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Opisano wtasng modyfikacje procedury izolowania limfocytéw z krwi
obwodowej przy uzyciu dostepnych w kraju odczynnikéw: uropoliny
i dekstranu 200 000 lub gumy arabskiej. Zastosowana procedurd POZWOo-
lita nie tylko na uzskanie zawiesiny limfocytéw o duzym stopniu czy-
stoéci lecz takie ma praktycznie 100% odzysk.

W nowoczesnej diagnostyce laboratoryjnej coraz czesciej przedmio-
tem badan sg zawiesiny komorek. W szczegdlnosci dotyczy to limfocytow.
Poznanie roli tych komérek w procesach odpornosciowych sprawito, ze
istnieje obecnie coraz wieksze zapotrzebowanie na proste, latwe, lecz jed-
noczegnie niezawodne metody izolowania limfocytow z krwi obwodowej.

Jedna z pierwszych wprowadzonych do praktyki metod izolowania
limfocytow polegatla na wymieszaniu badanej krwi z odczynnikiem, za-
wierajgcym substancje zdolng do agregowania krwinek czerwonych. Wsku-
tek agregacji tworzyly sie z krwinek czerwonych duze i ciezkie zlepy,
ktore z latwoscig opadaly na dno naczynia. W plynie znajdujacym sie nad
osadem pozostawaly leukocyty (3). Azeby wyizolowaé¢ z nich limfeceyty
wykorzystywano zjawisko adhezji granulocytow i monocytéw na roznego
rodzaju powierzchniach: szkle (6), nylonie (10), piasku (2). Przejscie za-
wiesiny leukocytéw przez kolumne wypelniong watg lub peretkami szkla-
nymi, watg nylonowsg lub piaskiem powodowalo, ze w eluacie z kolumny
znajdowano przede wszystkim limfocyty, nie ulegajgce adhezji. Metoda
ta wykazuje jednakze pewna niedogodno$¢. Cala procedura izolacji trwa
stosunkowo dtugo, a uzyskana zawiesina limfocytow zawiera do$¢ znaczng
domieszke krwinek czerwonych. Metcda ta daje poza tym niewielki odse-
tele limfocytow oraz, jak sie okazalo, powoduje wybiorezg utrate znacz-
nego odsetka limfocytow B, ktore w odroznieniu od limfocytow T posia-
daja jednak wlasnosci adhezji (1).

Punktem zwrotnym w metodyce izolowania limfocytow stato sie wpro-
wadzenie przez Boyuma (4) techniki wirowania w gradiencie gestosci
i w obecnosei substancii, agregujacej krwinki czerwone. Wspomniana tech-
nika opiera sie na réznicy ciezarow wlasciwych roznych rodzajow leuko-
cytow, z ktérych ciezsze (granulocyty) podczes wirowania w gradiencie
sestosci szybeiej opadaja na dno probowki, 1zejsze za$ (limfocyty) grcma-
dza sie w tych warunkach na granicy fazy o wysokim ciezarze wlasciwym,
skad mozna je latwe wyizolowaé. Krwinki czerwone, ktoére nalezg takze
do lekkich komorek po zetknigciu sie z substancjg powodujaca ich agre-
gacje zlepiaja sie i jako ciezkie czastki opadaja przy wirowaniu na dno
probowki.
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W celu uzyskania odpowiednio wysokiego ciezaru wlasciwego po-
wszechne zastosowanie znalazly preparaty jodowe, uzywane jako $rodki
cieniujgce w radiodiagnostyce (Isopaque lub Sodium Metrizoate — Nyeco,
Oslo, Urographin — Schering lub krajowy preparat Uropolinum — Polfa)
(3,4,7—9). Jako S$rodkéw agregujacych krwinki czerwone uzywa sie
najczesciej dekstranu, metylocelulozy i fikolu (3).

