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Jakkolwiek od dawna podejmowano wysilki majgce na celu oddziele-
nie leukocytéw od czerwonych cialek krwi w celu otrzymania materiatu
nadajacego sie do badan biochemicznych, zagadnienie to nie zostalo do-
tychczas rozwigzane zadowalajgco pod wzgledem technicznym. Swiadczy
o tym wiele publikacji metodycznych, z ktérych zadna dotychczas nie po-
daje sposobu oczyszczania leukocytow dostarczajacego badaczowi ko-
moérki te w stanie zupelie nieuszkodzonym i calkowicie wolnym od
domieszki erytrocytéow. Trudnosci techniczne wynikaja z koniecznosci
ograniczania sie do maltych objetosci krwi bedacej Zrédlem leukocytéw,
z wybitnej wrazliwosci leukocytéw na dzialanie réznorodnych czynnikéw
zewnetrznych, z podobnych wlasciwosci fizycznych (ciezar wlasciwy, wiel-
ko$¢) leukocytow i erytrocytéw oraz z bardzo niekorzystnego ilosciowego
stosunku ciatek bialych do innych komoérek krwi. Zazwyczaj materialem
wyjsciowym jest krew pelna z dodatkiem sSrodkéw hamujacych krzep-
niecie, ktére mogg wplywaé szkodliwie zaréwno na same leukocyty, jak
i na wlasciwosci fizykochemiczne krwi, na ktorych opiera sie rozdzial
elementow morfotycznych. Stosowanie wymiennikéw jonowych (3, 13)
dla zapobiegania krzepnieciu otwiera nowe, w tej chwili jeszcze nie wy-
korzystane, mozliwosci badan nad krwig.

W tych przypadkach, gdy chodzi o uzyskanie leukocytéw z krwi dla
analizy ich skladu chemicznego, najdogodniejszym jest usuniecie erytrocy-
téw przez hemolize. Stosowanie do tego celu jako czynnikéw hemoli-
zujacych hipotonicznych roztworéw soli, kwasu octowego (14) lub saponin
istotnie pozwala na otrzymanie leukocytéw wolnych od domieszki cialek
czerwonych i to nawet z malych objetoSci krwi. Czynniki hemolityczne
z reguty jednak zabijajg lub co najmniej uszkadzajg leukocyty (9), a tym
samym uniemozliwiajg stosowanie uzyskanych w ten sposéb komorek do
badan metabolicznych. ‘

W ostatnich latach opisano liczne sposoby izolowania leukocytéw na
zasadzie flotacji (8, 11, 12, 16). Metody te wykorzystujg réznice w ciezarze
wlasciwym i lepkoéci erytrocytéw i cialek bialych, a rozdzial elementow
morfotycznych nastepuje dzieki uzyciu plynéw o odpowiedniej gestosci,
bedacych roztworami gumy arabskiej, aloumin surowicy, gramicydyny itd.
Przy zastosowaniu tych zabiegéw zachodzi jednak obawa powaznego na-
ruszenia funkcji zyciowych leukocytow.

Szeroko rozpowszechnione sg metody sedymentacyjne. Poniewaz ery-
trocyty sedymentuja szybciej niz inne elementy morfotyczne, w krwi nie
krzepnacej zachodzi po pewnym czasie rozdzial na warstwg erytrocytow
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1 zawiesing leukocytow w osoczu. Sedymentacja pelnej krwi przebiega
jednak bardzo powoli, szczegélnie u ludzi zdrowych i dlatego jest zabie-
giem malto wydajnym. Prébowano wiec przyspieszyé¢ opadanie erytrocy-
tow przez dodatek skladnikéw zmieniajacych wiasciwosci fizykochemicz-
ne krwi, o ktérych wiadomo na podstawie do§wiadczen, ze przyspieszajg
sedymentacje. Uzywano w tym celu widknika zwierzecego (2, 8, 15),
poliwinylopirolidonu (10) lub odpowiednio przygotowanej zelatyny (6).

