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padowi. Najbardziej wrazliwe sg komérki ukfadu granuloocytéw, na-
tomiast w limfocytach procesy zwyrodnienia przebiegajg = wolniej.

Istnieja badania [28, 29] wykazujace, ze limfocyty sa nie
tylko zdolne przezyé w krwi konserwowanej piynami konserwujgcymi,
ale takze zachowuja swoja funkcje mitotyczng. Badania P e t r a-
kisa -l Qsp. [19] pokazaly, zZe limfocyty krwi konserwowanej
piynem ACD formuiy B, przechowywanej do 22 dni w temperaturze
+4°c, wykazuja w hodowli aktywno$é mitotyczna. podobna jak limfo-
cyty krwi Swiezej. Natomiast guaglino i wsp. [20]
stwierdzili, %Ze w hodowli bez PHA (fitohemaglutyniny) réwniez ob-
serwuje sie proces transformacji limfocytdw, a wzrost liczby bla-
stéw idzie w parze z rozpadem granulocytéw i procesami ich zwy-
rodnienia [28].

Zastosowanie w leczeniu preparatéw zawierajgcych limfocyty
jest doéé szerokie [36], m. in. mozna wymienié leczenie immunode-
presji réznego stopnia i pochodzenia, upo$ledzenie zjawisk odpor-
noéciowych, leczenie chorych z hipoplazjg krwiotwércza, zaburze-
niami aktywnosci i transformacji limfocytéw, wfodzonymi niepra-
widtosciami wetabolizmu limfocytéw prowadzacymi do zaburzen od-
pornoéci komérkowej, itp. Wszystko to jest przyczyna niezbednosci '
tworzenia zapasdéw . preparatdéw zawierajgcych limfocyty z wysoka a-
ktywnoscia biologiczna. '

Jak wykazuja badania, koncentraty krwinek jednojadrzastych
(limfocyty, monocyty) moga by¢é przechowywane w Osoczu au;oloqicz-
nym w temperatufze +4°C w czasie nie dtuzszym jak 48 h, bez zmia-
ny wiasciwosci biologicznych (struktury, zmiany zdolnosci do
transformacji blastycznej) [6, 12]. Metcda giebokiego zamrozenia
pozwala na zatrzymanie proceséw biologicznych w komérce  przez
bardzo diugi okres [6, 33], jednak nie moze byé obecnie stosowana
powszechnie m. in. ze wzgleddw ekonomicznych. Zatem, praktycznym,
poﬁszechnie dostepnym w lecznictwie Zrédiem limfocytéw  mogiaby
byé ludzka krew konserwowana w temperaturze +4 do +6°c, w okresie
dtuzszym jak 48 h.

Nalety.podkreélié, e brak jest w dostepnych doniesieniach
danych dotyczacych badan metabolizmu limfocytdédw w krwi konserwo-
wanej w temperaturze +4 do +6°C, w aspekcie wykorzystania jej ja-
ko zrédio tych krwinek dla lecznictwa, po okresach diuzszych jak
48 h konserwowania. ¢

Celem pracy byia préba \ okre$lenia zmian zawartosci kwaséw nu-
kleinowych DNA i RNA, oraz zmian aktywnosci niektérych  enzyméw
qukleolitycznych, jak: rybonukleaza (RN-aza), dezqksyrybonukleaza
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Najwyzsze zawarto$ci catkowite DNA w porédwnaniu z prébami kon-
trolnymi otrzymano dla piynu CPD + adenina + adenozyna, w 28 dniu
konserwowania. Wzrost byl 45-krotny i znacznie wy#Zszy niz w pozo-
statych piynach konserwujacych. JednoczeSnie zawartosSci DNA limfo-
cytéw w ostatnich dniach konserwowania byly wyzsze w kazdym z za-
stosowanych piynéw konserwujgcych od warto§ci kontrolnych.

otrzymano takze istotne statystycznie zmiany zawartoéci caiko-
witej RNA, ktére podobnie jak dla DNA s najwigksze w odniesieniu
do piynu CPD + adenina + adenozyna w okresie od 21 do 28 dnia kon-
serwacji. W ACDf.B obserwuje sie, odmiennie od pozostaiych, sy-
stematyczny spadek zawartosci RNA, az do wartosci nizszych od wyj-
sciowych w ostatnich dniach konserwaciji.

Zdjecia obrazoéw limfocytdédw w mikroskopie $wietlnym, izolowa-
nych po réznych czasach konserwowania krwi ludzkiej, w omawianych
piynach konserwujacych wykazuja wyrazne zmiany morfelogiczne (zwig-
kszanie rozmiaréw komérek, rozpulchnienie jadra), zaleznie od cza-
su przechowywania i piynu konserwujacego (rys. 3). 2Zmiany te pray-
pominaja zmiany w limfocytach stymulowanych mitogenami.

