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Obcogrupowa aglutynacja krwinek czerwonych byla badana za po-
moca mikroskopu elektronowego przez kilku autoréw. Bessis (2) oraz
Bessis i Bricka (3, 4, 5) opisali istnienie mostkow tgczacych zaglutynowane
krwinki. Mostki te w formie specyficznych wypustek mialy wychodzié
z okolic ,kraterowatych‘ zaglebien, opisvwanych przez Pondera i wsp.
(10) oraz Bessisa i Bricka (3) w krwinkach czerwonych, na ktére dziatano
swoistymi i nieswoistymi czynnikami powodujgcymi ich agliutynacje
Rebuck (13) opisywal istnienie w krwinkach czerwonych, poddanych dzia-
taniu obcogrupowych aglutynin, pofaldowania powierzchni krwinek
w ksztatcie stozkéw o Scietych wierzchotkach. Wszyscy ci autorzy przy-
pisujg opisywanym przez siebie zmianom strukturalnym krwinek czer-
‘wonych zasadnicze znaczenie w procesie aglutynacji obcogrupowej.

Zadaniem naszej pracy jest sprawdzenie tych danych przy zastosowaniu
odmiennej nieco od stosowanej przez cytowanych autoréw metody przy-
gotowywania preparatow.

METODYKA

PobieraliSmy krew od zdrowych dawcéw grupy A, B, i AB z palca do mieszalnika
Potaina i1 rozcienczaliSmy jg 100-krotnie 0,859/y roztworem NaCl. Krople zawiesiny
tak rozcienczonych krwinek czerwonych umieszczaliSmy na blonce kolodionowej roz-
piete] na podstawce preparatowej. Po 3 minutach nadmiar plynu zostal Sciggnigty
i na warstewce krwinek czerwonych, ktoére opadly na blonke, umieszczano krople
rozcienczonej 10-krotnie 0,850/, NaCl surowicy zawierajgcej obcogrupowe agluty-
niny. Przy tym surowica otrzymywana byta z krwi pobranej od dawcy bezposrednio
przed doswiadczeniem. Dawalo to nam lepsze obrazy anizeli przy stosowaniu su-
rowic wzorcowych, produkowanych dla celéw krwiodawstwa. W kazdym doswiad-
czeniu sporzgdzaliSmy preparat kontrolny, w ktéorym na krwinkach umieszczano
krople surowicy wtasnej badanej osoby. Preparat pozostawialiémy w temperaturze
37 w komorze wilgotnej od 5 do 30 minut, po czym $ciggano surowice pipetka,
utrwalano preparat w parach kwasu osmowego w ciggu 5 minut i nastepnie ptu-
kano wody destylowang. W niektoérych preparatach hemolizowano krwinki po inku-
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bacji z surowicg i nastepnie dopiero utrwalano w parach kwasu osmowego. Przy
takim postepowaniu proces aglutynacji zachodzit we wszystkich tych przypadkach
na podstawce preparatowej. Po wysuszeniu preparatu cieniowano go przez napylenie
w prézni chromem wg metody Williamsa i Wyckoffa (15). Preparaty oglagdano w mi-
kroskopie elektronowym Siegbahna i Schoénandera przy powigkszeniu 4 500—6 000
razy. Niektére zdjecia powiekszano droga optyczng do okoto 20 000 razy.

Blizsze dane, dotyczace metodyki badan elektronoskopowych krwinek czerwonych,
znajduja sie w naszej poprzedniej pracy (14) oraz znacznie obszerniej] w pracy zbio-
rowej na temat mikroskopii elektronowej skladnikéw postaciowych krwi (1). Ogolne
dane dotyczace preparatyki mikroskopowo-elektironowej znajdujg sie w specjalnym
opracowaniu A. Feltynowskiego w podreczniku bakteriologii (12).

