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1 ,  Z A Ł O Ż E N I A  I  C E L  P R A C Y  

M a k r o f a g i  s ą  k o m ó r k a m i ,  b i o r ą c y m i  u d z i a ł  w  r ó ż n y c h  e t a -
ł 

p a c h  p r o c e s ó w  o d p o r n o ś c i o w y c h .  O k r e ś l o n o  s z e r e g  i c h  c z y n n o ś 

c i ,  z a r ó w n o  i n  v i v o  j a k  i  i n  v i t r o .  P o d s t a w o w e  i c h  f u n k c j e  

i n  v i v o  t o :  f a g o c y t o z a  s u b s t a n c j i  c z ą s t e c z k o w y c h  i  r o z p u s z 

c z a l n y c h  / 1 7 , 1 8 / ,  k o m p l e k s ó w  a n t y g e n  -  p r z e c i w c i a ł o  / 6 i / ,  w y 

c h w y t y w a n i e  i  p r z e t w a r z a n i e  a n t y g e n u  / 9 8 , 1 1 0 / ,  d e g r a d a c j a  

a n t y g e n u  d o  p o s t a c i  n i e i m m u n o g e n n y c h  / 2 9 / f  w y t w a r z a n i e  i  w y 

d z i e l a n i e  s u b s t a n c j i ,  r e g u l u j ą c y c h  p r o c e s y  o d p o r n o ś c i o w e ,  w  

t y m  k o m p o n e n t  d o p e ł n i a c z a  C 4 ,  C 2 ,  C 3  / 7 0 / ,  i n t e r f e r o n u ,  l i z o -

z y m u  o r a z  e n z y m ó w ,  z d o l n y c h  d o  o d d z i a ł y w a n i a  n a  b i a ł k a  z e w n ą t r z -

k o m ó r k o w e  / 1 1 2 ,  1 2 6 ,  1 2 7 / ,  c z y n n o ś ć  b a k t e r i o b ó j c z ą  i  b a k t e r i o -

s t a t y c z n ą  / 4 ,  8 6 ,  9 5 / .  W  w a r u n k a c h  i r i  v i t r o ,  m a k r o f a g i  f a g o -

c y t u j ą  s u b s t a n c j e  c z ą s t e c z k o w e  / 3 9 , 4 1 / ,  k o m p l e k s y  i m m u n o l o 

g i c z n e  / 1 , 1 1 8 / ,  w y c h w y t u j ą  i  r o z k ł a d a j ą  s u b s t a n c j e  a n t y g e n o w e  

/ 8 4 / ,  w y k a z u j ą  n i e s p e c y f i c z n ą  c y t  o t o k s y c z n o ś ć  w  s t o s u n k u  d o  

r ó ż n y c h  k o m ó r e k  d o c e l o w y c h ,  w  t y m  n o w o t w o r o w y c h  / 4 6 , 4 7 , 5 5 / ,  

n i s z c z ą  d r o b n o u s t r o j e  / 4 / ,  p o  " u z b r o j e n i u "  s p e c - y f i c z n y m i  

p r z e c i w c i a ł a m i ,  w y k a z u j ą  w y s o k ą  c y t o t o k s y c z n o ś ć ,  ś c i ś l e  u k i e 

r u n k o w a n ą  / 3 1 , 8 7 / ,  w p ł y w a j ą  a k t y w i z u j ą c o  n a  l i m f o c y t y  / 1 1 6 , 1 3 0 / .  

Z a r ó w n o  b a d a n i a  n a d  c z y n n o ś c i ą  m a k r o f a g ó w  i n  v i v o  i  i n  

v i t r o ,  j a k  i  p r ó b y  p o d a w a n i a  i c h  w  c e l a c h  l e c z n i c z y c h ,  w y m a 

g a j ą  u z y s k a n i a  d u ż y c h ,  ś c i ś l e  o k r e ś l o n y c h  p o p u l a c j i ,  n i e  z m i e 

n i a j ą c y c h  s w y c h  w ł a ś c i w o ś c i  w  c z a s i e  p r o w a d z o n e j  s e r i i  b a d a ń .  

M u s z ą  t o  b y ć  k o m ó r k i  o  z n a n e j ,  w  n i e k t ó r y c h  s y t u a c j a c h  n a w e t  

z a p r o g r a m o w a n e j  a k t y w n o ś c i  i  s p e c y f i c z n o ś c i  / 7 9 / .  

D l a  d y s p o n o w a n i a  o d p o w i e d n i m i  s t a n d a r d o w y m i  f r a k c j a m i  

m a k r o f a g ó w j  z  d u ż ą  l i c z b ą  k o m ó r e k ,  n a j o d p o w i e d n i e j s z ą  m e t o d ą  
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w y d a j e  s i ę  j e s t  p r z e c h o w y w a n i e  i c h  w  n i s k i c h  t e m p e r a t u r a c h .  

K o r z y ś c i ,  w y n i k a j ą c e  z  p o s i a d a n i a  w ł a ś c i w e j  m e t o d y  p r z e c h o w y 

w a n i a  b y ł y b y  o c z y w i s t e .  I  t a k  p o w t a r z a l n y  p o z i o m  c y  t o t  o k s y c z - r  

n o ś c i  p r z e c h o w y w a n y c h  m a k r o f a g ó w ,  s p e ł n i a j ą c y c h  r o l ę  k o m ó r e k  

e f e k t o r o w y c h ,  p o z w o l i ł b y  n a  o k r e ś l e n i e  c z y  z m i a n y  w  u w a l n i a n i u  

p i e r w i a s t k ó w  r a d i o a k t y w n y c h ,  k t ó r y m i  z n a k o w a n o  k o m ó r k i  d o c e l o 

w e ,  d o t y c z ą  z m i a n  w  a k t y w n o ś c i  k o m ó r e k  e f e k t o r o w y c h ,  c z y  r ó ż 

n i c  w  z d o l n o ś c i  n i s z c z e n i a  l u b  a n t y g e n o w o ś c i  k o m ó r e k  d o c e l o 

w y c h  / 5 1 / „  U ż y c i e  s t a ł e j  p u l i ,  p r z e c h o w y w a n y c h  m a k r o f a g ó w ,  

s p o w o d o w a ł o b y  e l i m i n a c j ę  r ó ż n i c  p o m i ę d z y  k o m ó r k a m i ,  p o b i e r a n y 

m i  w  p o s z c z e g ó l n y c h  o k r e s a c h  c z a s u ,  d l a  z b a d a n i a  t y c h  s a m y c h  

p a r a m e t r ó w  / 4 9 / .  

J e ś l i  i s t n i e j ą  n i e z g o d n o ś c i  w y n i k ó w  p o m i ę d z y  m a k r o f a g a m i ,  

u z y s k i w a n y m i  w  r ó ż n y c h  o d s t ę p a c h  c z a s u ,  p r z y  j e d n o c z e s n y m  b r a 

k u  r ó ż n i c  m i ę d z y  m a k r o f a g a m i  z a m r o ż o n y m i ,  s t a n o w i ą c y m i  s t a n 

d a r d o w ą  p u l ę ,  m o ż n a b y  w n i o s k o w a ć ,  i ż  r ó ż n i c e ,  p o m i ę d z y  p o s z c z e 

g ó l n y m i  o c e n a m i  m a k r o f a g ó w ,  d o t y c z y ł y  b ł ę d ó w  t e c h n i c z n y c h ,  a  

n i e  b y ł y  z w i ą z a n e  z e  z j a w i s k a m i  b i o l o g i c z n y m i *  

T a k  w i ę c ,  k r i o p r ę z e r w a ć  j a  k o m ó r e k ,  o c e n i a n y c h  w  t r a k c i e  

d ł u g o t r w a ł y c h  t e s t ó w ,  p o z w o l i ł a b y  e l i m i n o w a ć  z m i e n n o ś ć ,  z w i ą 

z a n ą  z  p r o b l e m a m i  t e c h n i c z n y m i  p r z y  p o b i e r a n i u  k o m ó r e k ,  d a w a ł a 

b y  w i ę c  p o w t a r z a l n o ś ć  w y n i k ó w .  

Z a m r o ż o n e  m a k r o f a g i  m o g ł y b y  b y ć  t a k ż e  u ż y t e  d o  z m i a n  u k ł a 

d ó w  k o m ó r k o w y c h ,  p o p r z e z  s e l e k t y w n e  w z b o g a c a n i e  o k r e ś l o n y c h  

p o p u l a c j i  k o m ó r e k ,  o r a z  p o p r z e z  z m i a n y  s t r u k t u r y  p o w i e r z c h n i o 

w e j ,  c o  w i ą z a ł o b y  s i ę  z e  z m i a n a m i  z d o l n o ś c i  w i ą z a n i a  s u b s t a n c j i  

i  k o m ó r e k ,  a  b y ć  m o ż e  t a k ż e  z m i a n a m i  a n t y g e n o w o ś c i  / 2 6 / .  

W ś r ó d  t e c h n i k  i m m u n o l o g i c z n y c h  b r a k  j e s t  s k u t e c z n e j  i  p o 

w t a r z a l n e j  m e t o d y  d ł u g o t r w a ł e g o  p r z e ć h o w y w a n i a  m a k r o f a g ó w .  
http://rcin.org.pl



W y n i k a  t o  z a p e w n e  z  f a k t u ,  i ż  t e c h n i k i  k r i o p r e z e r w a c j i  k o 

m ó r e k  j ą d r z a s t y c h  s ą  j e s z c z e  w  s t a d i u m  d o ś w i a d c z a l n y m ,  a  t a k -

ż e  z e  s p e c y f i c z n y c h  t r u d n o ś c i ,  j a k i e  s t w a r z a j ą  s a m e  m a k r o f a g i  

t j .  i c h  d u ż a  m a s a  k o m ó r k o w a ,  r ó ż n e  s t a d i a  a k t y w n o ś c i ,  a  w i ę c  

z m i a n y  c h e m i c z n e  w  k o m ó r c e ,  p o w o d u j ą c e  m o d y f i k a c j ę  o p t y m a l 

n y c h  s z y b k o ś c i  c h ł o d z e n i a  i  o g r z e w a n i a  p o  p r z e c h o w y w a n i u ,  a  

t a k ż e  ł a t w e  p r z y l e g a n i e  d o  o b c y c h  p o w i e r z c h n i .  

B i o r ą c  p o d  u w a g ę  m o ż l i w o ś ć  s t a n d a r y z a c j i  o k r e ś l o n e j  p u l i  

k o m ó r e k  f a g o c y t a r n y c h ,  w  Z a k ł a d z i e  C h i r u r g i i  T r a n s p l a n t a c y j 

n e j  C e n t r u m  M e d y c y n y  D o ś w i a d c z a l n e j  i  K l i n i c z n e j  P A N ,  p o w s t a ł a  

m y ś l  a b y  o p r a c o w a ć  m e t o d ę  d ł u g o t r w a ł e g o  p r z e c h o w y w a n i a  m a k r o 

f a g ó w .  

C e l e m  m o j e j  p r a c y  b y ł a :  

1 .  A d a p t a c j a  m e t o d ,  s t o s o w a n y c h  w  k r i o p r e z e r w a c j i  k o m ó r e k  

z w i e r z ę c y c h  w  t e m p .  -  1 9 6 ° C  d o  p r z e c h o w y w a n i a  m a k r o f a g ó w  

o t r z e w n o w y c h  m y s z y .  

2 .  S p r a w d z e n i e  j a k i  w p ł y w  m a  z a s t o s o w a n y  p r o c e s  z a m r a ż a n i a  i  

r o z m n a ż a n i a  m a k r o f a g ó w  n a  i c h  f u n k c j e  b i o l o g i c z n e .  

3 .  Z b a d a n i e  j a k i e  z n a c z e n i e  m a  d ł u g o ś ć  o k r e s u  p r z e c h o w y w a n i a  

w  t e m p .  - 1 9 6 ° C  n a  b i o l o g i c z n e  f u n k c j e  m a k r o f a g ó w «  

P r a c a  z o s t a ł a  w y k o n a n a  p r z y  w s p ó ł p r a c y  z  Z a k ł a d e m  N i s k i c h  

T e m p e r a t u r  C e n t r a l n e g o  O ś r o d k a  T e c h n i k i  M e d y c z n e j .  
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2 .  P R Z E G L Ą D  P I Ś M I E N N I C T W A  

M a k r o f a g i  o d g r y w a j ą  r o l ę  r e g u l a c y j n ą  w  o d p o w i e d z i  i m m u 

n o l o g i c z n e j  / 1 1 1 , 1 1 7 / .  B i o r ą  u d z i a ł  w  c h e m i c z n y m  i  p r z e s t r z e n 

n y m  p r z y g o t o w a n i u  a n t y g e n u ,  k t ó r y  w  s w o j e j  n a t y w n e j  f o r m i e  

j e s t  s ł a b o  i m m u n o g e n n y  d l a  l i m f o c y t ó w  / 9 8 / ,  w s p ó ł d z i a ł a n i e  

k o m ó r e k  T  i  B  / 2 8 / ,  g e n e r a c j ę  k o m ó r e k  c y t  o t o k s y c z n y c h  / 1 1 5 / .  

O b e c n o ś ć  m a k r o f a g ó w  z n a c z n i e  p o d n o s i  z d o l n o ś ć  k o m ó r e k  i m m u n o 

l o g i c z n i e  k o m p e t e n t n y c h  d o  o d p o w i e d z i  ń a  a n t y g e n y  n i e z g o d n o ś c i  

t k a n k o w e j  / 8 2 / ,  a n t y g e n y  i  m i t o g e n y ,  W  o b e c n o ś c i  l i m f o c y t ó w  

i  a n t y g e n u  m a k r o f a g i  w y k a z u j ą  z d o l n o ś c i  b a k t e r i o b ó j c z e  / 4 , 8 6 / ,  

s ą  c y t o t o k s y c z n e  w  s t o s u n k u  d o  k o m ó r e k  n o w o t w o r o w y c h  / 1 9 / .  

M a k r o f a g i  b i o r ą  u d z i a ł  w  z j a w i s k a c h ,  z w i ą z a n y c h  z  z a p a l e n i e m  

/ 1 7 , 1 8 , 2 9 / ,  o p ó ź n i o n ą  n a d w r a ż l i w o ś c i ą  / 1 3 2 / ,  a u t o a g r e s j ą  

/ 6 9 , 8 2 / .  W y t w a r z a j ą  s z e r e g  s u b s t a n c j i ,  a k t y w n y c h  b i o l o g i c z n i e  

t j .  l i z o z y m ,  s k ł a d n i k i  d o p e ł n i a c z a  / 1 7 / ,  p y r o g e n  / 7 / ,  e n z y m y  

p r o t e o l i t y c z n e :  k o l a g e n a z ę  i  e l a s t a z ę  / 1 1 2 , 1 2 6 , 1 2 7 / ,  a k t y w a 

t o r  p l a z m i n o g e n u  / 1 1 4 / .  

P o c h o d z e n i e  m a k r o f a g ó w  i  i c h  

k i n e t y k a .  I s t n i e j e  s z e r e g  h i p o t e z ,  d o t y c z ą c y c h  p o c h o 

d z e n i a  m a k r o f a g ó w .  N a j b a r d z i e j  p r a w d o p o d o b n ą  w y d a j e  s i ę  

t e o r i a  p o w s t a w a n i a  f a g o c y t ó w  j e d n o j ą d r z a s t y c h  z  k o m ó r k i  p n i a  

p o p r z e z  m o n o b l a s t ,  p r o m o n o c y t  i  m o n o c y t ,  k t ó r y  o p u s z c z a  s z p i k  

k o s t n y  i  z  k r w i ą  o b w o d o w ą  p r z e d o s t a j e  s i ę  d o  t k a n e k .  T u  d o j 

r z e w a  o n  o s t a t e c z n i e  i  n a b y w a  w ł a ś c i w o ś c i ,  c h a r a k t e r y s t y c z 

n y c h  d l a  ś r o d o w i s k a  d a n e j  t k a n k i ,  s t a j ą c  s i ę  m a k r o f a g i e m .  
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-  K  -

SZPIK KOSTNY KREW TKANKI 

KOMORKA MONO- PROMONO- MONOGYTMONOCYÜMAKROFAG 
PNIA -BLAST -CYT 

Ryc ina  1 .  Schemat  pows tawan ia  f agocy t ó w  j e d n o j ą d r z a s t y c h  
/ w g  V a n  F u r t h ' a  / 3 0 / /  

W  o g n i s k a c h  z a p a l n y c h  p o j a w i a  s i ę  d u ż a  i l o ś ć  m o n o c y t ó w ,  m i 

g r u j ą c y c h  z  k r w i  p o p r z e z  p r z e s t r z e n i e  m i ę d z y  ś r ó d b ł o n k i e m  

k a p i l a r ó w  ź y l n y c h .  D o p ł y w  m o n o c y t ó w  j e s t  s t a ł y  i  t r w a  p r z e z  

c a ł y  o k r e s  z a p a l e n i a .  M o n o c y t y  p r z e k s z t a ł c a j ą  s i ę  w  m a l c r o -

f a g i ,  z w i ę k s z a  s i ę  i c h  a k t y w n o ś ć  f a g o c y t a r n a .  

