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THE INFLUENCE OF PHYTOHAEMAGGLUTININ P ON THE CD4* AND CD8" CELLS
IN THE COURSE OF THE EXPERIMENTAL TRICHINELLOSIS IN MICE

Abstract Experiments were carried out with mice of CFW inbred strain infected with 200
Trichinella spiralis larvae and divided into two groups: experimental and control. The experimental
mice were injected with phytohaemagglutinin P (PHA-P), 24 h before infection. The all animals
were killed between 7— 133 days post infection and the pieces of spleens, mesenteric lymph nodes,
jejunum and masseter muscles were sectioned in a cryostat and examined with monoclonal
antibodies (anti-Thy 1, 2, anti-CD4"* and anti-CD8*) by immunoenzymatic method.

In the animals treated with PHA-P, more numerous CD4" cells were observed in comparison
with the control. The CD8* cells were stimulated only in the muscles. The most important
problem were the CD4* and CD8" cells inside the larvae capsules. The role of the CD4* and
CD8* cells in the immunopathological changes in the course of trichinellosis was discussed.

WSTEP

We wczesniejszych pracach naszego zespotu dotyczacych zmian immuno-
patologicznych we wlosnicy byla mowa o licznych limfocytach T wystepuja-
cych w komérkowych naciekach zapalnych oraz wewnatrz torebek larw
(KARMANSKA i MICHALSKA 1977, 1978, KARMAKSKA i wsp. 1987, 1990), przy czym
w badaniach tych postugiwaliémy si¢ metoda MUELLERA i wsp. (1975).

Ostatnie do$wiadczenia, w ktorych zastosowalismy surowice monoklonalne
(KARMANSKA i wsp. 1995) wykazaly, zarowno w naciekach jak i wewnatrz
torebek larw, obecnoé¢ komérek CD4* i CD87, jednak w tych ostatnich
wigkszo§é komorek reagowala ujemnie.

Poniewaz u myszy, ktorym przed zarazeniem podano PHA-P (KARMANSKA
i MicHaLskA 1978), obserwowaly$my bardziej rozlegle komorkowe nacieki za-
palne, liczniejsze gromadzenie si¢ komorek wewnatrz torebek larw oraz mniej-
sza liczbe larw miesniowych niz w kontroli, postanowili§my obecnie sprawdzi¢
czy, a jesli tak, to w jakim stopniu PHA-P wplywa na pobudzenie komorek
CD4* i CD8*, by moc wnioskowaé o ich znaczeniu w przebiegu wlosnicy.
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Material i metody

Badania przeprowadzono na 116 myszach, samcach szczepu CFW, linii
zoltej z hodowli prowadzonej wg metody ,,$wiatel ulicznych” opisanej przez
LANE PETTERA i PEARSONA (1971). Polowa zwierzat otrzymala dozylnie PHA-P
(firmy Difco, rozpuszczona w 0,85% NaCl) w ilosci 10 mg/kg. Po 24 godz.
wszystkie myszy zostaly zarazone per os dawka 200 larw Trichinella spiralis
1 przez okres obserwacji byly przetrzymywane w tych samych warunkach. Po
6 myszy z obu grup: doswiadczalnej, ktorej podano PHA-P i kontrolne;j, ktore;j
preparatu nie podawano, zabijano w 7, 14, 21, 28, 35, 42, 60 i 133 dniu po
zarazeniu (dpz). Z kazdego zwierzgcia pobierano wycinki §ledziony, wezla
limfatycznego krezkowego, jelita czczego i miesnia zuchwowego, ktore po
zamrozeniu w cieklym azocie krojono w kriostacie. Uzyskane preparaty
badano metoda immunofluorescencji bezposredniej postugujac si¢ nastepujacy-
mi surowicami monoklonalnymi: anty-Thy 1, 2, anty-L3T4 (CD4%) i anty-Ly
2 (CD87) wg metody opisanej przez ZEROMSKIEGO (1990). Wszystkie znakowa-
ne surowice monoklonalne pochodzily z firmy Serva. W niektérych przypad-
kach, dla poréwnania, nastawiano takze odczyn na esteraze niespecyficzna wg
MUELLERA i wsp. (1975), ktorym identyfikowano limfocyty T we wczesniejszych
badaniach (KARMARSKA i MicHALSKA 1978).

