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Przedstawiono charakterystyke wczesnej odpowiedzi limfocytéw pomocni-
czych (T CD4+) osob z r6zna historig zakazenia wirusem odry na wirusowo-
-swoistg stymulacje. Oznaczano obecno$é receptora CD69 oraz zdolnos$¢
komorek do produkcji interferonu (INF) zaleznej od rodzaju szczepu i dawki
wirusa.

Eliminacja odry stanowi jeden z priorytetow Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO).
Plan strategiczny opracowany dla panstw Regionu Europejskiego zaktadat eliminacje¢ za-
chorowan na odr¢ w tym regionie do roku 2010 (11). Pomimo duzych sukcesow w popra-
wie nadzoru nad odra, przypadki epidemii w Europie ciggle sa obserwowane (4). Chociaz
zachorowania w wigkszo$ci dotycza osoéb nieszczepionych, to odnotowuje si¢ rowniez
przypadki odry wsrdd osob z udokumentowang historig szczepien przeciwko odrze (1).
Wyniki przeprowadzonych badan wstepnych wykazaty, ze w grupie oséb mtodych (20-30
lat), blisko potowa wykazuje §ladowa obecnosc¢ przeciwciat przeciwko wirusowi odry (anty-
-MeV IgQ) lub ich brak. Zachodzi wigc pytanie o skutecznos¢ szczepienia: czy pomimo
braku przeciwcial wytworzona zostata pamie¢ immunologiczna i czy jest ona rownie silna
w stosunku do szczepow obecnie izolowanych w Polsce jak i tych, wchodzacych w sktad
szczepionki. Jednym ze sposobow identyfikacji antygenowo-swoistych limfocytéw jest
okreslenie ekspresji czasteczek CD69 i cytokin (9, 10). Obecnos¢ receptora CD69 na po-
wierzchni komorki jest jednym z najwczesniejszych, pojawiajacym si¢ po 1 do 4 godzinach
po stymulacji markeréw aktywacji (7). Dodatkowym markerem aktywacji jest produkcja
cytokin takich jak IFN, TNF czy IL-2 przez stymulowane komorki. Jednoczesne oznaczanie
komérek wykazujacych ekspresje CD69 i produkujacych cytokiny znacznie zwickszyto
mozliwo$ci badania odpowiedzi immunologicznej zwiazanej z antygenowo-swoistg sty-
mulacja komoérek odpornosciowych (8).

Praca byla badaniem pilotazowym majacym na celu okreslenie wptywu stymulacji
réznymi szczepami wirusa odry na ekspresj¢ wezesnych markerow aktywacji limfocytow
pomocniczych (T CD4+) 0s6b z r6zng historig zakazenia wirusem odry oraz okreslenie
zalezno$ci poziomu aktywacji od dawki wirusa uzytego do stymulacji.
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MATERIAL I METODY

Badane osoby. Badania przeprowadzono na materiale pobranym od dwodch
dobrowolnych dawcow (MR 1 JS), u ktérych w badaniach wstepnych okreslono poziom
przeciwciat IgG dla wirusa odry (anty-MeV IgQG). Oznaczenia serologiczne przeprowadzono
metodg ELISA przy uzyciu testu Enzygnost Anti-Measles Virus/IgG (Simens, Niemcy). Za
wynik dodatni przyjmowano warto$¢ AOD >0,2, za ujemny AOD <0,1, za watpliwy, gdy
warto$¢ AOD zawierata si¢ miedzy 0,1 a 0,2. Poziom anty-MeV IgG (mIU/ml) obliczano
wg procedury podanej przez producenta testu.

Charakterystyka badanych oso6b. MR - kobieta w wieku 28 lat, szcze-
piona przeciwko odrze w wieku 10 miesiecy, w surowicy ktorej stwierdzono 213 mIU/ml
anty-MeV IgG (AOD= 0,138, wynik watpliwy). JS - kobieta w wieku 52 lat, nieszczepiona,
seropozytywna, anty-MeV IgG 4 832 mIU/ml (AOD=1,019, wynik dodatni). U obu 0s6b
wykonano badania kontrolne obejmujace okreslenie liczby leukocytow i profilu limfocy-
tow (Simulset IMK-Lymphocyte, Becton Dickinson), ktore u zadnej z nich nie wykazaty
odchylen od normy.

Szczepy wirusa odry. Do badania uzyto szczepionkowego szczepu wirusa odry
— Edmonston (ATCC, VR-24) i szczepu wyizolowanego w 2006 r. w Polsce w Krajowym
Osrodku Referencyjnym WHO d/s. eliminacji odry/rézyczki NIZP-PZH (izolat 2281/06).
Wirusy namnozono, mianowano okreslajgc TCID, i po rozporcjowaniu przechowywano
w -70°C.