V a n  F u r t h  / 2 9 /  p r z e d s t a w i ł  s c h e m a t ,  d o t y c z ą c y  w y t w a r z a n i a  

m o n o c y t ó w  w  s z p i k u  k o s t n y m ,  i c h  p r z e c h o d z e n i e  p r z e z  ł o ż y s k o  

n a c z y n i o w e  k r w i  i  m i g r a c j ę  d o  j a m y  o t r z e w n o w e j ,  w  s t a n i e  

f i z j o l o g i c z n y m  i  w  c z a s i e  o s t r e g o  p r o c e s u  z a p a l n e g o .  

S z p i k  k o s t n y  K r e w  o b w o d o w a  J a m a  o t r z e w n a  
I l o ś ć  w y  t w o -  D o p ł y w  i n o -  O d p ł y w  m o -  I l o ś ć  m a k r o -
r z o n y c h  m o -  n o c y t ó w  n o c y t ó w  f a g ó w  
n o c y t ó w  

S t a n  
f i z j .  2 0 , 9  x  1 0 5  1 3 , 6  x  1 0 5  7 , 4  x  l o '  0 , 6  x  1 0 v  

Z a p a l e n i e  3 4 , 5  x  1 0 5  2 7 , 5  x  1 0 5  1 3 , 5  x  1 0 5  6 , 3  x  1 0 *  
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W i e l u  a u t o r ó w  u w a ż a ,  ż e  f a g o c y t y  j e d n o j ą d r z a s t e  m o g ą  o d 

n a w i a ć  p o p u l a c j ę  k o m ó r e k  w e  w ł a s n y m  z a k r e s i e  / 3 0 , 7 5 , 1 0 3 , 1 0 8 /  

i  ż e  g ł ó w n y m  ź r ó d ł e m  m a k r o f a g ó w  j e s t  p r o l i f e r a c j a  n a  d r o d z e  

m i t o z y .  T r u d n o  o k r e ś l i ć  j a k i  u d z i a ł  w  p o p u l a c j i  m a k r o f a g ó w  

s t a n o w i ą  k o m ó r k i ,  p o w s t a ł e  d r o g ą  p o d z i a ł ó w .  W i a d o m o  n a t o m i a s t ,  

ż e  z a r ó w n o  m i g r a c j a  m o n o c y t ó w  j a k  i  p r o l i f e r a c j a  m a k r o f a g ó w  

n i e  s ą  p r o c e s a m i  s p o n t a n i c z n y m i .  W  c z a s i e  z a p a l e n i a  p o j a w i a  

s i ę  s w o i s t y  c z y n n i k ,  k t ó r y  m a  z d o l n o ś ć  u w a l n i a n i a  m o n o c y t ó w  

z e  s z p i k u  k o s t n e g o  / 3 0 / .  P o d o b n i e ,  i s t n i e j e  c z y n n i k ,  i n i c j u 

j ą c y  m i t o z ę  m a k r o f a g ó w  o t r z e w n o w y c h  / 1 0 8 / .  

H e t e r o g e n  n o ś ć  f u n k c j o n a l n a  m a k r o 

f a g ó w  

M a k r o f a g i ,  w y s t ę p u j ą c e  w  r ó ż n y c h  t k a n k a c h ,  w y k a z u j ą  r ó ż n i c e  

b i o c h e m i c z n e ,  m o r f o l o g i c z n e  i  f u n k c j o n a l n e .  R ó ż n i c e  t e  d o t y 

c z ą  i n d y w i d u a l n y c h  c e c h ,  j a k i c h  n a b y w a j ą  k o m ó r k i  p o d  w p ł y w e m  

m i k r o ś r o d o w i s k a  o k r e ś l o n e j  t k a n k i .  N p .  m a k r o f a g i  p ł u c  z a w i e 

r a j ą  w i ę c e j  e n z y m ó w  l i z o s o r a a l n y c h  n i ż  m a k r o f a g i  o t r z e w n o w e ,  a  

m i m o  t e g o  i c h  a k t y w n o ś ć  b a k t e r i o b ó j c z a  j e s t  n i ż s z a  w  p o r ó w n a 

n i u  z  f a g o c y t a m i  o t r z e w n e j  / 8 1 / .  T r z y k r o t n i e  m n i e j s z e  p o w i 

n o w a c t w o  b ł o n y  c y t o p l a z m a t y c z n e j  m a k r o f a g ó w  p ł u c  d o  o p ł a s z c z o -

n y c h  e r y t r o c y t ó w  b a r a n a  n i ż  w  p r z y p a d k u  f a g o c y t ó w  o t r z e w n o w y c h ,  

t ł u m a c z y  s i ę  r ó ż n i c a m i  a n t y g e n o w y m i  p o m i ę d z y  s p e c y f i c z n y m i  

a n t y g e n a m i  p o w i e r z c h n i o w y m i  t y c h  d w ó c h  g r u p  m a k r o f a g ó w  / 9 3 / .  

B r a k  o d p o w i e d z i  f a g o c y t ó w  p ł u c n y c h  n a  c z y n n i k ,  h a m u j ą c y  m i 

g r a c j ę ,  w y n i k a  z  b r a k u  e k s p r e s j i  r e c e p t o r a  d l a  M I F - u ,  p r z y  p o 

z y t y w n e j  o d p o w i e d z i  m a k r o f a g ó w  o t r z e w n o w y c h  / 1 0 9 / .  
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R ó ż n o r o d n o ś ć  m a k r o f a g ó w  d o t y c z y  t a k ż e  i c h  f u n k c j i  i m m u 

n o l o g i c z n y c h .  J e d n e  k o m ó r k i  o d g r y w a j ą  r o l ę  w  i n d u k c j i  o d p o 

w i e d z i  i m m u n o l o g i c z n e j  / 9 8 / ,  i n n e  s p e ł n i a j ą  r o l ę  " u p r z ą t a c z y " ,  

d e g r a d u j ą c  a n t y g e n  d o  p r o d u k t ó w  n i e  i m m u n o g e n n y c h  / 2 9 , 1 0 9 / .  

N p .  m a k r o f a g i  w ą t r o b o w e  n i e  b i o r ą  u d z i a ł u  w  i n d u k c j i  i m m u n o 

l o g i c z n e j  / 9 / .  M i m o  i ż  f a g o c y t o z a  a n t y g e n u  w  k o m ó r k a c h  K u p f f e r ć  

j e s t  d w u n a s t o k r o t n i e  w i ę k s z a  n i ż  w  m a k r o f a g a c h  ś l e d z i o n o w y c h ,  

m a k r o f a g i  x v ą t r o b y  n i e  s ą  w  s t a n i e ,  f u n k c j o n a l n i e ,  z a s t ą p i ć  

f a g o c y t ó w  ś l e d z i o n o w y c h  p o  s p l e n e k t  o r n i  i ,  g d y ż  z d o l n e  s ą  t y l k o  

d o  s e k w e s t r a c j i  a n t y g e n u ,  a  n i e  d o  p r e z e n t a c j i  g o  l i m f o c y t o m  

/ 1 0 9  / .  

M a k r o f a g i  m o g ą  w y k a z y w a ć  t a k ż e  h e t e r o g e n n o ś ć  f u n k c j o n a l n ą  

w  o b r ę b i e  t e g o  s a m e g o  n a r z ą d u ,  w  z a l e ż n o ś c i  o d  m i e j s c a  l o k a 

l i z a c j i  i  p o w i ą z a n i a  z  i n n y m i  k o m ó r k a m i .  N p #  a n t y g e n ,  w  w ę 

z ł a c h  c h ł o n n y c h  s z c z u r a ,  j e s t  p o c z ą t k o w o  z w i ą z a n y  z  m a k r o f a —  

g a m i  c z ę ś c i  r d z e n n e j  w ę z ł a  i  p o z o s t a j e  t a m  p r z e z  p e w i e n  o k r e s  

c z a s u ,  a  n a s t ę p n i e  p o j a w i a  s i ę  w  g r u d k a c h  k o r y ,  z w i ą z a n y  z  

m a k r o f a g a m i  d e n d r y t y c z n y m i  / 1 1 9 / .  P o d o b n e  o b s e r w a c j e  p o c z y 

n i o n o  w  ś l e d z i o n i e  / 4 4 / ,  g d z i e  a n t y g e n  j e s t  p o c z ą t k o w o  z w i ą 

z a n y  z  m a k r o f a g a m i  m i a z g i  c z e r w o n e j ,  a  p ó ź n i e j  p o j a w i a  s i ę  

w  m a k r o f a g a c h  d e n d r y t y c z n y c h  g r u d e k  c h ł o n n y c h  ś l e d z i o n y .  M a 

k r o f a g i  d e n d r y t y c z n e  r ó ż n i ą  s i ę  o d  i n n y c h  z d o l n o ś c i ą  s t y m u l a 

c j i  l i m f o c y t ó w ,  i c h  w y p u s t k i  m a j ą  ś c i s ł y  k o n t a k t  z  l i m f o c y t a 

m i  B .  

C h a r a k t e r y s t y k a  m a k r o f a g ó w  o  -

t r z e w n o w y c h .  M a k r o f a g i  j a m y  o t r z e w n o w e j  r ó ż n i ą  

s i ę  m i ę d z y  s o b ą  n i e  t y l k o  p o c h o d z e n i e m  / 3 0 / .  Z  b a d a ń  D a e m s  a  

/ 1 6 /  w y n i k a ,  ż e  p o m i ę d z y  f a g o c y t a m i  o s i a d ł y m i  a  m a k r o f a g a m i ,  
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p o w s t a ł y m i  w  w y n i k u  r ó ż n i c o w a n i a  s i ę  m o n o c y t ó w ,  w  p r o c e s i e  

zapa lnym,  i s tn ie ją  różnice  metabol iczne  i  cytochemiczne,  d o 

t y c z ą c e  r o z m i e s z c z e n i a  e n z y m ó w  / 1 2 8 / „  H e t e r o g e n n o ś ć  p o p u l a c j i  
ł 

r a a k r o f a g ó w  o t r z e w n o w y c h  z o s t a ł a  u d o w o d n i o n a  p o p r z e z  r o z d z i a ł  

k o m ó r e k  w y s i ę k u  o t r z e w n o w e g o  / P E C /  k r ó l i k a  n a  g r a d i e n c i e  a l 

b u m i n y  b y d l ę c e j  / 1 1 7 /  c z y  f i k o l u  / 1 1 8 / .  W y r ó ż n i a  s i ę  t r z y ,  

f u n k c j o n a l n i e  r ó ż n e  t y p y  k o m ó r e k .  W  p i e r w s z e j  i n t e r f a z i e  

g r a d i e n t u  p o z o s t a j ą  k o m ó r k i  z  w i d o c z n ą  z a w a r t o ś c i ą  o l e j u  m i 

n e r a l n e g o  w  c y t o p l a ź m i e ,  p o c h o d z ą c e g o  z  w c z e ś n i e j s z e j  s t y m u 

l a c j i ,  S ą  t o  k o m ó r k i ,  k l a s y c z n i e  z d e f i n i o w a n e  j a k o  " u p r z ą t a -

c z e " ,  s z y b k o  w c h ł a n i a j ą c e  i  r o z k ł a d a j ą c e  a n t y g e n  d o  p r o d u k t ó w  

n i e  i m m u n o g e n n y c h , ,  D r u g ą  g r u p ę  s t a n o w i ą  r a a k r o f a g i  o  s ł a b i e j  

w y r a ż o n y c h  w ł a ś c i w o ś c i a c h  e n d o c y t o z y  i  f a g o c y t o z y ,  o d p o w i a d a 

j ą c e  n a  a n t y g e n  s y n t e z ą  R N A  i n f o r m a c y j n e g o ,  k t ó r y  s t y m u l u j e  

n o r m a l n e  l i m f o c y t y  d o  w y t w a r z a n i a  p r z e c i w c i a ł  I g  M #  T r z e c i  

t y p  m a k r o f a g ó w  t o  k o m ó r k i ,  z  w y r a ź n i e  z a z n a c z o n ą  s i a t e c z k ą  

e n d o p l a z m a t y c z n ą  w  r o z r z e d z o n e j  c y t o p l a ź m i e ,  o d p o w i e d z i a l n e  

z a  g e n e r a c j ę  i m m u n o g e n n e g o  R N A ,  k o m p l e k s u  R N A  z  a n t y g e n e m  i  

s t y m u l u j ą c e  l i m f o c y t y  d o  p r o d u k c j i  s p e c y f i c z n y c h  p r z e c i w c i a ł  

k l a s y  I g G .  K o m ó r k i ,  n a l e ż ą c e  d o  p o s z c z e g ó l n y c h  p o d k l a s  w y k a 

z u j ą  z r ó ż n i c o w a n i e  a k t y w n o ś c i  r e c e p t o r a  F c  / 9 3 / «  N a j w i ę k s z ą  

z d o l n o ś ć  t w o r z e n i a  r o z e t e k  EA p o s i a d a j ą  m a k r o f a g i ,  z d o l n e  d o  

w y t w a r z a n i a  k o m p l e k s ó w  a n t y g e n o w y c h  / 1 1 9 / .  A n t y g e n ,  w y c h w y t y 

w a n y  p r z e z  t ę  s u b p o p u l a c j ę  k o m ó r e k  j e s t  z g r o m a d z o n y  w  o d d z i e l 

n e j  c z ę ś c i  k o m ó r k i ,  c h a r a k t e r y z u j ą c e j  s i ę  d u ż ą  g ę s t o ś c i ą ,  z  

d a l a  o d  l i z o s o m ó w ,  N a t o m i a s t  w  m a k r o f a g a c h ,  o  d u ż e j  z d o l n o ś 

c i  f a g o c y t a r n e j ,  a n t y g e n  j e s t  z l o k a l i z o w a n y  w  s ą s i e d z t w i e  l i -

z o s o m ó w  i  s z y b k o  d e g r a d o w a n y ,  t r a c ą c  z d o l n o ś ć  i m m u n o g e n n ą .  

D o  d z i ś  n i e w i a d o m o  c z y  r ó ż n i c e  f u n k c j o n a l n e  s ą  w y n i k i e m  n i e —  
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j e d n a k o w e g o  p o z i o m u  d o j r z e w a n i a  k o m ó r e k  c z y  r ó ż n i c  w  p o c h o 

d z e n i u  m a k r o f a g ó w .  

ą 

U d z i a ł  m a k r o f a g ó w  w  k o n t r o l i  o d 

p o w i e d z i  i m m u n o l o g i c z n e j .  M a k r o f a g i  

m o g ą  m o d y f i k o w a ć  d z i a ł a n i e  l i m f o c y t ó w ,  w  r ó ż n y c h  s t a d i a c h  o d 

p o w i e d z i  i m m u n o l o g i c z n e j .  O d g r y w a j ą  r o l ę  w  r o z p o z n a n i u  a n t y 

g e n ó w  p r z e z  l i m f o c y t y  T ,  p r o l i f e r a c j i  i  o d p o w i e d z i  n a  m i t o g e n y ,  

w  o d p o w i e d z i  n a  a l l o a n t y g e n y  / m i e s z a n a  h o d o w l a  l i m f o c y t ó w / ,  

w y t w a r z a n i u  l i r a f o k i n  i  g e n e r a c j i  k o m ó r e k  p o m o c n i c z y c h  / 1 , 1 1 0 ,  

1 1 1 , 1 3 0 / .  