U wszystkich zabijanych zwierzat liczono wlosnie jelitowe lub larwy
mi¢sniowe wg metody Kozara i Kozar (1972). Ponadto w 60 dpz zabijano po
10 zwierzat z kazdej grupy wylacznie dla liczenia larw.

Wiyniki

Sledziona. W obu grupach zwierzat (kontrolnej i doswiadczalnej) liczne,
intensywnie reagujace z surowica anty-Thy 1, 2 komorki skupione byly
w pochewkach limfatycznych wokét tetnic pozabeleczkowych, a czesto takze
wokol a. centralis. Spotykano je takze w strefie brzeznej grudek. W samych
grudkach limfocytow T w zasadzie nie notowano (czasami, zupelnie wyjat-
kowo, widziano jednak odosobnione komdrki). Pojedyncze limfocyty T spoty-
kano takze w miazdze czerwonej. Dalsze badania z uzyciem surowicy an-
ty-CD4™" i anty-CD8" wskazywaly, ze wszystkie komorki reagujace dodatnio
znajduja si¢ dokladnie w tych samych miejscach, co pozwala przypuszczaé, ze
byly to gtéwnie komérki typu CD4* i CD8*. Poziom limfocytéw posiadaja-
cych antygen CD4* i CD8* w obu grupach myszy byl podobny. Nie
zauwazono takze wigkszych rdznic zwigzanych z przebiegiem zarazenia (jedy-
nie w 21 i 28 dpz reakcja z surowica anty-CD8* u zwierzat otrzymujacych
PHA-P byla nieco stabsza niz u myszy kontrolnych).

Wezel limfatyczny krezkowy. Zar6wno w grupie zwierzat kontrolnych jak
i doswiadczalnych komorki reagujace dodatnio z surowica anty-Thy 1, 2 wys-
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tepowaly w obszarze korowym wezla, a $ciSlej w sSrodkowym obszarze grudki
oraz w jej czesci obwodowej, skierowanej ku srodkowi wezta. Wynik, jaki
otrzymano z surowica anty-CD4*, byl niemal identyczny w obu grupach:
komorki CD4% w duzych skupiskach obserwowano najczgsciej w sasiedztwie
torebki narzadu. Natomiast liczba komoérek CD8" byla mniejsza w grupie
myszy doswiadczalnych. Komorki te lezaly glownie (zwlaszcza w 21 —28 dpz)
na obwodzie grudki tworzac zaggszczenia, ktore plynnie przechodzily na dalszy
obszar wezla. W obu grupach nie stwierdzono wyraznych réznic w przebiegu
zarazenia.

Jelito czcze. Komorki reagujace z surowica anty-Thy 1, 2 w jelicie czczym obu
grup zwierzat mialy podobna lokalizacje. Widziano je w blaszce wlasciwe;j
blony $§luzowej bezposrednio pod nablonkiem, a takze w srodku i1 u podstawy
kosmkow. W przebiegu zarazenia nie obserwowano jednak wyraznych r6znic
iloSciowych. Wydaje sie, ze w okresie mi¢gdzy 14 —42 dpz byly nieco liczniejsze,
choé i wtedy nie widziano ich we wszystkich kosmkach. W grupie zwierzat,
ktorym podawano PHA-P, migdzy 28 a 133 dpz obserwowano wigcej niz
u myszy kontrolnych komorek reagujacych dodatnio z surowica anty-Thy 1, 2.
Komoérki reagujace pozytywnie z surowica anty-CD4% obserwowano za-
zwyczaj u podstawy i w centrum kosmka. Przez caly okres obserwacji bylo ich
nieco wiecej w grupie zwierzat otrzymujacych PHA-P. Natomiast komorki
CD8* wystepowaly przede wszystkim w postaci ,sznurow” ukladajacych sig
bezposrednio pod nablonkiem. Komoérki CD8" byly na ogoél liczniejsze
w jelicie czczym myszy z grupy kontrolne;j.