Zachecajgce rezultaty uzyska¢ mozna przyspieszajgc sedymentacje za
pomocy swoistej aglutynacji krwinek czerwonych. W tym celu uzywano
hemoaglutyninéw roslinnych izolowanych z Phaseolus vulgaris (5), a w na-
szej pracowni robiono préby z grupowymi aglutyninami ludzkimi.

Wadg sedymentacyjnych metod otrzymywania leukocytéw jest mala
wydajnos¢ i dilugi czas trwania zabiegéw utrudniajgcy otrzymanie leuko-
cytow swiezych. Niedogodnos$¢ te mozna usungé przez dodanie substancji
przyspieszajgcych sedymentacje, ale powstaja w ten sposéb nowe mozli-
wosci uszkodzenia struktury i czynnosci komorek.

Najszybciej mozna otrzymac¢ leukocyty przez odwirowanieskrwi w wy-
niku czego nastepuje rozdziat stupa krwi na osocze i kilka warstw osadu
o rozmaitym skladzie komérkowym. Na tej zasadzie opiera sie wi-
rowanie frakcjonowane (1), czesto przy uzyciu specjalnych przyrzadéw.
Nigdy jednak nie udaje sie uzyska¢ po jednorazowym wirowaniu wiek-
szej ilosci dostatecznie czystych leukocytéow. Dlatego najczesciej stosowa-
nym zabiegiem jest wirowanie wielokrotne lub odpowiednia kombinacja
sedymentacji i wirowania (4, 6, 7, 15).

Jakkolwiek za pomoca niektérych wyzej opisanych metod udaje sie
otrzyma¢ praktycznie czysta zawiesine leukocytéw, to jednak bardzo
skomplikowany spos6b postepowania polgczony z wielokrotnym wirowa-
niem czy wprowadzeniem substancji nieobojetnych dla komoérek krwi sta-
wia pod znakiem zapytania przydatno$¢ otrzymanego materiatu do badan
biologicznych. Wszelkie proéby uproszczonego postepowania, ktéore stwa-
rzalyby mniej mozliwosci naruszenia funkcji zyciowych leukocytéw, pro-
wadzg do otfrzymania zawiesiny znacznie zanieczyszczonej krwinkami
czerwonymi (4—6 erytrocytéw na 1 leukocyt '(6)). Wielu autoréw pomija
sprawe zawartosSci erytrocytow w otrzymanej zawiesinie, mimo ze we-
dlug naszych spostrzezen nie jest to obojetne. StaraliSmy sie zatem opra-
cowaé¢ metode otrzymywania leukocytéw mozliwie w najmniejszym stop-
niu zmieniajgcg ich pierwotne srodowisko przy jednoczesnej redukcji do
minimum zanieczyszczenia krwinkami czerwonymi. Cel ten osiggnelismy -
ponizej opisang metods.

MIKROMETODA IZOLOWANIA LEUKOCYTOW LUDZKICH

1. Zasada metody

Wyosabnianie leukocytéw oparliSmy na stosowaniu wirowania i frak-
cjonowanej sedymentacji. Przez ostrozne zebranie pewnych warstw osadu
komoérkowego po odwirowaniu krwi mozna uzyska¢ do$¢ duze zageszczenie
leukocytow, jednakze jeszcze znacznie zanieczyszczonych krwinkami czer-
wonymi. Sedymentacja tak uzyskanej zawiesiny komoérek w specjalnym
naczynku pozwala na usuniecie wiekszosci erytrocytéw przy dalszej moz-
liwosSci zageszczenia krwinek bialych i rozdzialu ich na dowolne frakcje.
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2. Aparatura

Zestaw przyrzadéw uzywanych przez nas jest bardzo prosty i daje sie
bez trudu sporzadzi¢ w kazdej pracowni. Proboéwki wir6wkowe o obje-
tosci okoto 1 ml sporzadzone byly z rurek ze szkla jenajskiego o $rednicy
wewn. 4 mm. Zestaw pipet byl przygotowany przez wyciggniecie nad pto-
mieniem w kapilarne zakonczenie rurek jenajskich odpowiedniej $rednicy.
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Ryc. 1. a — Probowx«a z krwig po wi-
rowaniu (I — warstwa osocza, II —
warstwa posrednia, III1 — warstwa ery-
trocytow); b — pipetki: pipetka do zbie-
rania osocza i 2 rodzaje wgskich pi-
pet do zbierania kozucha; ¢ — kogut
wypelniony sedymentujgcg zawiesing.