Warunki stymulacji. Pelng krew pobrang na heparyne sodowg rozporcjowywano
po 0,5ml i dodawano zawiesing wirusa zawierajaca okoto 100 czastek zakaznych szczepu
Edmonston (E100) oraz jej rozcienczenie 10-krotne (E10) i 100-krotne (E1). Analogicznie
przygotowano i dodawano izolat 2281/06 (D100, D10, D1). Kontrole pozytywne stymulacji
stanowity probki, do ktorych dodawano 1pg/ml enterotoksyny B Staphylococcus aureus
(SEB) (S4881, Sigma). Kontrole negatywne stymulacji stanowily probki podlegajace tym
samym procesom inkubacji co pozostate, do ktérych nie dodawano wyzej wymienionych
stymulatorow. Do wszystkich probek zgodnie z procedurg testu BD Fastimmune (Becton
Dickinson, 337185) dodawano kostymulujace przeciwciata CD28 i CD49d i inkubowano 2h
w 37°C. W celu zahamowania wydzielania czastek CD69 i interferonu (IFN) do probek doda-
wano roztwor brefeldyny A (BFA) i inkubowano 4h w 37°C. Po inkubacji dodawano EDTA
i roztwor lizujacy w celu usunigcia komorek przylegajacych do $cian probow-
ki, lizy erytrocytéw i utrwalenia leukocytow. Utrwalone komoérki przechowywano
w temp. -80°C do czasu barwienia.

Cytometria przeptywowa. Znakowanie utrwalonych komoérek przeprowa-
dzano zgodnie z procedurg testu BD Fastimmune (Becton Dickinson, 337185). Po perme-
abilizacji, kazda probke znakowano koktajlem przeciwcial INFy/FITC, CD69/PE, CD4/
PerCP-Cy5.5, CD3/APC. W celu okreslenia swoisto$ci uzytych przeciwciat oraz ustalenia
granic odcigcia miedzy pozytywnymi i negatywnymi populacjami komorek, dla kazdej
probki wykonywano kontrolg izotypowa (y2a/FITC, y1/PE, CD4/PerCP-Cy5.5, CD3/APC).
Po wybarwieniu komorki utrwalano i do czasu analizy przechowywano w lodéwce. Probki
poddawano analizie czterokolorowej przy uzyciu cytometru przeptywowego FACSCalibur
i programu CellQuest. Do analizy zbierano 20 000 limfocytow T CD4+.
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WYNIKI

Badania przeprowadzono na materiale pochodzacym od dwodch oséb. Osoba seropo-
zytywna (anty-MeV IgG +), urodzita si¢ przed wprowadzeniem szczepien w Polsce (JS),
z czego mozna wnosié, ze uzyskata odpornos¢ w wyniku naturalnego zakazenia. Oznaczenia
serologiczne u drugiej osoby (MR), szczepionej przeciwko odrze 27 lat temu, daty wynik
watpliwy (anty-MeV IgG +/-).

Wyniki badania reaktywno$ci limfocytow T CD4+ pod wplywem antygenowo-swoistej
stymulacji wykazaty réznice w zakresie ekspresji wczesnego markera aktywacji (CD69)
zalezng od uzytego szczepu (Ryc. 1). Podczas gdy limfocyty T CD4+ osoby seropozytywnej
wykazywaly wyzsza ekspresje CD69 pod wpltywem stymulacji dzikim szczepem wirusa odry
(14,22% versus 6,35% przy stymulacji na poziomie okoto 100 czastek zakaznych wirusa), to
u osoby szczepionej wyzszy poziom reaktywnosci obserwowano pod wpltywem stymulacji
szczepionkowym szczepem MeV (21,04% versus 11,98% przy stymulacji na poziomie j.w.).

Limfocyty MR w stosunku do JS charakteryzowatly si¢ wigksza reaktywnos$cia pod
wptywem nieswoistej stymulacji (SEB), wyrazajaca si¢ zarowno wigkszym odsetkiem
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Ryc. 1. Odsetek limfocytéw T CD4 wykazujacych ekspresje czasteczki CD69 1 produkujacych
interferon (CD69+/IFN+) po stymulacji swoistej (E- szczepionkowy szczep, D-dziki
izolat) wirusa odry oraz nieswoistej (SEB) u osoby seropozytywnej w wyniku naturalnego
zakazenia wirusem odry (JS) i szczepionej, wykazujacej §ladowa obecnos¢ przeciwciat
anty-MeV IgG (MR). NS-kontrola negatywna.
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Ryc.2.  Limfocyty T CD4 aktywowane SEB.
FL2-H — CD69/PE, FL1-H — IFN/FITC.
R3 — region obejmujacy komorki T CD4 CD69+/1FN+

komorek z ekspresja CD69 (60,10% versus 38,14%), jak 1 komorek CD69+ produkujacych
interferon (5,37% versus 2,38%) (Ryc. 2). Jednoczes$nie komodrki niestymulowane (NS)
osoby szczepionej rowniez wykazywaty wyzszy poziom ekspresji CD69 (10,15% versus
2,41%), jak 1 CD69+/INF+ (0,02% versus 0%). Poziom ekspresji CD69 zaréwno u JS jak
i u MR byl zalezny od dawki wirusa MeV (r*=0,98+/-0,017).

