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Krzysztof KOSTRO

Wplyw osmolarnosci gradientu na izolacje¢ limfocytow z krwi obwodowej lisow
hodowlanych

Effects of Osmolarity of the Gradient on the Lymphocytes Separated from Fox Peripheral Blood

W testach stosowanych do oceny swoistej odpowiedzi immunologicznej konieczne jest uzycie
mozliwie czystej populacji limfocytow (1, 6, 7, 10). 1zolacji limfocytow z krwi obwodowej dokonuje
si¢ najczesciej poprzez wirowanie rozcienczonej krwi nalozonej na gradient Ficollu zmieszanego
z Uropoling lub innym preparatem do angiogralii (Isopaque, Hypaque itp.). Janot i wsp. (4) oraz
K ostro (5) wykazali, ze przy uzyciu preparatow Lymphoprep i Ficoll-Paque o gestosci 1,077 g/cm?
przeznaczonych do izolacji limfocytow ludzkich nie udato si¢ uzyskac czystej populacji komorek
jednojadrzastych u lisa ze wzgledu na duze zanieczyszczenie komorkami wielojadrzastymi. Inni
autorzy wykazali matg przydatno$c tych preparatow do izolacji limfocytow u psa (9) i bydia (11).
W dostgpnym pis$miennictwie nie napotkano danych dotyczgcych wplywu osmolarnosci gradientu
na izolacj¢ limfocytow z krwi obwodowej lisow.

Celem pracy bylo okreslenie wplywu osmolarnosci gradientu na czysto$é¢ limfocytow izo-
lowanych z krwi obwodowej lisow hodowlanych.

MATERIAL I METODY

Gradienty. Wykaz gradientéow wraz z ich opisem podano w tab. 1. Przed przystgpieniem do
zaplanowanych badan wlasciwych okreslono za pomocgz osmometru (Knauer-Semi-Microosmo-
metr, FDR) osmolarno$¢ 100 probek surowicy pochodzacych od zdrowych lisow srebrzystych
i niebieskich. Stwierdzono, ze osmolarnos$¢ badanych surowic wynosita érednio 315 +£5 mmOs/kg.
Stosownie do tego przygolowano we wiasnym zakresie wediug metody Boyum (3) gradient
Ficoll-Uropolina o gestosci 1,075 g/em?® i osmolarnosci 315 mmOs/kg. Osmolarnosc tego gradientu,
jak rowniez Ficoll-Paque (315 mmOs/kg) otrzymano przez suplementacje NaCl (cz.d.a. Sigma).

Izolacja limfocytow. Do badan uzyto krew od 40 lisow srebrzystych i niebieskich obojga
pici w wieku 1-3 lat. Zwierzgta byly zywione systemem tradycyjnym wedlug zalecanych norm
zuwzglednieniem dodatkéw mineralno-witaminowych oraz mialy staly dostgp do wody. Pochodzty
one z ferm wolnych od choréb zakaznych i inwazyjnych. Badania przeprowadzono w okresie
przedubojowym, (j. w drugiej potowie listopada. Krew pobierano z zyly dostopowej do jalowych
strzykawek z odsetkiem heparyny wolnej od $rodkow konserwujacych w ilosci 20 j/ml. Kazda probke
krwi w ilosci 2 ml rozcieniczong pitynem Hanksa w stosunku 1:1 nakladano na przygotowane
uprzednio gradienty i wirowano przez 30 min. przy 400xg w temperaturze pokojowej. Nastepnie
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zbierano pipeta pasterowska komorki interfazy i ptukano 3-krotnie ptynem Hanksa z dodatkiem
10% surowicy homologicznej. Komorki po kazdym plukaniu wirowano przez 10 min. przy 210xg
w 4°C. Jesli komorki interfazy zawieraly domieszkg erytrocytow, wowczas hemolizowano je 0,83%
roztworem NH,Cl przygotowanym wedlug metody Kroese i wsp. (8). Po przeptukaniu komorki
zawieszano w plynie Eaglea w stezeniu 5x 10%/ml. Zywotno§¢ komorek kontrolowana za pomoca
barwienia 0,2% blgkitem trypanu wynosita powyzej 95%. Ogolna liczb¢ leukocytéw obliczano
w komorze Burkera, natomiast skiad jakosciowy w preparatach barwionych metoda Pappenheima.
Odzysk limfocytow wyrazono w procentach tych komorek uzyskanych w poszczegolnych gradien-
tach w stosunku do ich ilosci wyjsciowej w peinej krwi. Czystosc limfocytow okreslano jako odsetek
tych komoérek w odniesieniu do ogoélnej liczby leukocytow uzyskanych po gradientach.

100 [ czystose limfocytéw
2 o—e 0dZysk limfocytdw
A
80+ Q\/__/_—\.
x
2 -
>
£l 2 i
E —
i
404
20+
1 2 3 L S 6 7 8 9 10 n

gradient

Ryc. 1. Wplyw gestosci gradientu na odzysk i czystosc limfocytow izolowanych z krwi obwodowej
lisow (kazdy punkt przedstawia srednie wartosci odzysku limfocytow uzyskane z trzech kolejnych
badan; kazda kolumna $rednie wartosci czystosci limfocytow z trzech kolejnych badan)

The effect of gradient density on salvage and purity of lymphocytes (rom fox peripheral blood (each
point presents mean values of lymphocytes salvage obtained [rom three successive examinations; each
column presents mean values of lymphocytes purity obtained [rom three successive examinations)

OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki izolacji limfocytéow z krwi obwodowej lisow hodowlanych przed-
stawiono schematycznie na ryc. 1 oraz w tab. 1. Najlepsze oczyszczenie populacji
limfocytow uzyskano stosujac izoosmotyczny w stosunku do krwi lisow gradient
Ficoll-Uropolina (315 mmOs/kg) o gestosci 1,075 g/em?3. Dobre wyniki w zakresie
oczyszczania dawal rowniez gradient Ficoll-Paque po podwyzszeniu osmolarnosci
do 315 mmOs/kg. Testowane gradienty Gradisolu o wzrastajacej gestosci
i osmolarnosci dawaly w uzyskanej puli komorek interfazy wysokie zanieczysz-
czenie leukocytami wielojadrzastymi, chociaz w niektorych przypadkach odzysk
limfocytow byt nieznacznie wyzszy w porownaniu do wymienionych gradientow
Ficoll-Paque i Ficoll-Uropolina. Najlepszy odzysk limfocytow otrzymano w Gra-
disolu o gestosci 1,081 g/em? i osmolarnosci 305 mmOs/kg, za$ najlepsza czystos¢
w Gradisolu o gestosci 1,075 g/em? i osmolarnosci 275 mmOs/kg.
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Tab. 1. Wplyw gestosci i osmolarnosci na odzysk i czystos¢ limfocytow izolowanych z krwi
obwodowej lisow (Srednie wartosci uzyskane z trzech kolejnych badan)
The effect of density and osmolarity on the salvage and purity of lymphocytes isolated [rom fox
peripheral blood (mean values obtained from three successive examinations)

. Ly Odzysk Czystosc
g Gestos¢  |Osmolarnosc . ; » :
Gradient (g/em?) (mmOs/kg) limfocytow limfocytow
g (x-s %) (x-s %)
Ficoll-Paque 1.077 295 824 130 469 121
Pharmacia, Sweden . i (74,1 +89.7) (40,6 +53,1)
Ficoll-Paque + NaCl 1077 315 58 3121 08 142
Pharmacia, Sweden . (74,6 +93.1) (65,5 £78,1)
Ficoll-Uropolina, Ficoll =
400, Pharmacia, Sweden, 1,075 315 (3;? ¥ 9:;'?) (gg’l :t:);,f)
Uropolinum 75%, Polfa g 4 H .
Gradisol, Uropolinum 75%,
Dextran MW20000, Polfa, 1.073 275 746 473 488 136
Pharmaceutical Works, v " (70,1 -79.4) (40,1 -58.5)
Kutno
‘ 80.5; #® 21 68,3 +5,1
‘) ’ el » ’
Gradisol, Polfa, Kutno 1,075 275 (124 1882) (62.5 +74.2)
} 317 %23 46,1 +42
7 ’ : K " =
Seacha] L9 83 (71,1 £91,6) @22 +54,1)
. 854 £33 518 £3.1
07 2 bl » y b
e L i = (19,1 £92,8) @94 +65,7)
. 87,1 19 537 424
Aradigol s % (80,6 +93,8) @3,1 £58,1)
’ 826 46 493 '£28
e b -~y ) » -y
DR 1982 % (69,6 +£89,1) 40,1 +572)
. 76,8 £5,1 41 £18
O ARNS - (69,3 £839) (38,1 £53,1)
3 15,6, £4.1 48 129
Gradisol 1,086 340 01 £82) (9.1 +52.5)

Poroéwnujgc wyniki czystosci i odzysku limfocytow uzyskane w Gradisolu
o gestosci 1,075 g/em? z wynikami w gradiencie Ficoll-Uropolina o tym samym
ci¢zarze, lecz o wyzszej znacznie osmolarnosci (315 mmOs/kg), a takze
uwzgledniajac wyniki uzyskane na standardowym Ficoll-Paque oraz Ficoll-
-Paque z dodatkiem NaCl mozna sadzi¢, iz obnizenie osmolarnosci w gradien-
tach nawet przy gestosci optymalnej dla krwi lisow prawdopodobnie rzutuje na
gestos¢ wlasciwg izolowanych komorek. Mozna zatem domniemywac, ze
osmolarnos¢ gradientu, podobnie jak jego gestoS¢, ma zasadniczy wplyw na
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uzyskanie wysokiej czystosci limfocytéw krwi, dlatego oba te parametry
powinny by¢ uwzglednione przy doborze gradientu. Warto podkreslic, iz
wstepne oznaczenie osmolarno$ci stanowi potwierdzenie danych referencyjnych
Benna i wsp. (2), ktorzy wykazali, ze Srednia osmolarno$¢ surowicy lisow
w warunkach fizjologicznych wynosi 322 mmOs/kg z wahaniami od 297 do 346
mmOs/kg. Dobry odzysk i wysoka czystos¢ popuiacji limfocytéw zapewniaja
gradienty o gestosci i osmolarnosci takiej jak we krwi lisow.

WNIOSKI

Przy doborze wlasciwej gestosci gradientu do izolacji limfocytow z krwi
obwodowej lisow nalezy dostosowac¢ jego osmolarnos¢ do osmolarnosci surowi-
cy tego gatunku.
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SUMMARY

The highest purity was obtained when gradient Ficoll-Uropolinum of density 1,075 g/cm? and
osmolarity equal to average fox blood osmolarity was used. It is worth while noticing that good
purity of lymphocytes was obtained when standard gradient Ficoll-Paque was used and its
osmolarity was raised to 315 mmOs/kg. It means that both the osmolarity and density of a gradient
are important obtaining highest purity of lymphocytes from [ox peripheral blood.