W p ł y w  m a k r o f a g ó w  w y m a g a  b e z p o ś r e d n i e g o  k o n t a k t u  k o m ó r k i  

z  l i m f o c y t e m  T  l u b  m o ż e  b y ć  w y n i k i e m  d z i a ł a n i a  c z y n n i k ó w ,  

u w a l n i a n y c h  p r z e z  m a k r o f a g i .  C h a r a k t e r  t y c h  c z y n n i k ó w  j e s t  

w  d a l s z y m  c i ą g u  n i e w y j a ś n i o n y .  O p i s y w a n o  j e  j a k o  p r o d u k t y  

d e g r a d a c j i  m a k r o f a g ó w ,  m a k r o c z ą s t e c z k i  w r a ż l i w e  n a  t r y p s y n ę ,  

c z ą s t e c z k i  s f a g o c y t o w a n e g o  a n t y g e n u ,  R N A  w y t w a r z a n y  p r z e z  m a 

k r o f a g i  i  u w a l n i a n y  z  a n t y g e n e m  w  p o s t a c i  s u p e r a n t y g e n u .  

A n t y g e n  j e s t  w y c h w y t y w a n y  p r z e z  m a k r o f a g i  n a  d r o d z e  a k 

t y w n e g o  p r o c e s u  m e t a b o l i c z n e g o ,  p o p r z e z  m i k r o p i n o c y t o z ę .  

Z w i ą z a n i e  a n t y g e n u  z  p o w i e r z c h n i ą  f a g o c y t a  j e s t  u w a r u n k o w a n e  

i s t n i e n i e m  a n t y g e n ó w  l a  n a  b ł o n i e  k o m ó r k o w e j  m a k r o f a g a  / 1 0 2 / .  

P r z e c i w c i a ł a ,  p r z e c i w  t y i n  a n t y g e n o m ,  h a m u j ą  r o z p o z n a n i e  p r z e z  

l i m f o c y t y  T  a n t y g e n u ,  t r a n s p o r t o w a n e g o  p r z e z  m a k r o f a g i .  

D o  w ł a ś c i w e j  p r e z e n t a c j i  l i m f o c y t o m  r o z p u s z c z a l n e g o  a n 

t y g e n u ,  k o n i e c z n a  j e s t  z g o d n o ś ć  t k a n k o w a  p o m i ę d z y  m a k r o f a g i e m  

i  l i m f o c y t e m  / 2 4 , 9 7 / .  A n t y g e n y  c z ą s t e c z k o w e  n i e  w y m a g a j ą  o b e c 

n o ś c i  g e n ó w  z g o d n o ś c i  t k a n k o w e j  i  d l a t e g o  o d p o w i e d ź  l i m f o c y t ó w  
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T  n a  P H A  j e s t  t a k a  s a m a  w  o b e c n o ś c i  m a k r o f a g ó w  k s e n o g e n i c z -

n y c h  j a k  i  a l l o g e n i c z n y c h .  

I n t e r a k c j a  m i ę d z y  l i m f o c y t e m ,  a  m a k r o f a g i e m  m o ż e  d o t y 

c z y ć  d w ó c h  o d d z i e l n y c h  z j a w i s k .  W  p i e r w s z e j  f a z i e  n a s t ę p u j e  

w y b i ó r c z e  p r z y l e g a n i e  a n t y g e n o w o  s w o i s t y c h  k o m ó r e k  T  d o  m a 

k r o f a g ó w ,  t r a n s p o r t u j ą c y c h  t e n  a n t y g e n .  D r u g a  f a z a  -  a k t y w a 

c j i ,  j e s t  n i e s p e c y f i c z n a  i  p o l e g a  n a  s t a b i l i z a c j i  f i z y c z n e g o  

w s p ó ł d z i a ł a n i a  m i ę d z y  l i m f o c y t e m ,  a  m a k r o f a g i e m .  

P o d c z a s  w y t w a r z a n i a  o d p o r n o ś c i  s w o i s t e j ,  z a d a n i e m  m a k r o -

f a g ó w  j e s t  r e g u l a c j a  d z i a ł a n i a  l i m f o c y t ó w  T  i  B  o r a z  a n t y g e n u .  

K o m p l e k s o w o ś ć  p r e z e n t a c j i  a n t y g e n u  i  o d p o w i e d z i  k o m ó r e k  i m m u 

n o l o g i c z n i e  k o m p e t e n t n y c h  j e s t  b a r d z o  w a ż n a ,  b o w i e m  w  p r z y p a d 

k u  b r a k u  m a k r o f a g ó w  a n t y g e n  m o ż e  p r o w a d z i ć  d o  g e n e r a c j i  s u -

p r e s o r o w y c h  k o m ó r e k  T  / 3 / .  

W p ł y w  m a k r o f a g ó w  n a  p r o l i f e r a c j ę  

i  r ó ż n i c o w a n i e  l i m f o c y t ó w .  M a k r o f a g i  

m a j ą  z d o l n o ś ć  s e k r e c j i  l i m f o s t y m u l a t o r ó w #  S ą  t o :  

1 .  C z y n n i k  m i t o g e n n y  d l a  l i m f o c y t ó w ,  k t ó r y  s t y m u l u j e  p r o l i f e 

r a c j ę  t y m o c y t ó w  i  w z m a g a  i c h  o d p o w i e d ź  n a  l e k t y n y  n p .  P H A .  

2 .  C z y n n i k ,  a k t y w u j ą c y  k o m ó r k i  B ,  k t ó r y  r ó ż n i c u j e  l i m f o c y t y  B  

n a  k o m ó r k i ,  w y t w a r z a j ą c e  p r z e c i w c i a ł a .  

3 .  C z y n n i k ,  i n i c j u j ą c y  p o w s t a w a n i e  k o m ó r e k  p o m o c n i c z y c h  / 1 0 2 / «  

4 o  C z y n n i k ,  s t y m u l u j ą c y  p o w s t a w a n i e  k o l o n i i  g r a n u l o c y t ó w  c z y  

m o n o c y t ó w  z  k o m ó r e k  p n i a  s z p i k u  k o s t n e g o .  

5.  C z y n n i k ,  r ó ż n i c u j ą c y  t y m o c y t y ,  k t ó r y  w p ł y w a  n a  f u n k c j o n a l n e  

d o j r z e w a n i e  l i m f o c y t ó w  T  i n  v i t r o .  

http://rcin.org.pl



- 11 -

M a k r o f a g i  m o g ą  w s p ó ł d z i a ł a ć  z  r ó ż n y m i  k l a s a m i  k o m ó r e k  l i m f o —  

i d a l n y c h ,  n a j w i ę k s z y  w p ł y w  m a j ą  j e d n a k  n a  l i m f o c y t y  T .  I l o ś ć  

w y d z i e l o n y c h  c z y n n i k ó w  j e s t  m o d u l o w a n a  p r z e z  d o j r z a ł e  k o m ó r k i  

T  s z c z e g ó l n i e  w  p r z y p a d k u  c z y n n i k a  m i t o g e n n e g o  / 3 / .  

U d z i a ł  m a k r o f a g ó w  w  o d p o w i e d z i  

i m m u n o l o g i c z n e j ,  z w i ą z a n e j  z  p  r  z  <  

c  i w c i a ł a m i .  W s p ó ł d z i a ł a n i e  m a k r o f a g ó w  z  l i m f o c y t a m i  

B  j e s t  m n i e j  p o z n a n e ,  j a k k o l w i e k  w i a d o m o  i ż  j e d n o j ą d r z a s t e  

f a g o c y t y  o d g r y w a j ą  w a ż n ą  r o l ę  w  p o w s t a w a n i u  i  r e g u l a c j i  o d p o 

w i e d z i ,  z w i ą z a n e j  z  p r z e c i w c i a ł a m i .  I c h  o b e c n o ś ć  j e s t  k o n i e c z 

n a  w  r o z w o j u  o d p o w i e d z i  P F C  -  p l a q u e  f o r m i n g  c e l l s  n a  a n t y g e n y  

T  -  z a l e ż n e  / g r a s i c z o  z a l e ż n e /  i  T  -  n i e z a l e ż n e  / g r a s i c z o  n i e 

z a l e ż n e /  / 7 2 / .  D o t y c z y  t o  w s z y s t k i c h  k l a s  i m m u n o g l o b u l i n .  

I s t n i e j ą  g e n e t y c z n e  u w a r u n k o w a n i a  i n t e r a k c j i  m a k r o f a g ó w ,  

t r a n s p o r t u j ą c y c h  a n t y g e n  i  k o m ó r e k  l i m f o i d a l n y c h  ś l e d z i o n y ,  w  

r o z w o j u  o d p o w i e d z i  h u m o r a l n e j  n a  a n t y g e n y  g r a s i c z o  -  z a l e ż n e  

/ 8 4 / #  K o m ó r k i  i i m f o i d a l n e  p o w o d u j ą  p o w s t a n i e  w t ó r n e j  o d p o w i e 

d z i  h u m o r a l n e j ,  k i e d y  s ą  s t y m u l o w a n e  a n t y g e n e m ,  p r z e t w a r z a n y m  

w  m a k r o f a g a c h  s y n g e n i c z n y c h  w  s t o s u n k u  d o  t y c h ,  k t ó r e  u ż y w a n o ,  

s t y m u l u j ą c  k o m ó r k i  ś l e d z i o n y  i n  v i v o .  G e n e t y c z n a  k o n t r o l a  

w s p ó ł d z i a ł a n i a  m a k r o f a g  -  l i m f o c y t  w  o d p o w i e d z i  w t ó r n e j  p o 

c h o d z i  z  s u b r e g i o n u  l a  k o m p l e k s u  H 2 .  W  o d p o w i e d z i  p i e r w o t n e j ,  

g e n e t y c z n a  k o n t r o l a  n i e  o d g r y w a  ż a d n e j  r o l i  / 8 4 / #  

M a k r o f a g i  a  o d p o r n o ś ć  w  p r o c e  -

s a c h  n o w o t w o r o w y c h .  M a k r o f a g i  m a j ą  z d o l 

n o ś ć  r e g u l a c j i  w z r o s t u  i n n y c h  k o m ó r e k ,  p o p r z e z  m e c h a n i z m y  

http://rcin.org.pl



- 12 -

e f e k t o r o w e ,  W i e l k o ś ć  d z i a ł a n i a  t y c h  m e c h a n i z m ó w  z a l e ż y  o d  

r o d z a j u  i  p o z i o m u  a k t y w a c j i  m a k r o f a g ó w  / ' 5 8 / .  N i e a k t y w o w a n e  

m a k r o f a g i  n i e  w y k a z u j ą  e f e k t u  c y t o t o k s y c z n e g o  w  s t o s u n k u  d o  
ł 

k o m ó r e k  n o w o t w o r o w y c h ,  z a r ó w n o  w  u k ł a d z i e  s y n g e n i c z n y m  j a k  

i  a i l o g e n i c z n y p i .  M o g ą  o n e  n a b y w a ć  w ł a s n o ś c i  c y t o t o k s y c z n y c h  

p o d c z a s  w s p ó ł d z i a ł a n i a  z  u c z u l o n y m i  l i m f o c y t a m i  l u b  i c h  p r o 

d u k t a m i  t j .  c z y n n i k i e m  u z b r a j a j ą c y m  m a k r o f a g i  -  S M A F  / 1 3 , 2 5 ,  

4 2 , 6 0 / ,  s w o i s t y m i  p r z e c i w c i a ł a m i  / 2 1 , 3 6 /  i t p .  N a z y w a m y  j e  

w t e d y  m a k r o f a g a m i  u z b r o j o n y m i .  H a m o w a n i e  w z r o s t u  n o w o t w o r u  

p r z e z  m a k r o f a g i  m o ż e  m i e ć  c h a r a k t e r  n i e s p e c y f i c z n y .  O b s e r w u j e  

s i ę  j e  w ó w c z a s  g d y  m a k r o f a g i  s ą  a k t y w o w a n e  p r z e z  w i r u s y ,  b a k 

t e r i e ,  a d j u v a n t y  e n d o t o k s y n y  / 5 3 / .  A k t y w o w a n e  m a k r o f a g i  m o g ą  

n i e s p e c y f i c z n i e  n i s z c z y ć  k o m ó r k i  d o c e l o w e  w  u k ł a d z i e  s y n g e 

n i c z n y m ,  a l l o g e n i c z n y m  i  k s e n o g e n i c z n y m  / 4 6 / .  M a k r o f a g i  u c z u 

l o n e ,  o d  z w i e r z ą t  i m m u n i z o w a n y c h ,  w y k a z u j ą  z d o l n o ś ć  n i s z c z e 

n i a  k o m ó r e k  n o w o t w o r o w y c h ,  l e c z  i c h  p o z i o m  c y t  o t o k s y c z n o ś c i  

w  u k ł a d z i e  a l 1 o g e n i c z n y m  r ó ż n i  s i ę  o d  z d o l n o ś c i  c y t o t o k s y c z -

n e j  m a k r o f a g ó w  u z b r o j o n y c h .  U c z u l o n e  f a g o c y t y  j e d n o j ą d r z a s t e  

p o w o d u j ą  l i z ę  k o m ó r e k  n o w o t w o r o w y c h  n a t o m i a s t  m a k r o f a g i  

u z b r o j o n e  h a m u j ą  j e d y n i e  w z r o s t  n o w o t w o r u .  P o  i n k u b a c j i  z  

k o m ó r k a m i  d o c e l o w y m i ,  m a k r o f a g i  u z b r o j o n e  m o g ą  s t a ć  s i ę  c y t o -

l i t y c z n e  i  n o s z ą  w ó w c z a s  n a z w ę  m a k r o f a g ó w  a k t y w n y c h  -  u z b r o 

j o n y c h .  

W  p r o c e s i e  a k t y w a c j i  w a ż n ą  r o l ę  o d g r y w a j ą  r e c e p t o r y  p o 

w i e r z c h n i o w e  m a k r o f a g ó w ,  w ś r ó d  n i c h  r e c e p t o r y  d l a  f r a g m e n t u  

F e  i m m u n o g l o b u l i n  G  / 8 0 / t  k o m p o n e n t y  C 3  d o p e ł n i a c z a ,  s p e c y 

f i c z n e  r e c e p t o r y  d l a  l i m f o c y t ó w  T  / 8 3 /  i  n i e s p e c y f i c z n e  r e 

c e p t o r y ,  p o p r z e z  k t ó r e  n a s t ę p u j e  w i ą z a n i e  t a k i c h  c z ą s t e k  j a k  

l a t e k s ,  l e k t y n y  i t p .  
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M e c h a n i z m  e f e k t o r o w y  f a g o c y t ó w  j e d n o j ą d r z a s t y c h  n i e  

j e s t  d o k ł a d n i e  p o z n a n y .  Z  j e d n e j  s t r o n y  w i a d o m o  i ż  m a k r o g a g i ,  

a k t y w o w a n e  n a  d r o d z e  s p e c y f i c z n e j  b ą d ź  n i e s p e c y f i c z n e j  m o g ą  

n i s z c z y ć  k o m ó r k i  d o c e l o w e  i  p r o c e s  t e n  j e s t  n i e z a l e ż n y  o d  g e 

n ó w  z g o d n o ś c i  t k a n k o w e j  i  r a o ż e  t a k ż e  z a c h o d z i ć  m i ę d z y  g a t u n 

k a m i .  