WYNIKI

Poslugujac sie opisana metodg wykonaliSmy 60 preparatow dziatajgc na
krwinki grup A, B, i AB aglutyninami anty-A, anty-B i anty-AB oraz
surowicami wlasnych grup w preparatach kontrolnych. W preparatach
kontrolnych krwinki czerwone byly niezmienione, o brzegach gtadkich,
nie pofatdowanych (ryc. 1). W niektérych preparatach kontrolnych poje-
dyncze krwinki byly polgczone z sgsiednimi za pomocg mostkow, podob-
nych do opisywanych przez Bessisa i wsp. (3, 10) w przypadku nieswoiste]
aglutynacji. Wypustki te zreszta w naszych preparatach wystepowaty
rzadko, a olbrzymia wiekszo$¢ krwinek wygladata jak na rye. 1.

Ryc. 3 przedstawia réwniez fotografie preparatu kontrolnego z tg
réznicg, ze krwinki zostaly zhemolizowane przed inkubacjg z wtasng su-
rowicg. Blonki krwinek czerwonych dotykajg sie wzajemnie, ale widac¢
wyraznie, ze nie sg one ze sobg Scisle ztgczone. Inaczej jest na preparacie
przedstawionym na ryc. 4, gdzie btonki réwniez zhemolizowanych krwinek
sg $ciSle ze sobg zespolone. Jest to aglutynacja krwinek grupy AB pod
wplywem aglutynin anty-AB. Znamienny jest oobraz krwinki na ryec. 2
przedstawiajacy erytrocyt grupy B po 30-minutowym dziataniu surowicy
zawierajgcej aglutyniny anty-B. Na rycinie wida¢, ze na krwince znaj-
duje sie warstewka jakiej$ substancji, ktéora zdawaloby si¢ réwnomiernie
pokrywa jej powierzchnie. Zadnych wypustek, uwypuklen lub innych
odksztalcen krwinki czerwone] nie stwierdza sie. Na wszystkich naszych
preparatach, tam gdzie krwinki lezaly pojedynczo, otrzymywaliSmy
podobne obrazy. Nigdy nie spostrzegaliSmy w takich warunkach do$wiad-
czalnych zmian struktury krwinki, bez wzgledu na grupe krwi oraz czas
inkubacji. Inaczej rzecz przedstawiata sie¢ tam, gdzie krwinki znajdowaty
sie w wiekszych zespotach. Ryvec. 5 i 6 przedstawiaja tego rodzaju obrazy.
Wida¢ na nich wypustki, 1gczgce ze sobg powierzchnie sgsiednich krwinek.
Na ryc. 6 wida¢, ze wypustki te mogg nawetl pocigga¢ za sobg blone
krwinki, co powoduje powstanie odksztalcenia jej w postaci stozka (ryc.
6a). Wypustki te moga odrywaé¢ sie od jedne] krwinki (ryc. 6b). Moga
rowniez ulegaé przerwaniu. Wida¢ wtedy sterczgce wolno konce przer-
wanej w Ssrodku wypustki (ryc. 6c¢). Dokladniejsza analiza mechanizmu
powstawania tych wypustek znajduje sie w ,,Oméwieniu wynikow‘ — tu
ograniczymy sie tylko do stwierdzenia, ze pojedynczo lezgce krwinki
w preparacie nigdy mnie mialy tego rodzaju wypusiek. Natomiast
w krwinkach, znajdujgcych sie w zespolach, prawie zawsze znajdo-
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Ryc. 1. Preparal kontrolny. Krwinki AB w surowicy wtasnej grupy 15 min.
Ulrw. kw. osm. Pow. 16.200 <
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wyc. 3. Preparat kontrolny. Zhemolizowane krwinki AB w surowicy wlasne) grupy
10 min. Utrw. kw. osm. Pow. 16.200 <
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Ryc. 4. Zhemolizowane kiwinki AB w surow. anty-AB 10 min. Utrw. kw. osm.
Pow. 135.600 ~
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Ryc. 5. Krwinki B w surow. anty-B 30 min. Utrw. kw. osm.
Pow. 18.900 .<



Ryc. 6. Krwinki B w surow. anty-B 30 min. Utrw. kw. osm. Pow. 15.900 <
a) — stozkowate odksztalcenie blonki krwinki czerwonej,
b) — wypustka nderwana od jednej krwinki,
c¢) — wypustka przerwana w S$rodku.
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waliémy wypustki i odksztalcenia w preparatach, w ktorych dziataliSmy
obcogrupowymi surowicami na krwinki czerwone oraz r zadko w pre-
paratach kontrolnych.