Fig. 1.a — test-tube with blood after
centrifugation (I — the layer of plasma,
II — the intermediary layer, III — the
layer of erythrocytes); b — pipettes:
pipette for plasma collection and 2 ty-
pes of narrow pipettes for collection of

cellslayer; ¢ — the double arms vessel
,,cock® — filled with the sedimentating
suspension.

Pipety o szerszym ujsciu (¢ okoto 1 mm, ryc. 1b) sluzg do odciggnie-
cia osocza z probdéwki wiréwkowej (I na rys. la). Do zebrania posred-
niej warstwy komoérkowej (II na ryc. la) uzywaliSmy pipety z wlosowa-
tym zakonczeniem o wewnetrznej $rednicy 0,2—0,3 mm. MozZe ona mie¢
zakonczenie proste lub kolankowato wygiete (ryc. 1b). Naczynko sedy-
mentacyjne nazwane przez nas ,kogutem jest rurkg w ksztalcie litery U
z wlosowatym wygietym zakonczeniem (ryc. 1c). Srednica rurki ze szkla
jenajskiego wynosi okoto 4 mm, a kapilary koncowej okoto 0,2—0,3 mm.
Zawiesina majgca ulec sedymentacji zostaje wprowadzona przez szerokie
ujécie koguta do jego Swiatla (w.objetosci 0,5 do 1,0 ml), po czym przez
wywarcie odpowiedniego cisnienia na szerokie ujscie zostaje wepchnieta
do wlosowatego dzioba. Stup zawiesiny utrzymuje sie dzieki dzialaniu sity
wlosowatosci 1 napiecia powierzchniowego.
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3. Postepowanie

Z zylty lokciowej pobiera sie 8 ml krwi do 2 ml roztworu cytrynianu
{0,7% NaCl + 1,1% cytrynianu sodu) umieszczonego w jalowej strzykaw-
ce. Pobrang krew natychmiast poddaje sie wirowaniu w opisanych wyzej
probowkach przy 2 500 obr./min. przez 2 min., liczagc czas od chwili osiag-
niecia maksymalnych obrotéw do rozpoczecia hamowania. Przy przestrze-
ganiu tych warunkéw jednolity stup krwi w probéwkach ulega rozdziele-
niu na kilka warstw (ryc. la). Gérng czes¢ probéwki zajmuje osocze po-
zbawione elementéw morfotycznych, w dolnej znajduja sie zageszczone
erytrocyty. Ponad erytrocytami zawarta jest warstwa posrednia bogata
w leukocyty, w ktorej wyrdzni¢ mozna, postepujac’ od goéry, nastepujgce
frakcje:

1. Warstwa silnie opalizujgca zawierajgca zageszczone plytki i lim-
focyty. Drobne odchylenia od podanego powyzej czasu i szybkosci wirowa-
nia powoduja jej rozproszenie w surowicy lub zmieszanie z frakcjg na-
stepna. -

2. Bialozolty ,kozuch“ zawierajgcy wszystkie postacie krwinek bia-
lych z przewaga limfocytow.

3. Warstwa czerwonoszara skladajaca sie z mieszaniny krwinek czer-
wonych i granulocytéw. '

Nastepnym etapem izolowania leukocytéw jest zebranie wyzej opisa-
nej warstwy posredniej z probéwek wiréwkowych i przeniesienie jej do
naczynka sedymentacyjnego. Kapilarng pipetkg (ryc. 1b) odciagga sie
osocze az do dolnej granicy warstwy opalizujacej. Nastepnie pod kon-
trolg wzroku przy odpowiednim os$wietleniu probéwki wprowadza sie
wezszg pipetke (ryc. 1b) i ostroznie zbiera wszystkie frakcje bogate w leu-
kocyty. Wskazane jest, aby pipetka posiadala ceche pozwalajacg na zbie-
ranie zblizonych do siebie objetosci zawiesiny z kazdej probéwki. Ogolna
objetoéé zebranego w ten spos6b materiatu (przy 10 ml krwi) nie powinna
przekracza¢ 1 ml. Po dokladnym wymieszaniu zawiesiny umieszcza sig
ja w dwu kogutach jak opisano poprzednio. W celu uniknigcia parowania
szersze ujScie zamyka sie plombg osocza.