W  z j a w i s k u  c y t o t o k s y c z n o ś c i ,  g d z i e  n a s t ę p u j e  ś c i s ł y  k o n 

t a k t  m i ę d z y  k o m ó r k ą  e f e k t o r o w ą ,  a  d o c e l o w ą  w a ż n e  w y d a j e  s i ę  

o d d z i a ł y w a n i e  n i e k t ó r y c h  c e c h  k o m ó r k i  n o w o t w o r o w e j  / 8 5 / ,  

W g  H i b b s ' a  / 4  7 /  i n t e r a k c j a  a k t y w o w a n y c h  m a k r o f a g ó w  i  k o m ó r e k  

d o c e l o w y c h  p o c i ą g a  z a  s o b ą  d e s t a b i l i z a c j ę  b ł o n o w ą  u  o b u  k o 

m ó r e k ,  c o  d o p r o w a d z a  d o  m i e j s c o w e g o  i  p r z e j ś c i o w e g o  z l a n i a  

s i ę  b ł o n ,  a  n a s t ę p n i e  p r z e t r a n s p o r t o w a n i a  z a w a r t o ś c i  w t ó r n y c h  

l i z o s o m ó w  s t y m u l o w a n y c h  m a k r o f a g ó w  d o  k o m ó r e k  d o c e l o w y c h ,  c o  

p r o w a d z i  d o  i c h  z n i s z c z e n i a  / l l / .  

O p i s a n o  s z e r e g  c z y n n i k ó w ,  u w a l n i a n y c h  p r z e z  m a k r o f a g i ,  

z d o l n y c h  d o  w y w o ł a n i a  e f e k t u  c y t o t o k s y c z n e g o  / 2 , 1 5 , 6 6 , 7 7 , 7 8 ,  

1 1 5 / ,  a l e  i c h  d o k ł a d n e  z n a c z e n i e  j e s t  t r u d n e  d o  o k r e ś l e n i a .  

S t y m u l a c j a  m a k r o f a g ó w  j e s t  z w i ą z a n a  z e  z w i ę k s z o n ą  s e k r e c j ą  

k o m p o n e n t y  d o p e ł n i a c z a  C 3  i  p r o t e a z .  A k t y w a c j a  d o p e ł n i a c z a  

p o w o d u j e  r o z s z c z e p i e n i e  k o m p o n e n t y  C 3  n a  C 3 a ,  w y k a z u j ą c ą  c y -

t o t o k s y c z n o ś ć  i  C 3 b ,  z d o l n ą  d o  i n d u k o w a n i a  s e k r e c j i  h y d r o l a z  

p r z e z  m a k r o f a g i .  

P r o t e a z y  s ą  o d p o w i e d z i a l n e  z a  z m i a n y  b ł o n y  c y t o p l a z m a t y c z n e j  

k o m ó r e k  d o c e l o w y c h ,  z a ś  c z y n n i k  g l i k o p r o t e i d  o w y ,  u w a l n i a n y  

p r z e z  m a k r o f a g i ,  p o w o d u j e  m a r t w i c ę  n o w o t w o r ó w .  

M e c h a n i z m  e f e k t o r o w y  f a g o c y t ó w  j e d n o j ą d r z a s t y ć h  i n  v i v o  

j e s t  p r o c e s e m  k o m p l e k s o w y m ,  z a l e ż n y m  o d  c z y n n i k ó w  h u m o r a l -

http://rcin.org.pl



- 14 -

n y c h  i  k o m ó r k o w y c h  / 3 1 , 5 0 , 8 7 , 1 2 0 / .  W  o r g a n i z m i e  m a k r o f a g i  

c z ę s t o  p o d l e g a j ą  n i e s p e c y f i c z n e j  s t y m u l a c j i  b a k t e r i a m i  i  i c h  

p r o d u k t a m i ,  p a s o ż y t a m i ,  p r e p a r a t a m i  t e r a p e u t y c z n y m i  w y k a z u j ą c  

i m m u n o l o g i c z n i e  s w o i s t ą  r e a k c j ę .  

J e d n o j ą d r z a s t e  k o m ó r k i  f a g o c y t a r n e ,  k t ó r e  i n  v i t r o  n i e  w y k a 

z u j ą  z d o l n o ś c i  c y t o t o k s v c z n y c h  / m a k r o f a g i  n i e s t y m u l o w a n e /  

l u b  i c h  p o z i o m  c y t o t o k s y c z n o ś c i  j e s t  n i s k i  / m a k r o f a g i  u z b r o 

j o n e  b ą d ź  s t y m u l o w a n e  t i o g l i k o l a n e m  s o d u /  n i e  n i s z c z ą  k o m ó r e k  

n o w o t w o r o w y c h  i n  v i v o .  

M a k r o f a g i  w y s o c e  c y t o t o k s y c z n e  i n  v i t r o ,  z a c h o w u j ą  t ę  w ł a ś 

c i w o ś ć  i n  v i v o .  N a l e ż ą  d o  n i c h  s y n g e n i c z n e  i  a l l o g e n i c z n e  

u c z u l o n e  m a k r o f a g i ,  f a g o c y t y  a k t y w n e  -  u z b r o j o n e ,  s p e c y f i c z 

n i e  a k t y w o w a n e  m a k r o f a g i  i  n o r m a l n e  k o m ó r k i  f a g o c y t a r n e ,  s t y 

m u l o w a n e  z a b i t y m i  p r ą t k a m i  g r u ź l i c y  / B C G / ,  

W s z c z e p i e n i e  a k t y w o w a n y c h  m a k r o f a g ó w  z w i e r z ę c i u ,  z  r o z 

w i n i ę t y m  p r o c e s e m  n o w o t w o r o w y m ,  p o w o d u j e  g r o m a d z e n i e  s i ę  f a -

g o c y t ó w  d o o k o ł a  k o m ó r e k  d o c e l o w y c h  i  z a h a m o w a n i e  i c h  w z r o s t u .  

Aktywowane  makrofag i  mogą  być  ważnymi  komórkami  e f e k t o r o w y r n i ,  

w  z a b e z p i e c z a n i u  p r z e d  r o z w o j e m  p r o c e s u  n o w o t w o r o w e g o  l u b  o d 

g r y w a ć  d u ż ą  r o l ę  w  p o z y t y w n y c h  w y n i k a c h  i m m u n o t e r a p i i  p r z y  

n o w o t w o r a c h ,  p o  h y p e r i m m u n i z a c j i  c z y n n i k a m i  n i e s p e c y f i c z n y m i  

/ 5 5 , 1 0 5 / .  

S u p r e s o r o w e  d z i a ł a n i e  m a k r o f a g ó w  

O p r ó c z  m e c h a n i z m ó w ,  w a r u n k u j ą c y c h  z d o l n o ś ć  k o m ó r e k  i m m u n o l o 

g i c z n i e  k o m p e t e n t n y c h  d o  o d p o w i e d z i  n a  a n t y g e n y ,  m a k r o f a g i  

m a j ą  z d o l n o ś ć  s u p r e s j i  o d p o w i e d z i  i m m u n o l o g i c z n e j  / 5 4 , 7 3 , 7 4 ,  

1 2 4 / .  S u p r e s j a  j e s t  p r o c e s e m  e n e r g o n i e z a l e ż n y m  g d y ż  r o l ę  s u -

p r e s o r a  m o g ą  p e ł n i ć  z a b i t e  m a k r o f a g i ,  f r a g m e n t y  b ł o n  f a g o c y -
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t o w  i  l i z a t y  k o m ó r k o w e  / 8 8 / .  

P t a k  i  G e r s h o n  / 8 8 /  p o d a j ą  d w i e  m o ż l i w o ś c i  s u p r e s y j n e g o  d z i a 

ł a n i a  m a k r o f a g ó w  n a  o d p o w i e d ź  i m m u n o l o g i c z n ą :  

1 .  M o g ą  d z i a ł a ć  j a k o  s y g n a ł  d l a  k o m ó r e k  l i m f o c y t a r n y c h .  

L i m f o c y t y ,  u m i e s z c z o n e  w  h o d o w l i  r a z e m  z  m a k r o f a g a m i ,  d ą 

ż ą  d o  a g r e g a c j i  d o o k o ł a  f a g o c y t ó w ,  p o  c z y m ,  p o  k i l k u  g o 

d z i n a c h ,  o d ł ą c z a j ą  s i ę  o d  i c h  p o w i e r z c h n i  / 9 6 / #  

2 ,  P o w i e r z c h n i e  m a k r o f a g ó w  m o g ą  a d s o r b o w a ć  c z y n n i k i  u w a l n i a n e  

p r z e z  l i m f o c y t y ,  n i e z b ę d n e  d o  w s p ó ł d z i a ł a n i a  k o m ó r e k  i  w  

t e n  s p o s ó b  p o w o d u j ą  z m n i e j s z e n i e  i n t e r a k c j i  k o m ó r e k ,  b i o 

r ą c y c h  u d z i a ł  w  o d p o w i e d z i  i m m u n o l o g i c z n e j .  C z y n n i k i  t e ,  

u w a l n i a n e  p r z e z  k o m ó r k i  T  m a j ą  d u ż e  p o w i n o w a c t w o  d o  p o 

w i e r z c h n i  m a k r o f a g ó w  / 4 8 / ,  

W g  R a o  i  w s p .  / 9 2 /  m a k r o f a g i  w y k a z u j ą  d z i a ł a n i e  s u p r e s y j n e  

w  o b e c n o ś c i  p r z e c i w c i a ł ,  w  s u p r e s j i  z w i ą z a n e j  z  p r z e c i w c i a ł a 

m i ,  d o t y c z ą c e j  p r z e s z c z e p ó w  s y n g e n i c z n y c h  n o w o t w o r ó w  u  m y s z y ,  

b i o r ą  u d z i a ł  m a k r o f a g i ,  k t ó r e  n i e  w y k a z u j ą  f u n k c j i  f a g o c y t a r -

n y c h  / 1 0 4 / ,  

W g  K u n g ' a  i  w s p ,  / 4 6 /  i s t o t n ą  r o l ę  w  i m m u n o s u p r e s j i  i n  v i v o  

m a  a r g i n a z a ,  u w a l n i a n a  p r z e z  m a k r o f a g i .  

M e c h a n i z m  s u p r e s j i  m a k r o f a g ó w  p o z o s t a j e  w  d a l s z y m  c i ą g u  n i e 

w y j a ś n i o n y .  

M i g r a c j a  m a k r o f a g ó w .  M i g r a c j a  m a k r o f a g ó w  

j e s t  p r o c e s e m  a k t y w n y m ,  e n e r g o z a l e ż n y m  / 7 1 , 1 2 2 , 1 2 3 / ,  G ł ó w n y m  

ź r ó d ł e m  e n e r g i i  l o k o m o t o r y c z n e j  j e s t  p r a w d o p o d o b n i e  g l i k o l i 

z a  b e z t l e n o w a  / 1 2 / .  I n h i b i t o r y  g l i k o l i z y  h a m u j ą  m i g r a c j ę  

m a  k r o f a g ó w .  
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B e z p o ś r e d n i o  z a  r u c h  k o m ó r k i ,  o d p o w i e d z i a l n e  s ą  p ę c z k i  

w ł ó k i e n e k  c y t o p l a z m a t y c z n y c h .  T w o r y  t e ,  z b u d o w a n e  z  ł a ń c u 

c h ó w  p o l i p e p t y d o w y c h ,  p o w s t a j ą  w  w y n i k u  p o l i m e r y z a c j i  c y t o -

p l a z m y  p o d s t a w o w e j ,  w  z w i ą z k u  z e  s t a n e m  c z y n n o ś c i o w y m  k o m ó r 

k i  n p .  r u c h e m  / 1 3 1 / . .  P o j a w i a j ą  s i ę  g ł ó w n i e  w  t e j  c z ę ś c i  m a -

k r o f a g a ,  k t ó r a  p o z o s t a j e  w  b e z p o ś r e d n i m  k o n t a k c i e  z  p o w i e r z c h -
/ 

n i ą ,  g d z i e  n a s t ę p u j e  p r z e s u w a n i e  s i ę  k o m ó r k i .  W ł ó k i e n k a  c y t o -

p l a z m a t y c z n e  s k ł a d a j ą  s i ę  w  g ł ó w n e j  m i e r z e  z  a k t y n u ,  o d p o 

w i e d z i a l n e g o  z a  s k u r c z  p ę c z k ó w  w ł ó k i e n .  K u r c z e n i e  s i ę  w ł ó k i e -

n e k  c y t o p l a z m a t y c z n y c h  j e s t  k o n t r o l o w a n e  i  k o o r d y n o w a n e  p r z e z  

r u r e c z k i  / m i k r o t u b u l i /  i  w ł ó k i e n k a  / m i k r o f i l a m e n t y /  s f e r y  

p r o m i e n i s t e j  / a s t r o s f e r y / ,  o d c h o d z ą c e  p r o m i e n i ś c i e  o d  c e n t r u m  

k o m ó r k o w e g o  w  k i e r u n k u  b ł o n y  c y t o p l a z m a t y c z n e j  / 1 2 9 / #  F i z j o 

l o g i c z n i e ,  r u r e c z k i  i  w ł ó k i e n k a  a s t r o s f e r y  d z i a ł a j ą  s u p r e -

s y j n i e  n a  p ę c z k i  w ł ó k i e n e k  c y t o p l a z m a t y c z n y c h ,  u t r z y m u j ą c  

s k u r c z  a a  m i n i m a l n y m  p o z i o m i e ,  c o  m a n i f e s t u j e  s i ę  p o w o l n y m  

r u c h e m  k o m ó r k i ,  o k r e ś l a n y m  m i a n e m  m i g r a c j i  s p o n t a n i c z n e j .  

R e c e p t o r y  p o w i e r z c h n i o w e  m a k r o -

f a g ó w  i  i c h  f u n k c j a  w  p r o c e s i e  

f a g o c y t o z y .  B ł o n a  k o m ó r k o w a  m a k r o f a g ó w  p r z y p o m i 

n a ,  s w o j ą  b u d o w ą  p ł y n n ą  m o z a i k ę  / 1 0 6 / .  S k ł a d a  s i ę  z  p o d w ó j 

n e j  w a r s t w y  f o s f o l i p i d ó w ,  w  k t ó r ą  z a n u r z o n e  s ą  c z ą s t e c z k i  

b i a ł k o w e .  B i a ł k a  t e  m o g ą  w i ą z a ć  s i ę  z  p o s z c z e g ó l n y m i  w a r s t w a 

m i  l i p i d ó w  l u b  p o z o s t a w a ć  w  s t a n i e  w o l n y m ,  t w o r z ą c  p o ł ą c z e n i e  

m i ę d z y  c y t o p l a z m ą ,  a  ś r o d o w i s k i e m  z e w n ą t r z  k o m ó r  k o w y m  / 7 6 / .  

N a  p o w i e r z c h n i  b ł o n y  k o m ó r k o w e j  m a k r o f a g ó w ,  w y k a z a n o  

o b e c n o ś ć  s z e r e g u  r e c e p t o r ó w ,  r ó ż n e g o  t y p u  / 1 0 , 3 4 , 9 0 , 9 9 , 1 0 1 ,  

1 1 9 , 1 2 5 / .  N a j l e p i e j  p o z n a n a  g r u p a  r e c e p t o r ó w  t o  r e c e p t o r y  F c ,  
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k t ó r e  w i ą ż ą  '  g l o b u l i n y .  I c h  b u d o w a  c h e m i c z n a  n i e  j e s t  z n a 

n a ,  w i a d o m o  j e d n a k  i ż  r e c e p t o r y  F c  s ą  w r a ż l i w e  n a  d z i a ł a n i e  

f o s f o l i p o z ,  z a ś  p o d  w p ł y w e m  e n z y m ó w  p r o t e o l i t y c z n y c h  p o z o s t a 

j ą  n i e z m i e n i o n e  / 4 5 , 9 4 , 1 1 3 / .  