Limfocyty pomocnicze CD4 CD69+ osoby seropozytywnej w wyniku naturalnego
zakazenia (JS) jak i szczepionej, wykazujacej sladowa obecnos¢ przeciwciat anty-MeV
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Ryc.3.  Odsetek limfocytow T CD4 CD69+/IFN+ po stymulacji swoistej szczepionkowym szczepem
wirusa odry (Edmonston) i dzikim izolatem (2281/06) u osoby seropozytywnej w wyniku
naturalnego zakazenia wirusem odry (JS) i szczepionej, wykazujacej $§ladowa obecnosé
przeciwciat anty-MeV IgG (MR). OdpowiedZ na stymulacj¢ przedstawiono jako réznice
migdzy odsetkiem pozytywnych komérek CD69+/IFN+ w probkach stymulowanych i nie
stymulowanych.
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IgG, odpowiedziaty produkcja IFN na stymulacj¢ zaréwno dzikim, jak i szczepionkowym
szczepem odry. Wyzszy poziom tej odpowiedzi u osoby seropozytywnej obserwowano po
stymulacji dzikim szczepem (Ryc. 3). W zakresie odpowiedzi CD69+/IFN+ nie obserwo-
wano zalezno$ci od dawki wirusa.

DYSKUSJA T PODSUMOWANIE

Odpowiedz immunologiczna po podaniu atenuowanej szczepionki przeciwko odrze
jakosciowo jest podobna do indukowanej w wyniku naturalnego zakazenia. Réznice dotycza
miedzy innymi poziomu produkowanych przeciwciat, ktore sa nizsze w przypadku immuni-
zacji (2, 3). Wiadomo przy tym, ze istotnym elementem odpornosci na odre jest wytworzenie
dlugotrwatej pamieci immunologicznej. Ovsyannikova 1 wsp. (6) oceniali zdolno$¢ osob
w wieku 15-25 lat, seronegatywnych i seropozytywnych w wyniku szczepienia przeciwko
odrze, do odpowiedzi na MeV poprzez okreslenie proliferacji wirusowo-swoistych limfo-
cytow T. Chociaz stwierdzono, ze odsetek komorek CD4 jak i CDS8 byt znaczaco nizszy
u 0s6b seronegatywnych to potwierdzono obecno$¢ wirusowo-swoistej odpowiedzi komor-
kowej bedacej wynikiem szczepienia (6). W prezentowanej pracy potwierdzono, ze u osoby
szczepionej 27 lat temu, wykazujacej sladowa obecnos¢ przeciwciat klasy IgG przeciwko
odrze, wytworzone zostalty mechanizmy pamigci immunologicznej, pozwalajace na reakcje
w wyniku stymulacji zaréwno szczepem szczepionkowym jak i dzikim izolatem wirusa odry,
co jest zgodne z powyzszymi obserwacjami. Naniche i wspl. (5) donosili z kolei, Ze osoby
po naturalnym zakazeniu wykazuja wyzszy odsetek MeV-swoistych CD4 w poréwnaniu
z osobami szczepionymi. Wyniki prezentowanych badan potwierdzaja t¢ obserwacje. Po-
mimo wyraznie wyzszej reaktywnosci limfocytow osoby szczepionej (zarowno w wyniku
stymulacji SEB jak i MeV), co mogto by¢ spowodowane ro6znica wieku badanych oséb,
u osoby z odpornoscig nabyta w wyniku naturalnego zakazenia stwierdzono wyzszy odsetek
MeV-swoistych CD4 (CD69+/IFN+).

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze ekspresja wczesnych markeréw aktywacji
(CD69 i IFN) limfocytéw pomocniczych zalezna jest od uzytego do stymulacji szczepu
wirusa odry, rodzaju uzyskanej odpornosci (poszczepienna, naturalne zakazenie), a w za-
kresie ekspresji CD69 rowniez od dawki wirusa uzytego do aktywacji.

J. Siennicka, A. Czg¢scik, M. Dunal, A. Trzcinska

Effect of stimulation with the measles virus on expression of early activation markers on
CD4+ T lymphocytes

SUMMARY

Elimination of measles is one of the priority plans of WHO. The success of this plan
depends on the development of long lasting, postvaccinal immune response. The aim of this
study was to present the effect of stimulation with different strains of measles virus on the
expression of T-helper cell (CD4+ T) early activation markers in people with different history
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of measles infection and to determine the correlation between the activation and dose of virus
used for stimulation. The study was conducted using material derived from two patients:
one seropositive due to natural infection and one vaccinated, with traces of anti-MeV IgG
antibodies. In the CD4 T helper cells, the expression of CD69 receptor and the ability of the
cells to produce INF after stimulation with the vaccine-derived or wild-type strain of measles
virus was determined. For antigen-specific stimulation the virus suspension containing about
100 infectious particle, its tenfold and hundredfold dilutions was used. We found that the
expression of T-helper cells early activation markers depended on the strain of the measles
virus used for the stimulation, type of the immune response (postvaccinal, natural infection),
and in the case of CD69 expression also on the dose of the virus used for the stimulation.
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