Sedymentacje mozna przeprowadza¢ w rozmaitych temperaturach, ale
najszybciej zachodzi ona w 37°. Przy tej temperaturze najlepsze wyniki
w oczyszczeniu i zageszczeniu leukocytéw otrzymuje sie przez sedymen-
tacje trwajaca 45—60 min. Po uplywie tego czasu zawiesina krwinek
w kogucie rozdziela si¢ na dwie warstwy, z ktérych gérna jest pozadanym
materialem (ryc. lc). Opréznienie koguta przeprowadza si¢ przez wy-
warcie ci$nienia na jego szerokie ujscie, wskutek czego zawiesina komoé-
rek wydostaje sie powoli przez wlosowate zakonczenie. Pierwsza krople
sptywajaca z dzioba nalezy odrzucié, ze wzgledu na uwiezlte we wloso-
watym ujsciu krwinki czerwone. Nastepne krople zawieraja juz prawie
czyste leukocyty o rosnagcym w miare oprézniania koguta stezeniu. Nalezy
dodaé, ze wstepne porcje zawieraja prawie czyste limfocyty, a dopiero
dalsze sa stopniowo bogatsze w inne postacie cialek bialych.

OCENA METODY

Przedstawiona wyzej mikrometoda pozwala na uzyskanie z 8 ml krwi
zylnej ludzi zdrowych zawiesiny leukocytéw w ilosci okoto 0,1 ml przy
stezeniu 30 000—100 000 leukocytéw/mm3. Dluzsza sedymentacja i ogra-
niczenie ilo§ci otrzymanego materialu pozwala na uzyskanie wyzszych
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stezen. Uzyskane w ten spos6b maksymalne stezenie leukocytéw wynosito
368 000/mm?3. Przecietna wydajnos$¢é metody wynosi okoto 10%. Cyfry te
wskazujg na szczegb6lng przydatnos¢ metody do badan na materiale ludz-
kim, ze wzgledu na malg ilo$¢ krwi wyjsciowej i znaczng wydajnosc.

Badanie skladu uzyskanej zawiesiny wykazuje, ze leukocyty stano-
wig w niej 70—85%0 ogblnej ilo$ci komoérek, a reszta przypada na erytro-
cyty, podczas gdy w pelnej krwi zawartosé leukocytéw wyraza sie cyfra
zaledwie 0,1%. Miarg wysokiego oczyszczenia leukocytow uzyskanego
w otrzymanej zawiesinie jest ich stosunek do krwinek czerwonych, ktéry
wynosi okoto 4 leukocyty na 1 erytrocyt, wobec proporcji 1 leukocyt na
1000 erytrocytow w pelmej krwi. Proby usuniecia pozostalego niewielkie-
go zanieczyszczenia erytrocytami napotykajg na trudnosci wynikle z po-
dobnego wspoélczynnika sedymentacji tych krwinek czerwonych i leuko-
cytow. Mozna wprawdzie pokusi¢ sie o uzyskanie leukocytéw o jeszcze
Wyzszym oczyszczeniu, ale zwigzane to jest z dodatkowymi zabiegami,
o ktérych wspomniano na wstepie, a ktére zmieniajg naturalne srodowisko
leukocyta, jakim jest osocze, i wobec tego wywolywaé¢ moga zmiany
w metabolizmie i morfologii. Zresztg zanieczyszczenie erytrocytami rzedu
0,2—0,4 erytrocyta na 1 leukocyt nie stanowi zasadniczej przeszkody w ba-
daniach metabolizmu leukocytéw wobec bardzo matej aktywnosci oddecho-
wej krwinek czerwonych.