D r u g ą  g r u p ę  r e c e p t o r ó w  p o w i e r z c h n i o w y c h  s t a n o w i ą  r e c e p t o r y  

d l a  k o m p o n e n t y  C 3 b  d o p e ł n i a c z a .  Z  b a d a ń  G r i f f i n a  i  w s p .  / 3 9 ,  

4 0 , 4 1 /  o r a z  B i a n c o  / 5 / ,  M a n t o v a n n i e g o  / 6 1 /  i  H o l l a n d a  / 4 8 /  

w y n i k a ,  ż e  r e c e p t o r y  F c  i  C 3 b  z n a j d u j ą  s i ę  n a  o d d z i e l n y c h  

c z ą s t e c z k a c h ,  a  w i ę c  f u n k c j o n a l n i e  s ą  n i e z a l e ż n e  o d  s i e b i e  

j e ś l i  c h o d z i  o  f a z ę  p r z y l e g a n i a  i  p o c h ł a n i a n i a  m a t e r i a ł u  

c z ą s t e c z k o w e g o .  R e c e p t o r y  F c  s ą  o d p o w i e d z i a l n e  z a  a d h e r e r i c j ę  

i  f a g o c y t o z ę  c z ą s t e k ,  p o k r y t y c h  i g G  n a t o m i a s t  r e c e p t o r y  C 3 b  

u ł a t w i a j ą  p r z y l e g a n i e  c z ą s t e k ,  p o k r y t y c h  C 3 ,  a l e  n i e  b i o r ą  

u d z i a ł u  w  p o c h ł a n i a n i u  t y c h  c z ą s t e k .  

N a j w a ż n i e j s z y m  c z y n n i k i e m ,  r z ą d z ą c y m  l o s e m  c z ą s t e c z k i ,  

j e s t  o b e c n o ś ć  o p s o n i n  n a  j e j  p o w i e r z c h n i .  E f e k t  o p s o n i z a c y j n y  

k o m p o n e n t y  C 3 b  d o p e ł n i a c z a  p o l e g a  n a  z m n i e j s z e n i u  ł a d u n k u ,  

j a k i  w y k a z u j e  p o w i e r z c h n i a  c z ą s t e c z k i  / 2 3 /  i  w  e f e k c i e  n a s t ę 

p u j e  ł a t w i e j s z e  p o ł ą c z e n i e  z  k o m ó r k ą  f a g o c y t a r n ą  w  p o l u  e l e k 

t r o s t a t y c z n y m .  

J a k k o l w i e k  i m m u n o g l o b u 1 i n y  i  d o p e ł n i a c z  z m i e n i a j ą  ł a d u 

n e k  i  t o p o g r a f i c z n e  r o z m i e s z c z e n i e  p o s z c z e g ó l n y c h  k o m p o n e n t  

n a  p o w i e r z c h n i  c z ą s t e c z k i ,  j e s t  r z e c z ą  o c z y w i s t ą ,  ż e  f a z a  

p r z y l e g a n i a  i  i n t e r i o r y z a c j a  j e s t  s p e c y f i c z n y m  i  s k o o r d y n o w a 

n y m  d z i a ł a n i e m  p o m i ę d z y  p r z e c i w c i a ł a m i  I g G  i  d o p e ł n i a c z e m ,  a  

i c h  o d p o w i e d n i k a m i  -  r e c e p t o r a m i  d l a  f r a g m e n t u  F c  p r z e c i w c i a 

ł a  i  k o m p o n e n t y  C 3 b  n a  b ł o n i e  k o m ó r k o w e j  m a k r o f a g ó w  / 3 5 / .  

G a l l i n  i  w s p .  / 3 2 /  z a u w a ż y l i ,  ż e  a k t y w o w a n e  m a k r o f a g i  

w y k a z u j ą  h y p e r p o l a r y z a c j ę  b ł o n o w ą ,  c o  z w i ą z a n e  j e s t  z e  s p a d -
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k i e r a  o p o r n o ś c i  b ł o n y  c y t o p l a z m a t y c z n e j .  D a l s z e  b a d a n i a  w y k a 

z a ł y  i ż  z m i a n y  p o t e n c j a ł u  b ł o n o w e g o  n a s t ę p u j ą  p o d  w p ł y w e m  

f r a k c j i  C 5  d o p e ł n i a c z a ,  k t ó r a  d z i a ł a j ą c  n a  k o m ó r k i  f a g o c y -

t a r n e ,  w y w o ł u j e  d e p o l a r y z a c j ę ,  z  j e d n o c z e s n ą  z m i a n ą  p r z e 

p u s z c z a l n o ś c i  b ł o n y  k o m ó r k o w e j ,  p o p r z e d z o n ą  w i ę k s z ą  i  d ł u ż e j  

t r w a j ą c ą  h y p e r p o l a r y z a c j ą .  J e d n o c z e s n e  b a d a n i a  m i k r o s k o p o w e  

d o w o d z ą ,  i ż  z m i a n y  p o t e n c j a ł u  d a j ą  w  e f e k c i e  r o z p r z e s t r z e n i a 

n i e  s i ę  i  p o f a ł d o w a n i e  b ł o n y  c y t o p l a z m a t y c z n e j  a  t a k ż e  t w o 

r z e n i e  ę s e u d  o p o d  i ó w .  Z j a w i s k a  e l e k t r y c z n e  n a  b ł o n i e  m a k r o —  

f a g a l n e j  m o g ą  b y ć  o d p o w i e d z i a l n e  z a  z a p o c z ą t k o w a n i e  i  k o n t r o 

l ę  f u n k c j i  f i z j o l o g i c z n y c h  k o m ó r k i  n p .  f a g o c y t o z a .  
i  

W  p r z y p a d k u  f a g o c v t o z y  m a t e r i a ł u  c z ą s t e c z k o w e g o ,  p r o c e s  

t e n  m o ż e  b y ć  p o d z i e l o n y  n a  d w i e  f a z y  / ' 9 1 / :  

I  -  p r z y l e g a n i e  c z ą s t e c z k i  d o  p o w i e r z c h n i  k o m ó r k i  

I I  -  w c h ł a n i a n i e  c z ą s t e c z k i  

P i e r w s z a  f a z a  j e s t  e n e r g o n i e z a l e ż n a ,  d r u g a  n a t o m i a s t  j e s t  

w y s o c e  t e m p e r a t u r o z a l e ż n a  i  w y m a g a  a k t y w n e g o  m e t a b o l i z m u  

k o m ó r k o w e g o .  

W s p ó ł d z i a ł a n i e  e p s o n i n  z  o d p o w i e d n i m i  r e c e p t o r a m i ,  n a  

b ł o n i e  c y t o p l a z m a t y c z n e j  m a k r o f a g a ,  w y w o ł u j e  s y g n a ł ,  k t ó r y ,  

p r z e n o s z o n y  d o  c y t o p l a z m y  r e g u l u j e  p r o c e s  f a g o c y t o z y .  O d p o 

w i e d ź  b ł o n y  c y t o p l a z m a t y c z n e j  m a k r o f a g a  j e s t  o g r a n i c z o n a  

t y l k o  d o  t e j  c z ę ś c i  b ł o n y ,  k t ó r a  p r z y l e g a  b e z p o ś r e d n i o  d o  

c z ą s t e c z k i ,  i n i c j u j ą c e j  s y g n a ł .  G r i f f i n  i  w s p .  / 3 9 /  w y s u n ę l i  

k o n c e p c j ę  s y g n a ł u  z a p a l a j ą c e g o  / t r i g g e r / ,  k t ó r y  r o z p o c z y n a  

i n t e r i o r y z a c j ę  c z ą s t e c z k i .  W i e l k o ś ć  i  r o d z a j  o d p o w i e d z i  b ł o 

n y  c y t o p l a z m a t y c z n e j  m a k r o f a g a  n a  s t y m u l a n t y  f a g o c y t a r n e  z a -
* 

l e ż y  o d  i l o ś c i ,  r o z m i a r u  i  k s z t a ł t u  c z ą s t e k  p r z y l e g a  j e ^ c y c h .  
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T a l c  w i ę c  z d o l n o ś ć  m a k r o f a g ó w  d o  o d p o w i e d z i  k o m ó r k o w e j  . j e s t  

m o d y f i k o w a n a  p r z e z  c z ą s t k ę ,  u l e g a j ą c ą  f a g o c y t o z i e ,  a  n i e  z a 

p o c z ą t k o w a n a  p r z e z  s p e c y f i c z n e  s t y m u l a t o r y .  Z g o d n i e  z  t y m ,  

k o l e j n e  w s p ó ł d z i a ł a n i e  r e c e p t o r ó w  b ł o n o w y c h  z  o p s o n i n a m i ,  

p r z y c z e p i o n y m i  d o  c z ą s t k i  m o ż e  d a w a ć  p r z e s u n i ę c i e  b ł o n y  d o 

o k o ł a  c z ą s t k i  / m e c h a n i z m  z i p p e r ,  o k r e ś l a j ą c y  p r z e c i w c i a ł a ,  

p o ś r e d n i c z ą c e  w  o b w o d o w y m  r o z p r z e s t r z e n i a n i u  s i ę  b ł o n y  c y t o -

p l a z m a t y c z n e j  m a k r o f a g a  d o o k o ł a  c z ą s t k i / .  

I s t n i e j ą  w i ę c  d w a  p r a w d o p o d o b n e  m e c h a n i z m y  p o c h ł a n i a n i a  c z ą s 

t e c z e k .  J e ś l i  c z ą s t k i ,  p o k r y t e  s ą  w ł a ś c i w y m i  o p s o n i n a m i  / I g G ,  

C 3 b /  t o  f a g o c y t o z a  n a s t ę p u j e  p o p r z e z  m e c h a n i z m  " t r i g g e r " ,  

i n i c j o w a n y  p r z e z  p r z y l e g a n i e  c z ą s t e k  d o  r e c e p t o r ó w  b ł o n y  c y -

t o p l a z m a t y c z n e j  m a k r o f a g a ,  a  n a s t ę p n a  f a z a  o d b y w a  s i ę  l a w i n o w o  

n a w e t  p o  u s u n i ę c i u  o p s o n i n  z  n i e p r z y c z e p i o n y c h  p o w i e r z c h n i  

c z ą s t e k  l u b  k i e d y  r e c e p t o r y ,  k t ó r e  n i e  z o s t a ł y  w c i ą g n i ę t e  w  

p o c z ą t k o w e  s t a d i u m  p r z y l e g a n i a  s ą  z a b l o k o w a n e .  

J e ś l i  n a t o m i a s t  i n t e r i o r y z a c j a  p r z y c z e p i o n y c h  c z ą s t e k  w y m a g a  

s t o p n i o w e j  i n t e g r a c j i  p r z e c i w c i a ł  i  w ł a ś c i w y c h  r e c e p t o r ó w  

m a k r o f a g a  w t e d y ,  w  m o m e n c i e  u s u n i ę c i a  p r z e c i w c i a ł  z  n i e p r z v -

l e g a j ą c e j ,  b e z p o ś r e d n i o  d o  k o m ó r k i  p o w i e r z c h n i  c z ą s t e c z k i  l u b  

z a b l o k o w a n i a  r e c e p t o r ó w  -  n i e  w y s t ę p u j e  I I  f a z a  f a g o c y t o z y  

c z y l i  i n t e r i o r y z a c j a  c z ą s t e c z k i .  J e d n a k ż e  h i p o t e z a  " z i p p e r " ,  

t ł u m a c z ą c a  s e l e k t y w n y  i  s p e c y f i c z n y  p r o c e s  f a g o c y t o z y  n i e  

j e s t  w y j a ś n i o n a  d o k ł a d n i e .  

W s p ó ł d z i a ł a n i e  r e c e p t o r ó w  i  p r z e c i w c i a ł  i n i c j u j e  a g r e g a 

c j ę  k u r c z l i w y c h  b i a ł e k  / a k t y n u  i  m i o z y n u /  w  c y t o p l a ź m i e  m a -

k r o f a g ó w ,  c o  p r o w a d z i  d o  w y s u w a n i a  p s e u d o p o d i ó w  w  p o l u ,  p r z y 

l e g a j ą c e j  c z ą s t e c z k i  / 8 , 6 5 / .  R e c e p t o r y  n a  b ł o n i e  c y t o p l a z m a -

t y c z n e j ,  w y s u w a j ą c y c h  s i ę  p s e u d o p o d i i ,  p r z y c z e p i a j ą  s i ę  d o  
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d o d a t k o w y c h  p r z e c i w c i a ł  n a  p o w i e r z c h n i  c z ą s t e c z k i ,  w  r e z u l 

t a c i e  w y w o ł u j e  t o  d o d a t k o w e  s y g n a ł y ,  n a s t ę p u j ą c ą  a g r e g a c j ę  

b i a ł e k  k u r c z l i w y c h  c y t o p l a z m y  i  d a l s z e  w y s u w a n i e  p s e u d o p o d i i .  

P r o c e s  p o w t a r z a  s i ę  w i e l e  r a z y ,  d o p ó k i  b ł o n y  c y t o p l a z m a t y c z -

n e ,  w y s u w a j ą c y c h  s i ę  n i b y  n ó ż e k  s p o t k a j ą  s i ę  i  p o ł ą c z ą  z e  

s o b ą ,  t w o r z ą c  w o d n i c z k ę  f a g o c y t a r n ą .  

D r u g a  f a z a  f a g o c y t o z y  w y m a g a  e n e r g i i  m e t a b o l i c z n e j .  

E n e r g i a  t a  j e s t  k o n i e c z n a  d o  p r z e s u n i ę c i a  b ł o n y  c y t o p l a z m a -

t y c z n e j  m a k r o f a g a  d o o k o ł a  c z ą s t e c z k i  i  p o ł ą c z e n i a  b ł o n ,  t w o 

r z ą c y c h  s i ę  p s e u d o p o d i ó w  / 9 5 / .  ź r ó d ł e m  e n e r g i i  j e s t  u t l e n i a 

n i e  g l u k o z y  d o  p i r o g r o n i a n u  i  m l e c z a n u  / 5 2 / .  

N a s t ę p n y m  e t a p e m  f a g o c y t o z y ,  p o  u t w o r z e n i u  f a g o s o m u  

j e s t  u w o l n i e n i e  e n z y m ó w  l i z o s o m a l n y c h  d o  w o d n i c z k i  f a g o c y -

t a r n e j .  W s p ó ł d z i a ł a n i e  k o m p o n e n t y  C 3 b  d o p e ł n i a c z a  z  r e c e p t o 

r e m  d l a  f r a k c j i  C 3  n a  b ł o n i e  c y t o p l a z m a t y c z n e j  m a k r o f a g a ,  

p r o w a d z i  d o  u w o l n i e n i a  l i z o s o m a l n y c h  h y d r o l a z  / 1 0 0 / ,  k t ó r e  

m o g ą  r o z s z c z e p i a ć  C 3  n a  C 3 a  i  C 3 b ,  i  w  t e n  s p o s ó b  u t w o r z o n a  

k o m p o n e n t a  C 3 b  d o p e ł n i a c z a  i n d u k u j e  d a l s z e  u w o l n i e n i e  e n z y 

m ó w  l i z o s o m a l n y c h .  

R e g u l a c j a  m e t a b o l i c z n a  w  m o m e n c i e  f a g o c y t o z y  c z ą s t e k ,  

u w a r u n k o w a n a  r e c e p t o r a m i  F e  i  C 3  r ó ż n i  s i ę  o d  f a g o c y t o z y  

c z ą s t e k ,  n i e z a l e ż n e j  o d  o p s o n i n  / 6 7 , 6 8 / .  I n t e r i o r y z a c j a  t y c h  

c z ą s t e k  j e s t  u w a r u n k o w a n a  n i e z i d e n t y f i k o w a n y m i  k o m p o n e n t a m i  

b ł o n y  k o m ó r k o w e j ,  k t ó r e  w y d a j ą  s i ę  b y ć  f u n k c j o n a l n i e ,  s t r u k 

t u r a l n i e  i  m e t a b o l i c z n i e  n i e z a l e ż n e  o d  r e c e p t o r ó w  F e  i  C 3  / 2 2 / '  

p o p r z e z  t e  n i e s p e c y f i c z n e  r e c e p t o r y ,  z o s t a j ą  z w i ą z a n e  n i e p a -

t o g e n n e  s z c z e p y  b a k t e r i i ,  c z ą s t e c z k i  w ę g l a ,  l a t e k s u ,  z y m o s a n u ,  

l e k t y n y  r o ś l i n n e ,  c z y n n i k  h a m u j ą c y  m i g r a c j ę  i t p .  
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M e c h a n i z m  u s z k o d z e n i a  i  z a b e z 

p i e c z e n i a  k o m ó r e k  p o d c z a s  p r o 

c e s u  z a m r a ż a n i a .  Z a m r a ż a n i e  j e s t  p r z e m i a n ą  

f a z o w ą ,  k t ó r a  w  c z y s t y m  r o z p u s z c z a l n i k u  p o w o d u j e  z m i a n ę  s t a n u  

s k u p i e n i a .  

