniczony do odsrodkowej (eferentnej) fazy reakcji allogenicznej. CsA-TDL w ich
subpopulacji specyficznie cytotoksycznej nie rozpoznawalyby docelowych komodrek

przeszczepu. Nie rozpoznawalyby tez, lub mialy ograniczona aktywnos¢ we wspdldzialaniu z

aktywowanymi przez alloantygeny wlasnymi (syngenicznymi) komérkami dendrytycznymi i

limfocytami we¢zléw chionnych i tkanki chlonnejjelita.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzam ze:

1. Cyklosporyna A ma bezposredni i wybiorczy wplyw na krazace limfocyty T ograniczajac
ich gromadzenie si¢ w alloprzeszczepie.

2. Cyklosporyna A ma wyrazny wplyw na ogolnoustrojowy proces migracji i dystrybucji
krazacych llmfocytow T, rézny w zaleznosci od rozwijajacej si¢ w ustroju reakcji
allogenicznej lub syngeniczne;.

3. Cyklosporyna A nie wplywa na spontaniczna ruchliwo$é¢ limfocytow T in vitro.

4. Obnizona ekspresja na limfocytach L-selektyny wywotana przez cyklosporyne A moze
by¢ czg¢sciowo odpowiedzialna za ograniczong migracje.

5. Posrednio mozna wnioskowa¢, iz hamowanie syntezy DNA przez cyklosporyne A moze
by¢ sprzgzone z ograniczeniem procesu migracji, natomiast hamowanie proceséw

metabolicznych ma niespecyficzny wplyw na migracje i dystrybucje limfocytow.
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