Miesieri zuchwowy. W grupie zwierzat doswiadczalnych obserwowano bardziej
rozlegly komoérkowy naciek zapalny niz w grupie zwierzat kontrolnych.
Miedzy 21 —28 dpz naciek ten towarzyszyl okolo polowie torebek pasozytow
w miesniach zwierzat grupy kontrolnej i okolo 80% torebek w migsSniach
myszy otrzymujacych PHA-P. W 35 dpz komdrkowy naciek zapalny otaczal
okolo 75% torebek w miesniach myszy kontrolnych i wszystkie torebki larw
w grupie myszy traktowanych PHA-P. U tych ostatnich, nawet w 133 dpz,
komérki nacieku widziano jeszcze przy okolto 50% torebek, podczas gdy
u myszy kontrolnych obserwowano je przy okoto 10%.

W naciekach mie$niowych myszy, ktérym podawano PHA-P, bylo wigce;j
niz w kontroli komorek reagujacych z surowica anty-Ty 1, 2, co szczegOlnie
wyraznie wystepowalo miedzy 21—42 dpz. Komérki CD4™ w nacieku przez
caly okres obserwacji byly liczniejsze w grupie zwierzat otrzymujacych PHA-P.
Miedzy 21 —28 dpz zanotowano takze reakcje dyfuzyjna. Podobnie komorki
reagujace z surowica anty-CD8 ", widziane w naciekach mi¢sniowych zwierzat
do$wiadczalnych, byly nieco liczniejsze (zwlaszcza w 42 dpz) niZ u myszy
kontrolnych. _ .

Bardziej rozlegly komdrkowy naciek zapalny w mi¢s'n1ac]’:1 myszy do§w1ad-
czalnych znalazt swoje odbicie w liczbie torebek pasozytow zawierajacych
komoérki. Juz w 28 dpz procent torebek z komorkami nacieku byl wyzszy
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w grupie zwierzat otrzymujacych PHA-P (67,0) niz w grupie myszy kontrol-
nych (43,5). W 35 dpz odsetek torebek larw zawierajacych komorki u zwierzat,
ktorym podawano PHA-P wynosit 60,6, podczas gdy u myszy kontrolnych
spadal do 29,5. Natomiast w.42 dpz obie wartosci byly zblizone: 23,4%
w grupie myszy doswiadczalnych i 23,0% w grupie kontrolne;.

Nastepnie, biorac pod uwage tylko torebki zawierajace komorki, obliczano
ich srednia liczbe przypadajaca na jedna torebke. Srednia ta w 28 dpz u zwierzat
kontrolnych wynosita 8,6, zas u doswiadczalnych — 13,3. Jednak w nastepnych
terminach réznice byly duzo mniejsze. I tak, w 35 dpz zanotowano odpowiednio
17,9119,4, a w 42 dniu inwazji 20,3 i 21,3. W podobny sposob obliczano $rednia
liczb¢ komorek reagujacych z surowica anty-Thy 1, 2 znajdujacych si¢ w jedne;j
torebce pasozyta. Srednia ta w grupie zwierzat kontrolnych w 28 dpz wynosila
3,3, zas u zwierzat doswiadczalnych 4,2. W 35 dniu inwazji w grupie kontrolnej
zanotowano jej spadek do 2,8, podczas gdy w grupie myszy doswiadczalnych
nastapil wyrazny wzrost do 5,6. Natomiast w 42 dpz $rednia liczba komorek
CD4™" w torebkach larw zmniejszyla si¢ do 2,0 u myszy kontrolnych i do 3,2
u myszy otrzymujacych PHA-P.