O b e c n o ś ć  k o m ó r e k  w  r o z t w o r z e ,  p o d l e g a j ą c y m  z a m r a ż a n i u  

p o w o d u j e  i ż  z a c h o d z ą c e  z j a w i s k a  f i z y c z n e  s ą  b a r d z i e j  z ł o ż o n e .  

Z e  w z g l ę d u  n a  i s t n i e j ą c e  b ł o n y  k o m ó r k o w e ,  s k ł a d  r o z t w o r u  

w e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  r ó ż n i  s i ę  o d  p ł y n u  z e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o .  

P r o c e s  p o w o l n e g o  o c h ł a d z a n i a ,  p r o c e s  z a m r a ż a n i a ,  z a c z y n a  s i ę  

w  ś r o d o w i s k u ,  o t a c z a j ą c y m  k o m ó r k i  z a ś  w n ę t r z e  k o m ó r k i  p o z o s t a 

j e  n i e z a m r o ż o n e  n a w e t  p r z y  z n a c z n i e  o b n i ż o n y c h  t e m p e r a t u r a c h ,  

p o m i m o  o b e c n o ś c i  l o d u  z e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  / 6 3 / .  P r o c e s  k r y s t a 

l i z a c j i  s k ł a d a  s i ę  z  p o w s t a w a n i a  z a r o d k ó w  k r y s t a l i z a c j i ,  k t ó 

r y c h  i l o ś ć  n a  z e w n ą t r z  k o m ó r k i  j e s t  z n a c z n a .  P ł y n  w e w n ą t r z 

k o m ó r k o w y ,  s k ł a d a j ą c y  s i ę  z  s u b s t a n c j i  z a r ó w n o  o  d u ż e j  j a k  i  

m a ł e j  m a s i e  c z ą s t e c z k o w e j  p o w o d u j e  i ż  c z a s y  p o w s t a w a n i a  z a 

r o d k ó w  k r y s t a l i z a c j i  o b n i ż a j ą  s i ę  d o  n i ż s z y c h  t e m p e r a t u r  w  

o b r ę b i e  k o m ó r k i .  W  z w i ą z k u  z  t y m ,  r o z t w ó r  w  o b r ę b i e  k o m ó r k i ,  

o z i ę b i o n e j  d o  t e m p e r a t u r y  j e d n a k o w e j  z e  ś r o d o w i s k i e m  z e w n ę t r z 

n y m  u l e g a  p r z e c h ł o d z e n i u ,  a  c i ś n i e n i e  p a r y  w o d y  w e w n ą t r z k o m ó r 

k o w e j  j e s t  w y ż s z e  o d  c i ś n i e n i a  l o d u  z e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o .  

R ó ż n i c a  t a  p o w o d u j e  d y f u z j ę  w o d y  z  k o m ó r k i ,  k t ó r a  o d k ł a d a  

s i ę  n a  z e w n ą t r z ,  p o w o d u j ą c  w z r o s t  k r y s z t a ł ó w  l o d u  / 5 7 / .  

N a j b a r d z i e j  i s t o t n y m i  p r z y c z y n a m i ,  u s z k a d z a j ą c y m i  k o m ó r k i  

p o d c z a s  z a m r a ż a n i a  s ą :  z m i a n y  s t ę ż e n i a  r o z p u s z c z a l n i k a  z e 

w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  i  f o r m o w a n i e  s i ę  l o d u  w e w n ą t r z  k o m ó r k i  / 1 2 1 /  

P o d c z a s  z a m r a ż a n i a  n a s t ę p u j e  w z r o s t  s t ę ż e n i a  s o l i  w  ś r o d o w i s k u  
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z e w n ą t r z k o m ó r k o w y m ,  c o  p o w o d u j e  p r z e p u s z c z a l n o ś ć  b ł o n y  k o m ó r 

k o w e j  d l a  k a t i o n ó w  s o d u .  C z ą s t e c z k i  s o l i ,  a  w  k o n s e k w e n c j i  i  

w o d y  z a c z y n a j ą  p r z e n i k a ć  d o  k o m ó r k i ,  n a s t ę p u j e  p ę c z n i e n i e  i  

p ę k a n i e  k o m ó r e k .  I n n ą  g ł ó w n ą  p r z y c z y n ą  u s z k o d z e ń ,  p o w s t a j ą 

c y c h  p o d c z a s  z a m r a ż a n i a  j e s t  f o r m o w a n i e  s i ę  l o d u  w e w n ą t r z 

k o m ó r k o w e g o .  J e ż e l i  p r o c e s  c h ł o d z e n i a  p r z e b i e g a  t a k  s z y b k o ,  

i ż  z  p o w o d u  b r a k u  c z a s u ,  k u r c z e n i e  s i ę  k o m ó r k i  n i e  m o ż e  n a s t ą 

p i ć  p r z e d  z a m r o ż e n i e m  w e w n ą t r z k o m ó r k o w y m ,  w ó w c z a s  w  k o m ó r c e  

p o w s t a j ą  k r y s z t a ł y  l o d u .  P r o c e s  k r y s t a l i z a c j i  n i e  z a w s z e  j e s t  

l e t a l n y  d l a  k o m ó r k i  i  z a l e ż y  o d  s p o s o b u  r o z m r a ż a n i a  / 2 6 / #  

P o w o l n e  r o z m r a ż a n i e  k o m ó r e k ,  s z y b k o  c h ł o d z o n y c h ,  p o w o d u j e  i ż  

m a ł e  k r y s z t a ł y  l o d u ,  p o w s t a ł e  w  t r a k c i e  z a m r a ż a n i a ,  r o s n ą  i  

s k u p i a j ą  s i ę ,  p o w o d u j ą c  r o z e r w a n i e  k o m ó r k i .  

S z y b k i e  r o z m r a ż a n i e  z w i ę k s z a  s z a n s e  p r z e ż y c i a  w  p o r ó w n a n i u  
% 

d o  r o z m r a ż a n i a  p o w o l n e g o ,  b r a k  j e s t  c z a s u  d l a  w z r o s t u  k r y s z 

t a ł ó w  w e w n ą t r z k o m ó r k o w y c h  p r z e d  o s i ą g n i ę c i e m  p u n k t u  t o p n i e n i a «  

O g r a n i c z e n i e  u s z k o d z e ń ,  p o w s t a ł y c h  w  w y n i k u  z a m r a ż a n i a  

u z y s k u j e  s i ę  p o p r z e z  s t o s o w a n i e  ś r o d k ó w  o s ł a n i a j ą c y c h .  M o g ą  

t o  b y ć  s u b s t a n c j e ,  k t ó r e  p r z e n i k a j ą  d o  k o m ó r k i  p r z e d  z a m r o ż e 

n i e m  / g l i c e r y n a ,  D M S O ,  a c e t a m i d /  l u b  n i e  p r z e n i k a j ą  d o  k o m ó 

r e k  / s a c h a r o z a / .  P r z y  p o w o l n y m  z a m r a ż a n i u ,  u s z k o d z e n i a  k o m ó r k  

s ą  n a s t ę p s t w e m  p r z e n i k a n i a ,  n o r m a l n i e  n i e p r z e p u s z c z a l n e j  s o l i ,  

J e ś l i  c z ę ś ć  t e j  s o l i ,  z o s t a n i e  z a s t ą p i o n a  p r z e z  i n n ą  s u b s t a n 

cję»  p r z e n i k a j ą c ą  d o  k o m ó r k i ,  a l e  n i e  s z k o d l i w ą  t o  w  c a ł y m  

u k ł a d z i e  z a j d z i e  s z e r e g  i s t o t n y c h  z m i a n .  I l o ś ć  s o l i ,  p r z e s ą -

c z a l n e j  d o  k o m ó r k i  u l e g n i e  z m n i e j s z e n i u ,  p o n i e w a ż  s i ł a  n a p ę 

d o w a ,  w a r u n k u j ą c a  p r z e n i k a n i e  z o s t a n i e  o g r a n i c z o n a .  O b e c n o ś ć  

s u b s t a n c j i  o s ł a n i a j ą c e j  w e w n ą t r z  k o m ó r k i  b ę d z i e  o b n i ż a ć  c i ś 

n i e n i e  p a r y  w o d y  w e w n ą t r z k o m ó r k o w e j  d o  p o z i o m u  c i ś n i e n i a  p a 
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r y  w o d n e j  w  ś r o d o w i s k u  z e w n ę t r z n y m ,  a  w i ę c  p r ę d k o ś ć  i  w i e l 

k o ś ć  k u r c z e n i a  s i ę  k o m ó r k i  w  r e a k c j i  n a  z a m r a ż a n i e  z e w n ą t r z -

k o m ó r k o w e  b ę d z i e  m n i e j s z e .  

P ł y n y  o s ł a n i a j ą c e  n i e  p o w o d u j ą  u s z k o d z e n i a  o s m o t y c z n e g o  p o d  

w p ł y w e m  p ę c z n i e n i a  w  c z a s i e  r o z m r a ż a n i a  g d y ż  ł a t w o  p r z e m i e s z 

c z a j ą  s i ę  d o  k o m ó r k i  i  z  k o m ó r k i .  I s t o t n e  z n a c z e n i e  m a  r ó w 

n i e ż  u s u w a n i e  c z y n n i k a  o s ł a n i a j ą c e  z  k o m ó r e k .  A b y  u n i k n ą ć  

s z o k u  h y p e r t o n i c z n e g o ,  s p o w o d o w a n e g o  n a g ł y m i  z m i a n a m i  o s m o l a r —  

n o ś c i ,  u s u n i ę c i e  D M S O  c z y  g l i c e r o l u  m u s i  b y ć  p o w o l n e ,  p o p r z e z  

r o z c i e ń c z a n i e  z a w i e s i n y  k o m ó r e k  m e d i u m  o  t e m p e r a t u r z e  p o k o j o 

w e j  /  4 9 / •  

* 

* 
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3 .  M A T E R I A L  I  M E T O D Y  

D o ś w i a d c z e n i a  w y k o n a n o  n a  m y s z a c h  S w i s s ,  6 - 8  t y g o d n i o w y c h  

w a ż ą c y c h  o k .  2 0  g .  

A .  S c h e m a t  d o ś w i a d c z e n i a  

M a k r o f a g i  o t r z e w n o w e  z  d o d a t k i e m  ś r o d k a  k r i o o c h r o n n e g o  

/ ' D M S O  -  d w u m e t y l o s u l f o t l e n e k /  u m i e s z c z a n o  w  s i l i k o n o w a n y c h  

a m p u ł k a c h  i  s c h ł a d z a n o  w  u r z ą d z e n i u  d o  p r o g r a m o w a n e g o  z a m r a 

ż a n i a  m a t e r i a ł u  b i o l o g i c z n e g o  w  s p o s ó b  o w i e w o w y ,  d o  t e m p e r a 

t u r y  - 1 9 6 ° C .  N a s t ę p n i e  p r z e n o s z o n o  a m p u ł k i  d o  z b i o r n i k ó w  z  

c i e k ł y m  a z o t e m .  K o m ó r k i  r o z m r a ż a n o  p o  u p ł y w i e  2 4  g o d z . ,  3  d n i ,  

1  t y g o d n i a ,  2  t y g o d n i ,  1  m i e s i ą c a ,  2  m i e s i ę c y  i  3  m i e s i ę c y  

p r z e c h o w y w a n i a .  

P o  r o z m r o ż e n i u  o c e n i a n o  n a s t ę p u j ą c e  p a r a m e t r y :  

1 «  W i e l k o ś ć  o d z y s k u  k o m ó r e k  

2 .  Ż y w o t n o ś ć  

3 .  P o z i o m  f a g o c y t o z y  

4 .  Z d o l n o ś ć  s p o n t a n i c z n e j  m i g r a c j i  

5 .  E f e k t y w n o ś ć  r e c e p t o r ó w  F c  

8 .  E f e k t y w n o ś ć  r e c e p t o r ó w  C 3  

7 ,  C y t o t o k s y c z n o ś ć  n i e s w o i s t ą  

W s z y s t k i e  d o ś w i a d c z e n i a  w y k o n a n o  w  t r z e c h  p o w t ó r z e n i a c h ,  w  

o b e c n o ś c i  k o n t r o l i ,  k t ó r ą  s t a n o w i ł y  m a k r o f a g i  n i e m r o ż o n e ,  p o 

b i e r a n e  o d  z w i e r z ą t  w  d n i u  o c e n y  p o s z c z e g ó l n y c h  p r ó b  m a k r o f a -

g ó w  z a m r o ż o n y c h .  

W y n i k i  p r z e d s t a w i o n o  w  p r o c e n t a c h ,  w  s t o s u n k u  d o  w a r t o ś c i  

k o n t r o l n y c h ,  p r z y j ę t y c h  j a k o  1 0 0 % .  
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B« S tosowane metody 

a .  P r z y g o t o w a n i e  m a k r c f a g ó w  d o  

p rzeć  howywania .  Celem otrzymania  duże j  i lośc i  

komórek,  s tymulowano myszy  o le jem paraf inowym, podawanym do-

otrzewnowo w i lośc i  2  ml .  Po 96  godz.  zwierzęta  skrwawiano,  

przez  podcięcie  naczyń szy jnych.  Wysięk  otrzewnowy zbierano,  

przepłukując  jamę otrzewnową 0,9$  roztworem NaCl  z  dodatkiem 

5  j .  heparyny/ml.  Zawies inę  komórek  odwirowywano,  przepłuki

wano 0,9% roztworem NaCl,  osad  zawieszano w zdekomplementowa-
0  ne j  surowicy  c ie lęce j  doprowadza jąc  koncentrac ję  do  4x10  ko

mórek  /ml .  

b .  M i e s z a n i n a  z a m r a ż a j ą c a .  M i e 

szanina  zamraża jąca  składała  s ię  z :  3  częśc i  płynu Eagle 'a  

MEM, 3  częśc i  20 ° J o  glukozy  i  4  częśc i  dwuaety  losul f  ot  lenku 

/DMSOA Do 3  częśc i  zawies iny  komórkowej  dodawano 1  część  

mieszaniny  zamraża jące j  i  umieszczano w s i l ikonowych ampuł

kach,  w i lośc i  po 1  ml  /33/ .  Ampułki  zamykano,  zatapia jąc  

w płomieniu  pa lnika.  Próbki  schładzano do temp.  4°C /2T7 K/ 

wstawia jąc  je  do  lodówki .  

c .  P r o c e s  z a m r a ż a n i a .  W  p o c z ą t k o w y m  

okres ie  zas tosowano k i lka  metod schładzania .  Celem było  wy

branie  takiego  schematu  zamrażania,  k tóry  pozwol iłby  na  uzys

kanie  maksymalne j  i lośc i  żywych komórek.  