Badanie obrazu Schillinga leukocytéow z otrzymanej zawiesiny pozwala
stwierdzié, ze z reguly nastepuje przesuniecie w kierunku limfocytozy,
gléwnie kosztem granulocytéw obojetno-chlonnych. Ilos¢ limfocytow wy-
razona w odsetkach waha sie od 40 do 60%. Odpowiednie postepowanie
pozwala na uzyskanie prawie czystych limfocytéw (80—90%b0). Osiggnaé
to mozna przez zebranie po wirowaniu warstwy opalizujgcej i powierzchni
kozucha oraz pominiecie nizszych warstw surowicy przy opréznianiu ko-
guta. Otrzymanym leukocytom towarzysza plytki, jest ich wigcej we frak-
cji limfocytowej.

Po przeprowadzeniu pewnych modyfikacji w metodyce mozna otrzy-
maé prawie czyste granulocyty (80—90%b). Cytrynianowg krew rozciencza
sie w stosunku 5 : 1 wlasnym osoczem, otrzymanym z wirowania i umiesz-
cza w kogutach. Po 60—90 min. sedymentacji zbiera si¢ warstwe osocza
graniczgcg bezposrednio z krwinkami czerwonymi. Ilo$¢ zebranego ma-
terialu jest tu jednak mata i zageszczenie jest mniejsze (10 000—30 000
leukocytow/mm3).

Opisana metoda otrzymywania leukocytéw nie ogranicza sie tylko do
krwi cytrynianowej, ale znajduje zastosowanie takze przy innych sposo-
bach zapobiegania krzepnieciu krwi. Na przyklad postepowanie z krwig
heparynowg jest takie samo, jak w przypadku krwi cytrynianowej, a wy-
niki zageszczenia i oczyszczenia leukocytéw sg nawet nieco lepsze.

W celu pozbycia sie ptytek towarzyszacych leukocytom, a ktérych za-
warto$¢ moze przekraczaé stezenie plytek w krwi pelnej, nalezy przed
typowymi zabiegami krew bezposrednio z zyly przepus$ci¢ przez kolumne
z wymiennikiem jonowym. Najlepiej plytki sg absorbowane przez
Dowex-50 Na* (3), stabiej przez inne rodzaje zywic.

Przy odpowiednim postepowaniu mozna latwo zachowa¢ jalowos¢ uzy-
skanej zawiesiny leukocytéw, co w niektérych badaniach jest bardzo istot-
ne. W takim przypadku przed przystgpieniem do zabiegdw aparatura szkla-
na musi byé wyjalowiona w temp. 180°, a przy wszystkich manipulacjach
trzeba stosowaé sie do zasad aseptyki.
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Wobec duzej wrazliwosci krwinek bialych i ulatwionego ich rozpadu
przy zetknieciu si¢ z powierzchniami szklanymi, wielu autoréw poleca
stosowanie naczyn plastikowych lub powlekanie naczyn szklanych sub-
stancjami hydrofobowymi. Uzyta przez nas aparatura szklana nadaje sie
wprost do zastosowania tej modyfikacji. Wszystkie probdéwki, pipety i ko-
guty muszg wéwczas zosta¢ powleczone od wewnatrz cienkg warstwa pa-
rafiny lub silikonu. :

Prostota postepowania, znaczna wydajno$¢, mata ilos¢é krwi wyjscio-
we], stosunkowo duze oczyszczenie leukocytéw zawieszonych w ich wias-
nym osoczu, mozliwos¢ wyboru skladu morfologicznego krwinek bialych,
jak 1 uzycia rozmaitych antykoagulantéw, oraz kroétki czas wszystkich
zabiegobw stanowi o uzytecznosci tej mikrometody. Otrzymana w ten spo-
s6b zawiesina leukocytéw nadaje sie zar6wno do badan metabolizmu i in-
nych przejawéw zyciowych krwinek biatych, jak i do rozmaitych badan
cytochemicznych, biologicznych, a nawet morfologicznych.

L
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