Do niedawna uzytkownik musiat sam przygotowywaé roztwér o odpo-
wiednim cigzarze wlasciwym. Ostatnio ukazal sic na rynku gotowy pre-
parat w amputkach, ktéry pod nazwa ,,Lymphoprep” (firma Nyegaard,
Oslo) stanowi mieszanine Scdium Metrizoate i fikolu.

Celem naszej pracy bylo ustalenie optymalnych warunkow dla tech-
niki izolowania limfocytéw, przy uzyciu preparatu, sporzadzonego
ze skladnikéw pochodzenia krajowego i tym samym powszechnie do-
stepnych.

MATERIAL I METODYKA

Krew, z ktérej zamierzano izolowaé¢ limfocyty pobierano na suchy wersenian
sodowy (5 ml krwi na 62,5 mg wersenianu sodowego). Jako $rodka do wytworzenia
gradientu gestoSci uzywano dostepnego preparatu »Uropolinum” 75% — Polfa
(Natrium amido-trizoat: N-methylglucaminum amidotriozoat, a jako $rodka agre-
gujacego krwinki czerwone — preparatu Dextran 200 000 — Polfa lub gumy arab-
skiej (wg FP III) w postaci 6% wodnych roztworo6w.

W zalezno$ci od ciezaru wlasciwego roztworu uzywanego do izolowania limfo-
cytéw mieszano uropoline z roztworem dekstranu lub gumy arabskiej w roé6znych
proporcjach. W ten spos6b przygotowywano roztwory o nastepujacych ciezarach
wilasciwych: 1,077, 1,080 i 1,090. Pierwszy z nich odpowiadal dokladnie ciezarowi
wlasciwemu preparatu ,Lymphoprep” a pozostale stanowily punkt wyjscia do
ustalenia optymalnego ciezaru wiaSciwego roztworu izolujgcego, przy ktérym odzysk
imfocytéw bylby najwiekszy.

Zastosowano nastepujaca procedure postepowania. Krew obwodows po pobraniu
i wymieszaniu jej z suchym wersenianem sodowym rozcieficzano 0,9% roztworem
NaCl w stosunku 1:1. Tak przygotowang krew wiloci 4 ml nawarstwiano na 2 ml
roztworu izolujgcego w probéwkach wiré6wkowych o pojemno$ci 10 ml i $rednicy
ok. 13 mm, a nastepnie wirowano przy 400 x g przez 40 minut. Po odwirowaniu
odciggano przy pomocy pipetki Pasteura warstwe komoérek z granicy faz, starajgc
si¢ zebra¢ wszystkie komoérki, a to w celu mozliwie dokladnej oceny stopnia odzy-
sku. Otrzymang zawiesing komoérek ptukano dwukrotnie zbuforowanym roztworem

soli — Tris — BSS wg przepisu Favoura (5) wirujac za kazdym razem przy
400 x g przez 15 minut. Ostatecznie komérki zawieszano w 0,25 ml roztworu Tris —
BSS i liczono w komorze Fuchsa — Rosenthala, rozcienczajgc zawiesing plynem

Tirka w stosunku 1: 10.

Czysto$¢ uzyskanych zawiesin oceniano na podstawie ogladania pod mikro-
skopem preparatéw przygotowanych z tych zawiesin, barwionych metodg Pappen-
heima oraz na obecno$é¢ peroksydazy wg techniki Grahama. Oceny zywotno$ci ko-
moérek dokonywano barwigc preparaty 1% wodnym roztworem blekitu trypanu.
Probe odzysku wykonywano, poréwnujac liczbe limfocytow, znalezionych przy zasto-
sowaniu opisanej procedury izolowania w przeliczeniu na 1 ul krwi peilnej z liczbg
limfocytow, wyliczong na podstawie leukocytozy i odsetka limfocytéw w barwionym
preparacie peinej krwi (wzér krwinek biatych) i w przeliczeniu na te sama obje-
to$¢ pelnej krwi.