Poszczególne  schematy  zamrażania  makrofagów;  

I .  Chłodzenie  z  prędkością  0 ,5  deg/min do  temp.  -25°C /248K/ 

a  następnie  z  prędkością  70  deg/min do  temp„-173°C /100K/ 

II .  Chłodzenie  z  prędkością  1  deg/min do  temp.  -30°C /243 K, 

a  nas tępnie  z  prędkością  16  deg/min do  temp.-173°C /100K/ 
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III .  Chłodzenie  z  prędkość  ią  1  deg/min do t  e  mp .  -25°C /248K/ 

a  nas tępnie  z  prędkością  30  deg/min do temp. '  -173°C /100K/ 

IV.  Chłodzenie  z  prędkość  ią  2  deg/min do  temp.  —25°C /248K/ 

a  następnie  z  prędkością  70  deg/min do  t  e  mp.*  -173°C /100K/ 

V.  Chłodzenie  z  pręd  kość  ią  3  deg/min do temp.  -15°C /258K/ 

a  nas tępnie  z  prędkością  30  deg/min do  temp.  —173°C /100K/ 

VI.  Chłodzenie  z  prędkość  ią  3  deg/min do temp.  -25  °C /248K/ 

a  następnie  z  prędkością  70  deg/min do temp.  —1T3°C /100K/ 

VII .  Chłodzenie  z  prędkością  4  ,4  deg/min do temp.  -20°C /253K/ 

a  następnie  z  prędkością  70  deg/min do temp.  -173°C /100K/ 

VIII .  Chłodzenie  z  prędkością  5  deg/min do temp* -25°C /248K/ 

a  nas tępnie  z  prędkością  70  deg/min do  temp.  -I73°C /100K/ 

IX.  Chłodzenie  z  prędkość  ią  6  deg/min do  temp.  -25  °C /248K/ 

a  następnie  z  prędkością  70  deg/min do  temp.  -173°C /100K/ 

X.  Chłodzenie  z  prędkością  21  deg/min do  temp.  —42°C /228K/ 

a  następnie  zanurzenie  w c iekłym azocie  

XI.  Bezpośrednie  zanurzenie  w ciekłym azocie  -196°C /74K/ 

Równoleg le  zamrażano ampułki ,  zawiera jące  makrofagi  otrzewnowe 

z  dodatkiem środka  kr ioochronnego i  ampułki ,  w k tórych umiesz

czono makrofagi  w medium,  bez  dodatku DMSO. Efektywność  poszczę  
* 

gólnych metod zamrażania  sprawdzano ocenia jąc  żywotność  komórek  

po  rozmrożeniu.  Opiera jąc  s ię  na  wynikach,  otrzymanych przy  

różnych sposobach schładzania  wybrano jako  sposób optymalny  

zamrażania  z  szybkością  5  deg/min do temp.  -25°C /248K/,  a  po  

10  minutach przetrzymywania,  z  prędkością  70  deg/min do  173°C 

/100K/. 
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Zamrażanie  makrofagów przeprowadzano w sposób kontrolo

wany w komorze,  z  nadmuchem z imnego gazu na  ampułki .  Tempera

turę  s t rumienia  gazu,  napędzanego wenty latorem,  regulowano 

poprzez  wtrysk  c iekłego azotu.  Dopływ c iekłego azotu  s terowano 

przy  użyciu  programera,  rea l izu jącego nastawiony przebieg  

temperatury  w komorze.  

Sterowanie  procesem zamrażania  prowadzono w oparc iu  o  po

miar  temperatury  gazu  w komorze.  Dla  oceny rozbieżności  pomię

dzy  rozkładem temperatury  wewnątrz  ampułki  i  w komorze  do  za

mrażania,  przeprowadzano jednocześnie  pomiary  temperatury  po

wierzchni  ampułki ,  zamrażanej  c ieczy  ranie j  więce j  w ś rodku 

geometrycznym je j  ob ję tośc i  i  temperatury  gazu  w komorze.  Do 

pomiarów zas tosowano termometry  termoelektryczne  że lazo  -  kon-

s tantan ,  w meta lowej  osłonie  o  ś rednicy  0,25  mm. 

Ampułki  zamrażano z  prędkością  4 ,65  deg/min do  terap # -25°C 

/248K/ i  po 10  minutach przetrzymywania  w te j  temperaturze,  

temperaturę  obniżano z  prędkością  70  deg/min do -173°C /100K/ 

ryc .2/  

Po zamrożeniu  ampułki  przenoszono do 'zbiorników z  c iekłym azo

tem i  przechowywano je  w temp.77  K przez  okres  od 24  godz.  do  

3  mies ięcy.  
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Rycina  2 .  Schemat  dwustopniowego zamrażania  makrofagów 
otrzewnowych myszy  

d .  R o z m r a ż a n i e  m a k r o f a g ó w .  R o z m r a 

żanie  komórek  przeprowadzano poprzez  przenies ienie  ampułek  

bezpośrednio  z  c iekłego azotu  do łaźni  wodnej  o  temp» 37°C.  

Zawies inę  komórek  przepłukano inaktywowaną surowicą  c ie lęcą,  

osad  zawieszano w surowicy.  

e .  O d z y s k  k o m ó r e k .  O k r e ś l a n o  g o  p r o c e n t o 

wo,  porównując  l iozbę  makrofagów,  uzyskaną po rozmrożeniu,  w 

s tosunku do ogólne j  l iczby  komórek  zamrożonych.  

f .  Ż y w o t n o ś ć  k o m ó r e k .  O z n a c z a n o  p r z y  

pomocy tes tu  z  0,25% błęki tem t rypanu.  Komórki  l iczono w ko
i ł  

morze  Burkera,  okreś la jąc  procentową zawartość  żywych,  n ie-

wybarwionych komórek.  

g .  Z d o l n o ś ć  f a g o c y t o z y .  D o  o z n a c z a 

n ia  poziomu fagoeytozy  makrofagów używano krwinek  barana,  

opłaszczonych surowicą  hemol i tyczną.  http://rcin.org.pl
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Przygotowanie  komórek  docelowych:  krwinki  barana  prze

płukano czterokrotnie  0,9% roztworem NaCl,  sporządza jąc  za-
51  wies inę  25%,  Do znakowania  komórek  chromianem sodu Cr  uży-

Q 51  
wano 3x10  komórek  i  300  qCi  Na^ CrO^,  Tak przygotowaną 

mieszaninę  inkubowano w łaźni  wodnej  w temp,  37°C,  przez  

60  min s ta le  miesza jąc  /3/ .  

Po wyznakowaniu,  zawies inę  komórek  odwirowywano /2000 obr,  

przez  10  min/,  po  usunięciu  nadsączu,  osad  krwinek  przepłu

kano t rzykrotnie  buforem weronalowym GVB, przygotowując  1% 

zawies inę  krwinek  w GVB.  

51  Do 10  ml  1% krwinek  barana,  wyznakowanych Na^ CrO^ 
51  /SRBC Cr/  dodano 10  ml  0 ,0025% roztworu surowicy  hemol . i tycz-

ne j  w GVB.  Inkubac ję  przeprowadzano w temp.  pokojowej  przez  

15  min,  po  czym zawies inę  komórek  odwirowywano,  osad  zawie-
* 51 szano w płynie  Eagle  a  MEM, doprowadza jąc  l iczbę  SRBC Cr  do  

g  
10  komórek  w 1  ml  medium,  

6  T Do tes tu  fagocytozy  używano 10  makrofagów i  10  erytro

cytów barana,  znakowanych Na 2
5 1 Cr0 4 ,  Medium w i lośc i  1  ml  

s tanowił  płyn Eagle  ' a  MEM z  dodatkiem 20% inaktywowanej  suro

wicy  c ie lęce j .  Probówki  z  zawies iną  makrofagów i  komórek  do

celowych inkubowano w temp,  37°C,  w a tmosferze  5% C0,~ w po

wietrzu,  przez  okres  4  godzin.  Po 4  godzinach do każde j  pro

bówki  dodawano 2  ml  płynu Eagle 'a  w ce lu  zatrzymania  reakc j i  

/120/,  Po odwirowaniu  /1600 obrotów,  10  min/  os t rożnie  zc iąg-

nięto  nadsącz,  przenosząc  go  do inne j  probówki .  Radioaktywność  

tego  nadsączu była  miarą  spontanicznie  uwolnionego chromu ze  

znakowanych krwinek.  Osad komórek,  pozostały  po  usunięciu  
51  supernatantu  zawierał  makrofagi ,  s fagocytowane SRBC Cr  i  wol

ne  erytrocyty  barana,  przyczepione  lub  nie  do  makrofagów.  

http://rcin.org.pl



-  30 

Do osadu tego  dodawano 2  ra i  wody des ty lowanej  d la  wywołania  

szoku osmotycznego krwinek.  Po dokładnym wymieszaniu,  zawie

s inę  komórek  pozostawiono na  5  min,  w temp.  pokojowej ,  po  

czym odwirowano,  zb iera jąc  nadsącz  i  mierząc  jego  aktywność  

w l iczniku  /Gamma -  counter  Tes la/ .  Wartość  uzyskana  jes t  

miarą  chromu,  uwolnionego z  nies fagocytowanych erytrocytów 

barana,  pozosta jących na  zewnątrz .makrofagów.  Osad komórek  

zawieszano w 1  ml  0,9% roztworu so l i  i  oznaczano jego  radio

aktywność,  i lość  impulsów,  pochodziła  z  chromu,  związanego z  

erytrocytami  barana,  k tóre  u legły  inter ioryzac j i  przez  makro-

fag i .  Całkowitą  radioaktywność  w każde j  probówce obl iczano,  

dodając  aktywność  °*Cr  we wszystk ich  t rzech,  uzyskanych 

f rakc jach.  

Procent  s fagocytowanych krwinek  barana  obl iczano,  posługując  

s ię  następującym wzorem:  

51  C  
% s fagocytowanych SRBC Cr  = ^  ^  ** x  100$ 

gdzie :  

A -  radioaktywność  nadsączu,  będąca  miarą  spontanicznie  uwol-
51  nionego Na 9  CrO^ 

B -  radioaktywność,  pochodząca  z  Na ?
o i Cr0 4  uwolnionego po

przez  hemol izę  n ies fagocytowanych erytrocytów 

C -  radioaktywność  osadu,  wskazująca  na  i lość  Na 9
5 *CrO^ zwią-

zanego z  erytrocytami,  k tóre  u legły  inter ioryzac j i  przez  

ma krofag i  
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h .  T e s t  m i g r a c j i  m a k r o f a g ó w .  
C 0 

Zawies inę  25x10 makrofagów odwirowano /1600 obrotów,  10  min/,  

nadsącz  usuwano,  a  do  osadu komórek  dodawano 0 ,1  ml  osocza  

mysiego.  Po dokładnym wymieszaniu  p ipetą  pasteurowską,  do  

każde j  probówki  dodawano 0 ,1  ml  0 ,1% roztworu s iarczanu pro

taminy /Roche/,  a  nas tępnie  0 ,2  ml  t rombiny  /400  j/ml/ .  Po 

k i lkunastu  sekundach tworzyły  s ię  skrzepy,  k tóre  c ię to  na  
3  korku,  na  f ragmenty  wie lkości  ok.  i  mm. Tak przygotowane 

f ragmenty  skrzepu,  umieszczano w centrum baseników p leks i-

g lasowej  płytk i  /Linbro/  i  dodawano 0,2  ml  medium,  s tanowią

cego płyn Eagle 'a  MEM z  dodatkiem 20£ inaktywowanej  surowicy  

c ie lęce j .  Płytkę  pozostawiono w temp.  37°C,  w a tmosferze  

5£> C0 o  w powietrzu,  przez  okres  24  godz.  Po tym czas ie  odczy

tywano,  przy  użyciu  powiększa lnika,  wie lkość  migrac j i ,  obry-

sowując  na  papierze  je j  zas ięg  i  granicę  skrzepu.  

Wartośc i  migrac j i  skrzepowej  przedstawiano w postac i  różnicy  

p ierwias tków R pomiędzy  p ierwias tk iem z  pola  całości :  migra-

c j i  i  skrzepu /S ? /  a  między  p ierwias tk iem pola  skrzepu /S j j/  

i .  Z d o l n o ś ć  t w o r z e n i a  r o z e t e k  

E A  i  E A C  j a k o  w y r a z  e k s p r e s j i  r e c e p 

to  r  ó w Fc i  03.  Przygotowanie  opłaszczonych erytrocytów 

barana  /39/t  Krwinki  barana,  zawieszone w płynie  Alsever 'a ,  

przepłukiwano t rzykrotnie  w 0,9% roztworze  NaCl,  sporządza jąc  

5% zawies inę  erytrocytów w buforze  weronalowym /VBG/.  Jako 

źródło komponent  Cl ,  C4,  C2,  C3 dopełniacza  używano surowicy  
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myszy  AKR z  defektem C5 dopełniacza.  Próbki  surowicy  w ob ję

tośc i  0 ,1  ml  były  zamrażane  i  przechowywane w temp.  -70°C 

/200K/*  Ig  0  król ika  /Cordis ,  Miami/,  sk ierowane przeciw 

erytrocytom barana  /13  mg b iałka/ml/  były  używane w rozcień

czeniu  1  :  1000,  Ig  U król ika  /Cordis ,  Miami/,  sk ierowane 

przeciw erytrocytom barana  /O,04  mg/ml/  były  s tosowane,  roz

cieńczone 1  :  100.  

1  ml  5% zawies iny  erytrocytów barana  w płynie  Eagle 'a  

MEM inkubowano z  1  ml  Ig  G król ika  przeciw krwinkom barana,  

rozcieńczonej  1  :  1000 w 0 ,9£ roztworze  Naćl  i  analogicznie  

1  ml  5% SRBC zmieszano z  1  ml  Ig  M król ika,  rozcieńczonej  

1  :  100.  Mieszaniny  pozostawiano w temp.  37°C przez  15  mi

nut .  Do opłaszczonych,  przeciwciałami  Ig  M, e ryt rocytów ba

rana  dodawano równą i lość  surowicy  myszy  AKR, rozcieńczonej  

w buforze  weronalowym -GVB w s tosunku 1  :  10  i  inkubowano w 

temp.  37°c  /307K/ przez  10  min.  

Zawies iny  erytrocytów opłaszczonych Ig  G /EA/ i  IgM oraz  C* 

/EAC/ odwirowywano przez  5  min w temp.  pokojowej  /2000 obro

tów/.  Sporządzano 0,5% zawies iny  opłaszczonych erytrocytów 

barana  w płynie  Eagle^a  MEM i  pozostawiano przez  30  min w 

temp.  4°C* 

Makrofagi  po  rozmrożeniu,  umieszczano w basenikach płyt  

k i  p leks ig lasowej  /Linbro/,  zawiera jących na  dnie  lamelki  

wie lkości  11  x  11  mm. Koncentrac ja  komórek  w jednym baseniku 

płytk i  wynosiła  5  x  10 5  makrofagów.  Medium w i lośc i  2  ml  

składało  s ię  z  płynu Eagle^a  z  15  mM Hepes  /Sigma/  + 20#> 

zdekomplementowanej  surowicy  c ie lęce j .  Po 4  godz.  inkubac j i  

w temp.  37°C,  usuwano medium znad lamelek,  lamelki  przepłuki  

wano płynem Eagle^a  MEM t  15  mM Hepes  i  pozostawiano w tym 
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płynie  przez  30  min.  inkubac j i  płytk i  w temp.  4 °C.  Po tym 

czas ie  do każdego z  baseników płytk i  dodawano 0 ,2  ml  0 ,5% EA 

lub  EAC i  inkubowano przez  60  min.  w temp.  4°C.  Po 1  godz.  

lamelki  przepłukiwano zimnym płynem Eagle^a  MEM, suszono,  
tt  

u t rwalano metanolem i  barwiono metodą  Giemsy -  May Grunwalda.  

Oglądano w mikroskopie  świet lnym,  pod imers ją ,  w powiększeniu  

2000 razy,  l icząc  i lość  komórek,  z  przyczepionymi  do  ich  

powierzchni  erytrocytami  /conajmnie j  3  krwinki/ .  Procentowa 

zawartość  komórek,  tworzących rozetk i  EA i  EAC okreś lano w 

s tosunku do ogólne j  i lośc i  komórek  równej  300.  

j «  C y t o t o k s y c z n o ś ć  n i e s w o i s t a . "  

Przygotowanie  komórek  docelowych:  Komórki  raka  Ehr l icha,  ros

nące  w postac i  zawies iny  w płynie  puchl inowym jamy otrzewno

wej  myszy  pasażowano na  myszach Swiss ,  podając  0 ,2  ml  zawie-

s iny  komórek  w i lośc i  10  .  Po 10  dniach pobierano komórki  ra

ka Ehr l icha,  t rzykrotnie  przepłukując  0 , 9 %  roztworem NaCl  i  

odwirowując  /2000 obr . ,  10  min/.  Zawies inę  komórek  raka  w 
7  •% 51  i lośc i  3  x  10  /ml  płynu Eagle  a  inkubowano z  300  qCi  Na/  ^rO^ 

w łaźni  wodnej ,  w temp» 37°C /307 K/ przez  60  min,  s ta le  mie-
51  sza jąc .  Niezwiązany z  komórkami  raka  Ehr l icha  Cr  odpłukiwa

no przez  czterokrotne  przepłukiwanie  komórek  płynem Eagle^a  

MEM. Po czym l iczono komórki  raka,  doprowadza jąc  i lość  do 
f i  

2  x l0  /ml  medium.  