G O . 28 42

Rys. 3. Zdjecia z mikroskopu $wietlnego limfoecytdw z ludzkiej krwi obwodowej:
I - piyn ACDf.B; 1II - CPD; TII - CPD + Ade + Ado; 0, 7, 14, 21, 28, 42 - dni
v konserwacji

Fig. 3. Light microscope picture of the lymphocytes isolated from human peri-
pheral blood. Conserving fluids: I - ACDf.B; II - CPD, III - CPD + Ade + Ado.
Conservation time: 0, 7, 14, 21: 28, 42, days
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Rys. 6. Wplyw przechowywania ludzkiej
krwi obwodowej w réznych piynach kon-
serwujacych na aktywnos$é FK limfocytéw

-x- ptyn ACDf.B; -A- piyn CPD; -0O-
piyn CPD + Ade + Ado

Fig. 6. Effect of the storage of human

peripheral blood conserved in diffe-

rent fluids on FK activity in lympho-
cytes

-x- conserving fluid ACDf.B; -A- con-
serving fluid CPD; -D-¢onserving fluid
CPD + Ade + Ado

Najnizsze wartosci, bez wyraZnego maksimum,
Dla piynu ACDf.B stwierdza sie staily,

CPD.
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Rys. 7. Wpiyw przechowywania ludzkiej

krwi obwodowej w réznych piynach kon-

serwujgcych na aktywnosé DN-azy w lim-
“ focytach

-x- ptyn ACDf.B; -A-piyn CPD; - O-piyn

: CPD + Ade + Ado

Fig. 7. Effect of the storage of human

peripheral blood conserved in diffe-

rent fluids on DN-ase activity in lym-
phocytes

-x- conserving fluid ACDf.B; -/\- con-
serving fluid CPD; -~DO-conserving fluid
CPD + Ade + Ado

wystepuja w piynie
réwnomierny przyrost

aktywnoéci, z jej maksimum w 14 dniu konserwowania. W piynie CPD +

adenozyna + adenina wystepuje

poczatkowo obnizenie aktywnosci, a
nastepnie bardzo szybkie przyrosty az do 42 dnia

konserwowania.

zaobserwowano wzrost aktywnosci/ FK limfocytéw w miare uplywu
czasu konserwacji krwi we wszystkich rodzajach uzytych piynéw kon-

serwujgcych.

Zmienny przebieg i réznice aktywnosci w
konserwowania przedstawia rys. 7.

‘warunkach
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Wyniki niniejszych badan nie sugeruja jasno tylko uszkodzen
fizyko-chemicznych komérek limfocytarnych i dalszych nastepstw -
destrukcji w miare upiywu czasu konserwowania krwi. Swiadczy o
tym znaczne zwigkszenie zawarto$ci DNA i RNA w limfocytach krwi
konserwowanej piynem CPD + adenina + adenozyna. ‘2wiqkszenie doty~-
czy szczegblnie dIuzszych okreséw przechowywania: 14-21-28 dni.

Powstaje wiec pytanie: co moze byé przyczyng tego zjawiska?
Limfocyty ludzkiej Xkrwi obwodowej 'w warunkach "in vive" i "in
vitro" jako komérki spoczynkowe charakteryzuja sie m. in. maig
wydajnoscia syntezy kwaséw nukleinowych. Sytuacja ta ulega zmia-
nie w czasie stymulacji tych komérek czynnikami mitogenowymi.

W limfocytach krwi konserwowanej piynem CPD + adenina + ade-
nozyna obserwujemy znaczne zwigkszenie zawartosci DNA. Moze to
Swiadczyé o wzmozonej replikacji w cyklu komér&owym tych limfocy-
téw, . aczkolwiek znacznie mniejszej w poréwnaniu z limfocytami
stymulowanymi mitogenami [13, 31].

Wzrost zawartoSci RNA w tych lamych'warunkach jest takze niz-
szy w pordwnaniu ze stymulacja mitogenami, co moze Swiadczyé tu-
taj o uposledzonej Jjego syntezie, a zawarto§é calkowita moze byé
funkcja szybkosci syntezy i degradacji RNA.