OMOWIENIE WYNIKOW

W czasie procesu aglutynacji grupowe] krwinek czerwonych nastepuje
igczenie sie aglutyniny surowicy z aglutynogenem krwinek, co jest pro-
cesem dajacym sie okre$lic wagowo (8). Wedlug Bordeta {7) proces ten
sachodzi w dwoch fazach. Powstajgey w pierwszej fazie zwigzek agluty-
niny z aglutynogenem — w drugiej fazie precypituje jako zwigzek hydro-
fobowy. Ot6z obserwujac w mikroskopie elektrocnowym pojedyncza
krwinke, na ktérg dzialano surowicg obcogrupows, widaé¢ pokrywajaca ]a
warstewke jakiejs substancji stabo przepuszczalnej dla elektronow, ktorej
dokladnej budowy nie udalo nam sie stwierdzi¢ (ryc. 2). Jest to prawdo-
podobnie warstewka owego precypitatu powstatego z polaczenia sie aglu-
tyniny z aglutynogenem. Podobne obrazy otrzymywano badajgc w mikro-
skopie elektronowym bakterie poddane dziataniu swoistych przeciwciat.
Spostrzegano mianowicie na komoérkach bakteryjnych warstewke jakiejs
substancji, wykazujgcej wlasnosci mogace Swiadczy¢ o je] duze) lepkosci
(9). Bloch i Powell (6), obserwujac w mikroskopie elektronowym krwinki
chorych na rézne choroby zakazne i inne, spostrzegali na krwinkach czer-
wonych warstewke substancji trudno przepuszczalnej dla elektronow.

Obserwacje nasze oraz Blocha i Powella (6) dotyczyty krwinek lezacych
pojedynczo na blonce preparatu. Gdy jednak krwinki znajdujg sie blisko
siebie na preparacie, wtedy zlepiajg sie ze soba. Taki obraz widzimy na
ryc. 5 i 6. Na ryc. 6 oprécz zaglutynowanych krwinek wida¢ krwinki po-
lgczone ze sobg mostkami. Powstanie tych tworéw mozna ttumaczy¢ w na-
stepujacy spos6b: zaréwno krwinki, jak i biatka surowicy wysychajac
kurcza sie nieco, co moze powodowa¢, ze niezbyt $cisle ze sobg zespolone
krwinki nieco sie od siebie oddalaja. Moze réwniez w czasie przygotowy-
wania preparatu lub utrwalenia go niektére krwinki ulegaja niewielkim
przemieszczeniom i oddalajg sie od siebie. Otoz przy tym oddalaniu sie
od siebie niektérych uprzednio zaglutynowanych krwinek precypitat skle-
jajacy krwinki moze wycigga¢ si¢ w nitki, tworzac pewnego rodzaju
,mostki®, ktéorymi poszczegélne krwinki czerwone moga by¢ w pewnych
wypadkach ze sobg polaczone. Cytowani na wstepie autorzy, opisujacy
wystepowanie na krwinkach poddanych dzialaniu obcogrupowych aglu-
tynin — szeregu zmian strukturalnych, jak kratery, wygorowania czy
specyficzne wypustki — postugiwali sie nieco inng niz my metodg spo-
rzagdzania preparatow. Mieszali oni mianowicie przed dos$wiadczeniem
krwinki z surowicg, zawierajaca obce aglutyniny i dopiero po tym pobie-
rali prébke, ktérg umieszczali na podstawce preparatowej. Oczywiscie
operowali oni juz zaglutynowanymi krwinkami, z ktérych pojedyncze
w czasie manipulacji mogly odrywac sie od catego zespotu zaglutynowa-
nych krwinek i pociggaé za sobg nitki precypitatu. Mogty przy tym pow-
stawaé na jednych krwinkach wypuklo$ci, na innych pewne zaglebienia
(,,kratery*), mogace powstawaé¢ wskutek oderwania sig cze$ci warstewki
precypitatu. Wymienieni badacze nie mieli moznosci obserwowania poje-
dyneczych krwinek, ktére by poprzednio nie stykaly sie z innymi. Nate-
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miast przy uzyciu naszej metody taka mozliwos¢ istnieje. Krwinki bo-
wiem w odpowiednio rzadkiej zawiesinie umieszczamy na podstawce pre-
paratowej, nastepnie po ich opadnieciu na btonke rozpietg na siateczce
podstawki Sciggamy nadmiar plynu i umieszezamy krople rozcienczonej -
surowicy obcogrupowej. Krwinki znajdujgce sie w bezposrednim sa-
siedztwie mogg ulega¢ aglutynacji, natomiast bardziej oddalone od innych
nie moga zespala¢ sie z nimi, gdyz nie pozwala na to uprzednie ustalenie
sie krwinki na blonce preparatu. Blonka ta uginajgc sie pod ciezarem
krwinki tworzy zaglebienie, z ktérego sama krwinka juz wydosta¢ sie nie
moze. Ot6z w tych warunkach doSwiadczalnych, obserwujgc pojedyncze
krwinki, ktére jak mozna przypuszcza¢, nie stykaly sie w preparacie
z innymi — nigdy nie stwierdzaliSmy na mich zmian podobnych do opi-
sywanych przez cytowanych autoréw. SpostrzegaliSmy jedynie zatarcie
granic krwinek, ktére moze by¢ wywotane przez obecnos¢ na nich war-
stewki precypitatu, podobnej do opisywanej przez Blocha i Powella (6).