Nr 5-6 Metoda izolacji limfocytéw 407

WYNIKI

Jak wspomniano uprzednio, do izolowania limfocytéw uzywano poczat-
kowo roztworu uropoliny i dekstranu lub gumy arabskiej o ciezarze
wlasciwym 1,077 t.zn. takim, jaki posiada preparat , Lymphoprep”. Sto-
sujgc jednakze roztwor o takim ciezarze wilasciwym uzyskano wprawdzie
zawiesine limfocytow, ktorej czysto$é oceniana na podstawie barwionego
preparatu wyniosla ok. 98%0, ale nie uzyskano zadowalajacego odzysku.
W zwigzku z tym przeprowadzono izolowanie limfocytow przy wyzszych
ciezarach wlasciwych (1,080 i 1,090) wychodzac z zatozenia, Ze maty
odzysk limfocytéw przy ciezarze wiasciwym 1,077 jest spowodowany
utraty pewnego ich odsetka w wyniku dziatania zastosowanej przy wi-
rowaniu sily ods$rodkowej, wynoszgcej 400 x g. Wyniki uzyskane przy
izolowniu limfocytéw z zastosowaniem preparatu ,Lymphoprep”, jak
réwniez przy zastosowaniu wlasnych mieszanin o ciezarach wlasciwych
1,077, 1,080 i 1,090 przedstawiono w tabeli I. Nalezy zaznaczy¢, ze uzy-
skane we wszystkich wypadkach zawiesiny zawieraly zawsze okolo 98%
limfocytéw, na podstawie preparatu barwionego met. Pappenheima lub
okoto 90%0 — na podstawie okre$lenia wlasno$ci peroksydatywnych ko-
morek, znajdujgcych sie w zawiesinie.

Tabelal
Wyniki proby odzyskania limfocylow w odsetkach dla preparatu ,Lymphoprep® i wlasnych
roztworow izolujacych o réznyeh ciezarach wilasciwych. Za 1009% przyjeto limfocytoze obli-
czong na podstawic oznaczonej leukocytozy i odsetka limfocytéw w preparacie barwionym
pelnej krwi

Liczbha ‘Wtasne roztwory izolujace o c. wi
o »Lymphoprep*
prébek n 1,077 1,080 1,090
8 82,349,0 75,04+2,6 78,9+5,8 100,24-4,4

Jak wynika z tabeli, najlepsze wyniki, odpowiadajace odzyskowi
w granicach 100%¢ uzyskano, gdy ciezar wiasciwy roztworu izolujgcego
wyniost 1,090. Taki ciezar wlasciwy otrzymywano uzupelniajgc 18 ml 75%0
uropoliny do 100 ml za pomocg 6% wodnego roztworu dekstranu lub 6%
wodnego roztworu gumy arabskiej.

Dane z tabeli I wykazujg, ze stosujgc wlasny roztwér izolujacy o cie-
zarze wlasciwym 1,090 mozna bylo uzyskaé najwiekszy stopien odzysku
limfocytéw, przy czym stopien ten byl wyzszy od otrzymanego przy uzy-
ciu preparatu ,,Lymphoprep”.

OMOWIENIE WYNIKOW

Przy badaniach prowadzonych na limfocytach badajacy powinien miec¢
pewnos$é, ze stosowana przez niego zawiesina jest mozliwie najczystsza,
t.zn., ze zawiera mozliwie najmniejszg domieszke innych komoérek, i ze
w sklad jej wchodzg praktycznie wszystkie limfocyty, jakie znajdowalty
sie w probce pelnej krwi uzytej do badania (100%0 odzysku). Sprawa ta
jest szczegoélnie istotna, gdy izoluje sie limfocyty w celu okreslenia
odsetka komorek obydwu gléwnych subpopulacji T i B, albo gdy celem
badania sg wlasno$ci wykazywane przez poszczegélne subpopulacje (testy






