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SEPARAREA LIMFOCITELOR PRIN METODA FLOTATIEI
CU UTILIZAREA ,,ODISTONULUI“

dr. Magda Sirbu Fekete, Eva Zsigmond, dr. Eva Kdtay-Lakatos,
dr. Magda Zakarids

Investigarea functiei celulare a unor serii limfohematopoietice se
poate efectua numai dupd separarea corespunzétoare a lor. Cu ajutorul
separdirii celulare se pot fractiona dintr-un amestec eterogen, clase de
celule cu caracteristici fizice si functionale identice sau asemainitoare
(1, 2). Este cunoscut ci separarea celulelor se face pe baza unuia sau &
'mai multor parametri, cum sint densitatea sau/si viteza de sedimentare.
De exemplu, greutatea moleculard specifici a hematiilor se situeazi in
zona de cca 1,093—1,100 g/cm?®, iar a limfocitelor in zona de 1,060—
1,100 g/em? (2, 5).

Aceste separdri au importantd atit in domeniul cercetarilor imunolo-
gice, cit §i In investigatiile hematologice, deoarece permit concentrarea
si purificarea unor clase particulare de celule limfohematopoietice. In
asemenea conditii, se pot analiza functiile specifice, precum si modifici-
rile fizice ale celulelor limfohematopoietice aparute in timpul diferen-
tierii lor.

Tehnicile de separare celulard sint deosebit de utile, mai ales in stu-
diul acelor subclase celulare, care nu pot fi diferentiate morfologic, cu
toate ca au functii diferite, de exemplu limfocitele timo-dependente (T)
si limfocitele burso-dependente (B). Utilizind populatiile limfocitare ast-
fel separate la diferite teste functionale (de exemplu: testul de stimulare
la mitogene, testul de formare a rozetelor etc.) se pot efectua unele ana-
lize mai exacte, privind caracteristicile si functiile limfocitare T/B, in
scopul interpretirii mai juste a rolului lor imunobiologic si imuno-
patologic (2).

in lucrarea de fatd expunem metodele noastre de separare a limfo-
citelor din singele periferic uman. In elaborarea metodei si, in spetd, in
alegerea unei substante ce ar corespunde drept mediu de flotatie, am
pornit de la metoda autorilor A, Boyum, G. Pretlow, precum si Otto si
Schmidt (3, 4, 5).

Am utilizat o metodd de separare celulard combinatd prin centrifu-
sare diferentiatd, respectiv sedimentare spontand cu dextran, urmati de
separdri simultane de limfocite pe medii de flotatie, in zona valorilor de
(,065—1,091 g/cm?®. Mediul de flotatie Ficoll—Isopaque, utilizat in mod
»bisnuit in laboratoarele din strainatate, a fost substituit de noi cu pro-
lusul farmaceutic romanesc Odiston (U.M.B. Bucuresti). Acest produs,
imilar celor amintite mai sus, nu este toxic §i nu are efect litic asupra
elulelor cu care vine in contact.
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Material gi metodd

1. Probe de singe. Am studiat 15 probe de singe, provenit de la per-
soane de grup 0(I), in virstd de cca 30—45 de ani, clinic si hematologic
normale, Recoltarile de singe le-am efectuat pe solutia stabilizatoare-anti-
coagulantd A.C.D. in raport 1 parte sol. A.C.D. + 9 parti singe in canti-
tate totald de 20 ml.

2. Mediile de flotatie. Am efectuat separari simultane pe 6 medii de
flotatie Odiston adus la densitatea A = 1,065, C = 1,075, E = 1,078,
E'=1,080, J=1,083, K=1,091 g/cm? cu ajutorul apei distilate si la
pH 7,2 cu citeva picaturi de NaOH 5 n.

3. Aparatura. S-a lucrat cu sticlarie siliconatd si cu aparatura”obig-
nuitid a unui laborator clinic. /

4. Prepararea suspensiilor limfocitare. S-a utilizat singe periferic,
proaspéit recoltat. Dupa indepéartarea trombocitelor, prin centrifugare di-
ferentiati, singele integral deplachetat a fost supus unei sedimentari cu
dextran 5% (6). Plasma, bogati in leucocite, s-a centrifugat 5 min. la
2 500 tur./min. Sedimentul leucocitar obtinut s-a resuspendat in sol. salind
de pH 7,2, stratificind pe cele 6 medii de flotatie A, C, E, E’, J, K, toate
de 2 m], cite 1,5 ml suspensie leucocitara, continind fiecare fractiune cca
1,5X107 celule. A urmat apoi o centrifugare de 2 500 tur./min., timp de
20 de minute. Stratul limfocitar format intre coloana mediului de flotatie
si al solutiei saline s-a cules cu minutiozitate, s-a resuspendat si s-a spa-
lat de 2 ori cu sol. Hanks de 7,2 pH. Concentratia celulard doritd s-a ob-
finut de asemenea prin resuspendarea limfocitelor in sol. Hanks.