Srednia liczba komérek CD4* przypadajaca na jedna torebk¢ wynosila
w 28 dpz u zwierzat kontrolnych 2,3, a u zwierzat doswiadczalnych 2,5. W 35
dpz srednia ta w grupie kontrolnej spadla do 1,6, za§ w grupie doswiadczalne;j
wzrosta do 3,9. Jednak juz w 42 dpz wartosci te zblizaly si¢ do siebie. I tak,
u myszy kontrolnych zanotowano 1,2 a u zwierzat traktowanych PHA-P — 1.6.

Mniejsze réznice obserwowano w zachowaniu sie komdérek CD8. I tak,

w 28 dniu inwazji Srednia liczba komodrek w torebce pasozyta w migSniach
grupy kontrolnej wynosita 1,0 a w doswiadczalnej 1,7. W 35 dpz u myszy
kontrolnych warto$¢ ta wzrosta do 1,2, a u zwierzat nie otrzymujacych PHA-P
nie zanotowano zmiany. W 42 dpz $rednia liczba komérek CD8" w torebkach
pasozytOw w miesniach myszy kontrolnych wynosita w dalszym ciagu 1,0
a u zwierzat doswiadczalnych 1,6.
Badania parazytologiczne. Srednia liczba wlo$ni dorostych u myszy kontrol-
nych wynosila w 7 dpz 136,7, w 14 — 273 i w 21 — 5,0. W 28 dniu inwazji
pasozytow nie stwierdzono. Natomiast $rednia liczba pasozytow w jelitach
zwierzat otrzymujacych PHA-P w 7 dpz réwnala sie 98,0, w 14 dpz 6,1, zas w 21
dniu inwazji wlo$ni nie znaleziono. Srednia liczba larw miesniowych obliczana
w 60 dpz wynosita 37.000 (SD 4256,42) w grupie zwierzat kontrolnych i 25.000
(SD 5648,32) w grupie myszy, ktorym podawano PHA-P.

Dyskusja

Z wczesniejszej pracy (KARMANSKA i MIcHALSKA 1978) wynikalo, ze u myszy,
ktorym podawano PHA-P przed zarazeniem 7. spiralis, wlo$nie doroste byly
usuwane szybciej niz w kontroli. RGwnocze$nie uzyskiwano mniejsza liczb;
larw migsniowych, czemu towarzyszyly bardziej rozlegle komérkowe nacieki
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zapalne i wigksza liczba komorek lezacych wewnatrz torebek pasozytow.
UwazaliSmy zatem, ze przebadanie w takich warunkach zachowania si¢ obu
subpopulacji limfocytow T z osobna rzuci $wiatlo na ich role w przebiegu
wlosnicy.

Uzyskane obecnie wyniki wskazuja, ze o liczniejszych limfocytach T w blasz-
ce wlasciwej blony sluzowej jelit zwierzat otrzymujacych PHA-P decydowat
wylacznie wzrost liczby komérek CD4", poniewaz poziom limfocytéw CD8*
byl nizszy niz w kontroli.

W tych warunkach szybciej przebiegajacy proces usuwania wlosni doros-
lych wydaje si¢ wskazywaé na wazna role komoérek CD4*. Nalezy zaznaczy,
ze juz LETONJA i wsp. (1988) obserwowali, ze po wyeliminowaniu tych komoérek
u myszy zarazonych Taenia taeniaeformis, pasozyty nie byly zabijane, a Koya-
MA 1 wsp. (1955) stwierdzili, ze usuwanie Trichuris muris z jelit myszy, ktorym
podawano przeciwciala anty-CD4", byly zahamowane. Problem ten wymaga
jeszcze dalszych badan, gdyz nalezy z drugiej strony pamietacd, ze spadek liczby
komorek CD8* laczy si¢ ze wzrostem poziomu IgE (KENEMY i wsp. 1992).