Uzyskany obraz zmian "zawartosci kwasédw nukleinowych skania
do przypuszczen, 2ze w limfocytach krwi konserwowanej piynem CPD +
+ adenina + adenozyna moze zachodzié jakié szczegdlny typ stymula-
cji, poxaczony z niewatpliwie toczacymi sig tam procesami degra-
dacji i destrukcji komérek. Jednakze, "stymulacja" ta w pordéwna-
niu ze stymulacjq mitogenami jest znacznie wolniejsza i rozgiq-
gnieta w czasie. Potwierdzajg to otyzymane obrazy mikroskopowe
limfocytdéw (rys. 3). s

Istniajq badania [16] sugerujace, ze mozliwy jest dodatkowy
wpiyw: erytrocytéw, granulocytéw, trombocytéw i autologicznego
osocza na odpowiedZ mitogenowg limfocytéw. Prawdopodobnym czynni-
kiem stymulujqcym moze byé teZz opisany przez T.ehis 2 z e-
wskiego i wsp. [25, 26, 27] oraz Vischera i
wsp. [32] czynnik bialkowy uwalniany z komérek granulocytéw W

~czasie ich rozpadu i stymulujacy limfocyty allogeniczne do komérek
blastycznych. Stwierdzono tez [28], 2Ze im szybciej zmniejsza sig
liczba granulocytéw segmentowanych, tym szybciej odsetek komérek
blastycznych osiaga swoje maksimum zaréwno w hodowli, Jjak 1 w
krwi konserwowanej piynem ACD. Ponadto zaobserwowano, iz po u-
przednim usunieciu z hodowli granulocytéw wszystkie mate limfo-
cyty ulegaja powiekszeniu. '
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Biorac pod uwage dotychczasowe stwierdzenia nalezy wysungé su-
gestie o prawdopodobnym wpiywie granulocytéw w czasie konserwowa-
nia krwi piynami konserwujgcymi uzytymi w przedstawionej pracy
(szczegbélnie z zastosowaniem piynu CPD + adenina + adenozyna) na
zachowanie sie limfocytéw. Miedzy 2 a 3 tygodniem konserwaciji
rozpad granulocytéw jest najwigkszy i po tym czasie obserwuje sie
istotne, skorelowane zmiany, jak: zwigkszenie catkowitej zawar-
tosci kwasédw nukleinowych i zmiany morfologiczne, tj. zwigkszanie
rozmiaréw komérek i rozpulchnienie jadra.

Istnieja liczne doniesienia o wzroscie aktywnosci takich en-
zyméw jak: RN-aza, DN-aza, FK w limfocytach stymulowanych "in
vitro" ‘[1, 2, 3, 7, 8, 10, 14, 15, 17, 34]. BuUsen i wsp.
stwierdzili wzrost aktywnosci RN-azy i jednoczesng syntezg DNA
[4]. Natomiast Ophir i wsp. [18]) oraz S lor i wsp.
[24] stwierdzili wzrost syntezy DNA wraz z przyrostem aktywnosci
DN-azy. Badania Greena réwniez potwierdzily zmiany aktywnosci
kwagnych hydrolaz lizosomu (w tym RN-azy i FK) w czasie stymula-
cji [7]. Sugeruje sie takze, 2Ze uwalnianie FK do cytoplazmy sty-
muluje derepresie spoczynkowych limfocytéw [9].

Poréwnujac dane literaturowe 2z otrzymanymi wynikami badan a-
ktywnoci enzyméw: RN-azy, DN-azy i FK 2z homogenatu limfocytéw
krwi konserwowanej, znajdujemy pewng analogie w odniesieniu do
wynikéw z piynu CPD + adenina + adenozyna, bowiem zwigkszanie za-
wartosci DNA (w mniejszym stopniu RNA) jest tutaj réwnolegile ze
wzrostem aktywnosci DN-azy i FK. Nie widaé tej réwnolegiosci w
odniesieniu do RN-azy. ‘

Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna sugerowaé celowosé
dalszych badafi w kierunku wykorzystania ludzkiej krwi konserwowa-
nej piynem CPD + adenina + adenozyna ‘do ok. 14 dnia przechowywa-
nia w temperaturze +4 do +6°C, jako Zrédia limfocytéw dla celéw
terapeutycznych. Wskazuja na to wyniki zachowania’,iq tych komé-
rek w czasie konserwowania, tj. utrzymanie wzglednie stabilnej
catkowitej zawarto$ci kwaséw nukleinowych DNA i RNA oraz otrzyma-
ne obrazy morfologiczne.
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INFLUENCE OF BLOOD CONSERVATION ON NUCLEIC ACIDS CONTENT
AND ACTIVITY OF NUCLEOLYTIC ENZYMES
IN HUMAN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

The lymphocytes from human peripheral blood of healthy donors stored from

4°C to 6°C in three different conserving fluids of the following composition:
1) ACDf.B: 0.045 M trisodium citrate, 0.025 M citric acid, 0.035 M glucose,
pH = 4.9; 2) CPD: 0.088 M trisodium citrate, 0.015 M citric acid 0.139 M glu-
cose, 0.158 M sodium phosphate, pH = 5.63; 3) CPD with the addition of adeni-