Nie mozemy tu wdawa¢ sie w analize mechanizmu powstawania zmian
struktury krwinki czerwonej w postaci , krateréw‘ i wypustek spostrze-
canych w krwinkach przechowywanych przez dituzszy czas w roztworze
tizjologicznym (3, 11) czy opisywanych w czasie nieswoistej aglutynacji,
zachodzgcej pod wplywem stezonych roztwordéw soli (10), czy tez zaobser—
wowanych przez nas w kilku preparatach ko:nmroslfnych By¢ moze me-
chanizm powstawania w tych warunkach W}pustek i innych zmian struk-
tury krwinki czerwonej jest podobny do opisanego przez nas, z tym, ze
zlepianie sie krwinek zachodzitoby nie wskutek obecnosci aglutynin, ale
byloby wywolane czynnikami chemicznymi lub fizyko-chemicznymi.

Streszczajac otrzymane przez mas wyniki i zestawiajgc je z obrazami,
opisywanymi przez innych autoréw mozemy powiedzie¢, ze:

1. Obcogrupowe aglutyniny dziatajgc na krwinki czerwone nie powo-
duja w nich zadnych zmian w rodzaju wypustek, ,kraterow*, czy stozko-
watych wyniostosci. Natomiast powstaje w tych warunkach pokrywajgca
krwinki warstewke jakiej$§ substancji, bedaca prawdopodobnie precypi-
tatem zwigzku aglutyniny z aglutynogenem. Ze sposobu rozmieszczenia
tego precypitatu — jak wydaje sie z naszych obrazéw — réwnomiernego
na calej powierzchni krwinki, nie mozna oezywiscie wycigga¢ zadnych
wnioskow co do rozmieszczenia grup antygenowych w blonie krwinki.

2. Wypustki, Igczgce w postaci mostkéw zaglutynowane uprzednio
krwinki, sg tworami powstatymi wtérnie wskutek wyciggania sie w nitki
warstwy precypitatu. Rowniez ,kratery* i stozkowate wyniostosci krwinek
sg prawdopodobnie zmianami wtornymi.