Inna sytuacj¢ obserwowano w naciekach zapalnych w migsniach, gdzie
réwniez komorki CD8™ byly liczniejsze niz w kontroli, ale i tutaj wyraznie
przewazaly komoérki CD4*. Silniejsze pobudzenie limfocytow CD4" przez
PHA-P dotyczylo takze komorek lezacych wewnatrz torebek larw. W naszej
poprzedniej pracy donosili§my juz o obecnosci komérek CD4* i CD8*
w torebkach pasozytow (KARMANSKA i wsp. 1995). Obecne badania wykazaty,
ze do torebek z larwami wlosni w mieSniach myszy otrzymujacych PHA-P,
w wigkszym stopniu niz u zwierzat kontrolnych wnikaja obie subpopulacje
komorek; jednak wzrost poziomu CD4™ jest znacznie wyzszy niz CD8™" (ryc.
11i2).

Jest interesujace, ze laczna liczba limfocytow CD4" i CD8% w okresie
mi¢dzy 28 a 42 dpz wyraznie spadala w obu grupach zwierzat (w grupie
kontrolnej od 38,4% do 10,8%, w grupie zas myszy doswiadczalnych od 31,6%
do 15,0%), co pozwala przypuszczaé, ze PHA-P stymuluje jeszcze jakie§ inne,
niezidentyfikowane dotad komorki, ktérych poziom w tym czasie wzrastal.

Natomiast stosunek komodrek CD4" do CD8* w torebkach larw mies-
niowych w grupie myszy traktowanych PHA-P jest inny niz w grupie zwierzat
kontrolnych. I tak u myszy, ktorym preparatu nie podawano, przedstawia si¢
on jak 1:0,4 w 28 dpz, 1:0,7 w 35 dpz i 1:0,8 w 42 dniu inwazji, zas u myszy
otrzymujacych PHA-P zanotowano 1:0,7 w 28 dpz, 1:0,4 w 35 dpzil:l w42
dniu zarazenia, przy czym obnizenie wartosci dla CD8" w 34 dniu inwazji nie
oznacza spadku ich rzeczywistej liczby, lecz wynika z silnego pobudzenia
komérek CD4* w tym okresie (patrzz wyniki). Poniewaz z migs$ni myszy
otrzymujacych PHA-P uzyskuje si¢ mniejsza liczbg larw, mozna sadzi¢, ze w tej
fazie wiosnicy oprocz limfocytow CD4* pewna rolg odgrywaja takze komorki
CDg+,

Poréwnanie rezultatow obecnych badan (z uzyciem surowic monoklonal-
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Komorki wewnatrz torebki larwy w mig$niu zuchwowym myszy traktowanych PHA-P (35 dzien
po zarazeniu): ryc. 1 — CD4%; ryc. 2 — CD8*

Ze wzgledu na lepsza czytelno§¢ obrazu zdjecia zostaly zrobione z preparatébw wykonanych
metoda immunoperoksydazy (w ukladzie A-B)
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nych) z wynikami badan metoda MUELLERA i wsp. (op. cit.) (KARMANsKA
i MIcHALSKA 1977, 1978) pozwolilo stwierdzi¢, ze sa one tylko czgSciowo
zgodne (znacznie wigcej limfocytow T indentyfikowano metoda MUELLERA
i wsp., zwlaszcza wewnatrz torebek larw).

Przedstawione badania sa pierwszymi tego typu obserwacjami i wnosza
nowe, szczegotowe dane do immunopatologii wlosnicy, a zwlaszcza do jej fazy
mi¢Sniowe;.

Whioski

1. PHA-P wyraznie wplywa na wzrost liczby komorek CD4" i spadek
(z wyjatkiem miesni) komérek CD8™*.

2. U myszy otrzymujacych mitogen stwierdzono szybsze wydalanie wlosni
dorostych z jelit i mniejsza liczb¢ larw w migsniach niz w kontroli.
Przypuszczalnie wiaze si¢ to nie tylko z podwyzszonym poziomem komorek
CD4*, ale i z odmiennym zachowaniem si¢ komoérek CD8™.

AY
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