5. Evaluarea calitativd a populatiilor limfocitare separate cu ajutorul
mediilor de flotatie A, C, E, E°, J, K.

In acest scop am efectuat urmitoarele operatii din cele 6 suspensii
limfocitare:

a) numairitoarea celulelor (pentru aprecierea cantitativa),

b) prepararea frotiurilor microscopice colorate dupd May-Griinwald
si Giemsa (pentru determinarea gradului de puritate limfocitara),

¢) Cu aiutorul testului de citotoxicitate limfocitarda am determinat
procentajul limfocitelor devitalizate in cursul separarilor, dupd metoda

“Terasaki (7). Este cunoscut ci limfocitele devitalizate, datorita membra-

nei lor celulare lezate, nu mai sint capabile s3 excludd colorantul. astfel
ele se coloreazi, reactia de citotoxicitate limfocitard devenind pozitiva (7).

d) Testul de formare a rozetelor spontane a fost utilizat ca test fune-
tional pentru limfocitele separate, spre a pune in evidentd procentajul
limfi citelor ,.rozeti-formatoare* fati de cele ,.rozeti-negativa“. Este cu-
nosctt cd anumite limfocite umane formeazi .in vitro“ aga-numitele
rozete spontane cu hematiile de oaie nesensibilizate (8).

Rezultate -

Datele tabelului reflecti valorile privind calitatea susmimfo-
citare, obtinute cu cele 6 medii de flotatie.

a) Numirul celular limfocitar cel mai crescut, de cca 3% 109, s-a obti-
nut in cazul separarii pe mediul J (1.083 g/cm?). iar cel mai scazut. de
cca 2.5 X 105 cu mediul A (1,065 g/cm?), raportat la cca 20/6 ml singe
integral.

b) La examenul microscopic, in cazul separarilor pe mediile A, C, E,
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E’ J, nu s-au pus in evidentd nici trombocite, nici hematii. Suspensia
limfocitard obtinutad prin separarea pe mediul K (1,091 g/cm?) s-a aratat
a fi contaminati de hematii. Granulocitele s-au pus in evidentd in frac-
tiunile limfocitare A, C, D, E’, J, in cca 812%, Monocitele au rimas in
suspensie in cazul fiecarei separari, in cca 10+4%. Gradul de puritate a
suspensiilor limfocitare ,,A“ a atins, in general, valoarea de 95%. Suspen-
siile limfocitare separate cu mediile C, E, E’ au atins un grad de puritate
de cca 92+2%, iar cele separate pe mediul J nu au atins nici 90%. Sus-
pensiile limfocitare obtinute pe mediul K au fost neinterpretabile.

¢) Procentajul limfocitelor devitalizate de la A, inclusiv E’, nu a de-
pasit valoarea de 10+4%.

d) Populatia limfocitara obtinutd in zona de separare A a aratat acti-
vitate rozeti-formatoare de cca 84—90%. In cazul separirilor pe medii
de flotatie C, E, limfocitele prezentau aceasti activitate in 59+10%, iar
in fractiunile E’, J in cca 45+25%. In fractiunea K nu am obtinut rezul-
tate concludente.

Concluzii

1. Rezultatele obtinute indicd o separare limfocitard optima prin uti-
lizarea Odistonului de 1,077—1,079 g/cm?® densitate. Suspensia limfocitara
la acest mediu de flotatie atinge un grad de puritate controlatd microsco-
pic de cca 92%+2%. Pe frotiul efectuat din suspensia limfocitarid nu se
pun in evidentd nici hematii, nici trombocite. Granulocitele pot fi in-
tilnite in cca 8*2%, iar monocitele in cca 10+£5%. Numarul celulelor
devitalizate in urma procedeului de separare nu depaseste in general va-
lorile de cca 5+3%. Suspensia limfocitard astfel preparatd poate fi utili-
zatd chiar la efectuarea de teste sensibile, ca de exemplu testul de for-
mare a rozetelor, testul de citotoxicitate limfocitara etc.

2. Reproductibilitatea metodei are un indice de 100%, similar altor
metode cunoscute.

3. Suspensia limfocitard poate {i preparati prin metoda aplicati de
noi in cantitdti suficient de mari, chiar si in conditii sterile,

4. Separarea limfocitelor din singele periferic uman prin metoda flo-
tatiei cu Odiston, poate fi recomandatd in scopul prepararii suspensiilor
pure, necesare atit in munca de cercetare, cit si in testarile curente de
serologie limfocitara.”
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