B. PomanoBckHu, A PenNbTBIHOBCKH

CTPYHKTYPHBIE U3MEHEHHA SPUTPOLMTOB, NOJBEPTHYTHIX
JEUCTBUIO U3OTEMOATTJTIOTHHHHOB YYHEPOJHBIX T'PYIIII KPOBHU
B CBETE UCCJIEJOBAHHH C ITOMOIIIbIO 3JIEKTPOHOBOI'O MHUKPOCHOIIA

CogepmaHue

ABTOpbI TPUMEHAJH COOCTBEHHBIH METOJ, COCTOSIIHH B TOM, 4YTO JeHCTBOBA/IM
YyEepOAHOH CbIBOPOTKOH HENMOCPEACTBEHHO Ha mojcTaBke mnpenapara (holder). bBuia-
rogapsi 3TOMy OHH HMEJM BO3MOMKHOCTb HA®J/IIOJAaTh OTHAEJbHbIE 3PUTPOUHTHI K arriio-
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THHHPOBAaHHbIE HX KOMILJIeKCbl. Ha TOBEPXHOCTH SPHUTPOLHUTOB, JEHABIIHX OTAEJbHO
Ha IJIeHKe Tpernapara, Ha KOTOpble [eHCTBOBaJia CbIBOPOTKA Yy KOH Tpyrmbl KPOBH,
aBTOPbI KOHCTATHPOBAJH MPHCYTCTBHE TOHKOLO CJIOA KAaKOTOTO BelllecTBa, ABJAMOILE-
rocsd BeposgrHO IPEUUNUTATOM COEeAHWHEHUA AarrJTHHOreHa C arrjdioTHHUHOM. CBepx
TOrO OHH HHKOTrJa He OOHapy:KuBa/JHd KaKHUX JIM60 OTPOCTKOB JHOO APYTHX H3MEHEeHH
CTPYKTYPbl 3PUTPOIHTA. )

Ha6so1as1 KOMIJIEKChI arrJlOTUHUPOBAHHBIX 3PUTPOLUTOB B MecTaX, rje KpOBAHbIE
IIAPUKU JIeaJd OTHAEeJbHO APYr OT Apyra, OHU KOHCTATHPOBAIU MPUCYTCTBHE OTPO-
CTKOB, HamoMHHaroumux ,hematexodia” Beccrdca W BBINYKJIOCTH Ha TMOBEPXHOCTH
S5PUTPOLUTA, HAIlOMHHAIOILKE H3MEHEHUs, ONucaHHble PebOykom. ABTOpHI [oJararor,
YTO OTPOCTKU ABJAIOTCA HUTAMH MNpelUndTara COeQUHEHHd arr/JlTHHOreHa ¢ arr.o-
THHHHOM, BBINYKJIOCTH e H, ObITb MOMKET, H ,,KpaTepbl”, OmHcCaHHble beccHcom.
IOPENCTaBJISIIOT COG0I0 BTOPUYHbIE H3MEHEHHA, BbI3BaHHbIE IOTATHBAHHEM OTPOCTKAaMHU
OGOJIOYKH SPHTPOLMUTA, HJIU Ke OTCJaHBaHHEM 4YacTH NpPENHIHTaTa OT [OBEPXHOCTH
KPOBSIHOTO IIapHKa.

W.Romanjowski,~-A. Feltynowski

THE ELECTRON MICROSCOPE RESEARCHES ON THE STRUCTURAL CHANGES
OF ERYTHROCYTES SUBJECTED TO THE INFLUENCE OF THEI&R SPECIFIC
AGGLUTININS

Summary

The authors have applied their own method in which they acted on the erythro-
cytes with specific serum agglutinins upon the holder of the electron microscope.
Thus they could observe single erythrocytes, and also agglutinated clumps. On the
surface of single erythrocytes on which the authors acted with specific agglutinins
they observed fine layer of substance, which was probably a precipitated compound
of the agglutinogen with agglutinin. The authors did not find any summits or other
changes of the structure of these erythrocytes.

When they observed clumps of agglutinated erythrocytes, in the parts of the
preparation, in which the erythrocytes are separated, they showed fringes resembling
»yhemotexodias' described by Bessis and ,,plateau — like summits* of the erythrocyte
membrane, resembling the changes described by Rebuck.

According to the authors the fringes are the filaments of precipitated compound
of the agglutinogen wilh agglutinin, and convexities on the surfaces, perhaps the
,craters“ described by Bessis, are secondary changes, which seem to he caused by
fringe pulling or partially decollating of the precipitate from the surface of some
etrythrocytes.
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