Makrofagi  otrzewnowe myszy  po  rozmrożeniu,  umieszczano 
g  

w probówkach w i lośc i  10  komórek/ml  medium składa jącego s ię  

z  płynu Eagle*a  MEM + 20% zdekomplementowanej  surowicy  c ie lę

ce j .  Do tak  przygotowanej  zawies iny  komórek  dodawano 0 ,01  ml  

komórek  raka  Ehr l icha  /RE/,  znakowanych Na 0 ° A CrO^.  
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Stosunek komórek  e fektorowych do docelowych wynosił  50 :1 .  

W analogiczny  sposób przygotowano tes t ,  używając  makrofagów 

niezamrożonych,  kontrolnych.  

Miarą  spontanicznego uwolnienia  chromu były  próby,  zawiera

jące  medium i  komórki  docelowe bez  obecności  makrofagów,  ja

ko komórek  e fektorowych.  

Probówki  umieszczano w temp.  37°C /307  K/,  w a tmosferze  5% 

C O 0  w powietrzu,  na  okres  4  godzin.  Po upływie  tego  czasu,  

próby  odwirowano /2000 obr . ,  10  min/  i  zc iągano połowę ob ję

tośc i  nadsączu,  przenosząc  go  do  odpowiednich probówek.  

Radioaktywność  prób  mierzono w l iczniku  /Gamma counter  

Tes la/ .  Miarą  cytotoksyczności  była  procentowa i lość  uwolnio-
51  51  nego Cr  w s tosunku do całe j  i lośc i  Cr,  wprowadzonego z  

komórkami  raka  Ehr l icha  do zawies iny  makrofagów.  Wartośc i  
51  oceniano po odjęc iu  i lośc i ,  spontanicznie  uwolnionego Na^ C r 0

4  

Miarą  zdolności  cytotoksycznej  makrofagów była  i lość  impulsów,  

pochodząca  z  uwolnionego Na 2
5 1 Cr0 4  z  komórek  raka  Ehr l icha  

obl iczona w oparc iu  o  wzór :  

51  2  x  A 
% uwolnionego 3  Cr = < x  100% 

A + B 

gdzie :  

A -  połowa nadsączu,  zebranego po odwirowaniu  próby  zawiera-
51  jącego uwolniony Cr  z  komórek  docelowych.  

B -  nadsącz  i  osad,  czy l i  i lość  5 1 Cr,  wprowadzona do  zawies iny  

makrofagów na  początku tes tu .  

Analogicznie  obl iczano wartośc i  w kontrol i ,  gdzie  procent  

uwolnionego chromu był  miarą  spontanicznej  l izy  komórek  doce-

1  owych.  
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Cytotoksyczność  makrofagów = D -  K 

gdzie :  

51  D -  procent  uwolnionego Cr  w zawies inie  makrofagów 

K -  procent  spontanicznie  uwolnionego chromu 

C f  Metody s ta tys tyczne  

Uzyskane  wyniki  interpretowano w postac i  wartośc i  bez

względnych /X/.  Z wyników kole jnych pomiarów w grupach,  wy

l iczano średnie  /x/,  odchylenia  s tandardowe /SD/ i  s tandardowe 

błędy  ś rednich /SE/.  

Ocenia jąc  żywotność  komórek  po  rozmrożeniu  porównywano 

ś rednie  wartośc i  żywych komórek  po  zamrożeniu  i  przed  zamro

żeniem,  tes tem t  Studenta .  Z uwagi  na  to,  iż  wartośc i  leżały  

poza  granicami  20-80% s tosowano t ransformację  y  = arc  s in  p  

gdzie  p  j es t  f rakc ją»  Dla  porównania  wartośc i  t  s tosowano 

anal izę  war ianc j i  jednoczynnikowej .  /Transformacja  arcus  

s in  p  jes t  konieczna  d la  wystabi l izowania  war ianc j i  i  znor

mal izowania  rozkładu f rakc j i  j e ś l i  rozkład nie  jes t  rozkładem 

normalnym/« 
+ 

Ocenia jąc  s topień  odzysku komórek  s tosowano tes t  t  -  Stu

denta,  po  uprzednie j  t ransformacj i  y  = a rc  s in  \ p  ,  ze  wzglę

du na  to  iż  procenty  >  80.  Porównując  odzysk  komórek  w po

szczególnych 7  grupach s tosowano anal izę  war ianc j i .  

Przy  ocenie  i s totności  różnic  między  zdolnością  fagocyto-

zy  makrofagów zamrożonych i  niezamrożonych,  obl iczano wspólny  

błąd  losowy d la  każde j  pary,  porównywanych grup /makrofagi  
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zamrożone i  kontrolne/,  brednie,  będące  ś rednimi  z  t rzech 

eksperymentów,  porównywano zmodyf ikowanym tes tera  t  Studenta  
ł 

t  =  21 Z g d z i e  

^różnicy  

D różnicy  ~  0 0 0 1 1 3  różnicy  wspólnych war ianc j i .  

Wszystk ich  obl iczeń dokonano na  zmiennych t ransformowanych 

y  = arc  s in  p  gdzie  p  oznacza  f rakc ję«  

Ocenia jąc  zdolność  spontanicznej  migrac j i  makrofagów 

zamrożonych i  kontrolnych,  porównywano ś rednie  między  sobą,  

posługując  s ię  tes tem t  -  Studenta .  

Przy  ocenie  zdolności  cytotoksycznej ,  porównywano ś red

nie  makrofagów zamrożonych i  kontrolnych tes tem t  -  Studenta  

po uprzednim t ransformowaniu  y  = arc  s in  p  ,  gdzie  p  jes t  

f rakc ją .  

Ocenia jąc  zdolność  ekspres j i  receptorów,  poprzez  i lość  

wytworzonych rozetek,  porównywano ś rednie  makrofagów zamro

żonych i  niezamrożonych tes tem t  -  Studenta,  a  nas tępnie  

obl iczono wspólny  błąd  losowy,  metodą  anal izy  war ianc j i  jedno-

czynnikowej .  
# 

Ocenę i s totności  różnic  między  makrofagami  zamrożonymi  

a  kontrolnymi,  przeprowadzano na  poziomie  i s totności  p  = 0 ,01.  

Uzyskane  ś rednie  wyniki  przedstawiono w postac i  tabel ,  

zawiera jących SD,  SE,  arc  s in  p  i  i s totność  różnic  mię

dzy  ś rednimi  na  poziomie  i s totności  p  = 0 ,01.  

http://rcin.org.pl



-  37 -

4 .  W Y N I K I  

S c h e m a t  z a m r a ż a n i a  k o m ó r e k  

Spośród jedenastu  różnych metod schładzania  /Ryc.3,/  

wybrano VIII ,  k tóra  pozwol iła  na  uzyskanie  83% żywych ko

mórek.  

Ż y w o t n o ś ć  k o m ó r e k  

I lość  żywych makrofagów,  otrzewnowych po zamrożeniu  

i  różnym czas ie  przechowywania,  wahała  s ię  w granicach 

58  -  75,  7  #>,  podczas  gdy  żywotność  makrofagów przed  proce

sem zamrażania  wynosiła  96,4  -  97,9  /Rye.4/ .  ^  każde j  gru

pie  były  różnice  i s totne  s ta tys tycznie  pomiędzy  i lośc ią  ży

wych makrofagów przed  zamrożeniem i  po zamrożeniu  /Tabela  1/ .  

S t o p i e ń  o d z y s k u  m a k r o f a g ó w  

I lość  makrofagów,  pozostała  po rozmrożeniu  komórek  w 

s tosunku do i lośc i  komórek  przed  zamrożeniem,  przy ję te j  jako  

100fo,  wahała  s ię  w granicach 76  -  100fc  /Ryc.5/ .  

Nie  s twierdzono znamiennych s ta tys tycznie  różnic,  porów

nując  i lość  komórek  przed  i  po zamrożeniu,  ty lko  w dwóch gru

pach;  po  przechowywaniu,  t rwającym 3  i  90  dni .  W pozostałych 

grupach czasowych i lość  komórek,  odzyskanych po zamrożeniu,  

znamiennie  różniła  s ię  od i lośc i  makrofagów przed  zamroże

niem /Tabela  2/ .  Nie  s twierdzono natomiast  zróżnicowania  od

zysku w porównywanych między  sobą,  s iedmiu grupach czaso

wych.  
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Z d o l n o ś ć  f a g o c y t o z y  

I lość  Krwinek barana,  ©płaszczonych surowicą  hemoi i tycz-

ną,znakowanych Na 9
5 i Cr0 4 ,  s fagocytowanych przez  makrofagi ,  

przechowywane w ciekłym azocie wahała s ię  od 8,6% do 20,6%, 

podczas  gdy  zdolność  fagocytozy  SRBC 1  Cr przez  makrofagi  

n i e z a m r o ż o n e  w y n o s i ł a  o d p o w i e d n i o  1 0 , 6  -  2 7 f *  / R y c # 6  i  7 / 0  

Dla grup,  dotyczących przechowywania  makrofagów przez  

1  dz ień,  3  dni ,  7 ,  60  i  90  dni  s twierdzono różnice  między  

makrofagami  rozmrożonymi,  a  kontrolnymi  /niezamrażanymi/  na  

wysokim poziomie  i s totności  0 ,01  /Tabela  3/ #  Nie wykryto  róż

nic  znamiennych s ta tys tycznie  w grupach przechowywania  ma

krofagów przez  14  dni  i  30  dni .  

Z d o l n o ś ć  s p o n t a n i c z n e j  m i g r a c j i  

Wartośc i ,  okreś la jące  zas ięg  migrac j i  makrofagów,  prze

chowywanych w c iekłym azocie  wahały  s ię  w granicach od 
2 2 0,30  cm do 0,50  cm r  W przypadku makrofagów kontrolnych /nie-,  

zamrożonych/  wartośc i  kształtowały  s ię  następująco:  od 

0 ,3  7  cm" do  0,51  cm" /Ryc.8/ .  

Różnice  ś rednich pomiędzy  makrofagami  rozmrożonymi,  a  

makrofagami  kontrolnymi  były  znamienne s ta tys tycznie  ty lko  w 

jednym doświadczeniu,  dotyczącym makrofagów przechowywanych 

przez  okres  14  dni  i  30  dni .  Dwa nas tępne  doświadczenia  z  

makrofagami,  przechowywanymi  14  dni  i  30  dni  w c iekłym azo

c ie  nie  wykazywały  różnic,  znamiennie  s ta tys tycznych w porów

naniu  z  makrofagami  niezamrożnnymi.  

Zdolność  migrac j i  makrofagów w pozostałych grupach czasowych 

nie  różniła  s ię  znamiennie  s ta tys tycznie  od zdolności  migra

c j i  makrofagów kontrolnych /Tabela  4/ #  

http://rcin.org.pl



-  39 -

C y t o t o k s y c z n o ś ć  n i e s w o i s t a  

Wartośc i  e fektu  cytotoksycznego makrofagów zamrożonych 
ł  

wahały  s ię  w granicach 5,9  -  14,6$.  brednie  zdolności  n i sz

czenia  komórek  nowotworowych przez  raakrofagi  n iezamrożone 

wynosiły  odpowiednio  od 5 ,8  -  16,3$  /Ryc.9/ .  

Porównując  wartośc i  uwolnienia  5 1 chromu ze  zniszczonych 

komórek  raka  Er l icha,  w przypadku makrofagów zamrożonych i  

przechowywanych w c iekłym azocie  oraz  makrofagów kontrolnych,  

n ie  s twierdza  s ię  różnic  znamiennych s ta tys tycznie  /Tabela  5/ .  

Z d o l n o ś ć  e k s p r e s j i  r e c e p t o r ó w  F c  

I lość  makrofagów,  k tóre  po rozmrożeniu  tworzyły  EA ro

zetk i ,  wahała  s ię  w poszczególnych grupach czasowych w gra

nicach 71,3  -  75$.  Wśród makrofagów kontrolnych i lość  komórek,  

tworzących rozetk i  wynosiła  71,1  -  76,5$  /Ryc.10  i  11/ .  

W żadnej  grupie  n ie  s twierdza  s ię  znamiennych s ta tys tycz

nie  różnic  między  makrofagami  zamrożonymi  i  przechowywanymi  

w c iekłym azocie,  a  makrofagami  niezamrożonymi  /Tabela  6/ .  

Z d o l n o ś ć  e k s p r e s j i  r e c e p t o r ó w  C 3 b  

Wartośc i ,  okreś la jące  i lość  makrofagów zamrożonych,  zdol

nych tworzyć  rozetk i  SAC,  wahały  s ię  w granicach 77  -  80$,  od

powiednie  i lośc i  makrofagów kontrolnych zawarte  były  w prze

dzia le  78  -  81,7$  /Tabela  7/ .  

Porównując  i lość  makrofagów zamrożonych,  tworzących ro

zetk i  EAC i  makrofagi  kontrolne,  brak  było  s ta tys tycznie  zna

miennych różnic  między  wartośc iami  w grupie  doświadczalne j  

i  kontrolne j  /Ryc.12,  13/ .  

http://rcin.org.pl



-  40 -

5 .  0 M b  W I E N I E  W  Y  N  I  K  b  W  

W przeprowadzonych badaniach s twierdzono,  że  proces  

chłodzenia,  zamrażania  i  przechowywania  makrofagów otrzewno

wych myszy  pozwala  odzyskać  komórki ,  o  zachowanych funkcjach 

b io logicznych.  

Doświadczenia,  wykonane na  początku pracy  wykazały  iż  

sposób zamrażania  makrofagów ma i s totny  wpływ na  wie lkość  

odzysku komórek  i  ich  żywotności .  

W przy ję tym ostatecznie  modelu  doświadczalnym,  zas toso

wano opracowaną przez  Farranta  i  wsp.  /27/  metodę  dwustop

niowego zamrażania  komórek.  Polega  ona  na  schładzaniu  komórek  

do  temperatury  -25°C i  pozostawieniu  ich  w te j  temperaturze  

przez  10  min. ,  przed  następnym obniżeniem temperatury  do  

-196°C.  

W dostępnym piśmiennictwie  n ie  znalez iono danych,  doty

czących zamrażania  makrofagów metodą  dwustopniowego schładza

nia .  

Pozostawienie  komórek,  będących w s tanie  zamarzania,  w 

s tałe j  temperaturze  zabezpiecza  makrofagi  przed  uszkodzeniem 

w t rakcie  schładzania  do  bardzo nisk ich  temperatur  przechowy

wania .  Pozwala  to  na  obkurczanie  s ię  komórek  i  jednoczesną  

redukcję  i lośc i  kryształów lodu wewnątrzkomórkowego,  tworzą

cych s ię  w drugie j  faz ie  zamrażania  /26/ .  

% 

Zabezpieczenie  komórek  przed  uszkodzeniem w n i sk ich  tem

peraturach,  zb l iżonych do temperatury  przechowywania,  poprzez  

pozostawienie  makrofagów w temp.  -25°c  musi  kore lować z  szyb-

kością  chłodzenia  w I  faz ie .  Szybkie  schładzanie  powoduje  wy
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twarzanie  s ię  kryształów lodu wewnątrz  komórki  już  we wstęp

nym okres ie  i  niezdolność  do  obkurczania .  

Obserwacje  te  mają  wie lk ie  znaczenie  przy  wyborze  tech

nik i  zamrażania  i  mogą także  wpływać na  s tan  rozmrażania  ko

mórek«  

Odzysk  komórek  po  rozmrożeniu  wynosił  ś rednio  90,4% 

i  nie  zmieniał  s ię  w za leżności  od czasu  przechowywania  ma

krofagów.  Wyniki  te  były  wyższe  od cytowanych przez  innych 

autorów /37,43/.  

Hem i  wsp.  /43/  podal i  s topień  odzysku makrofagów 

otrzewnowych szczura  równy 51,6%.  Stosowano tara  jednak inną  

technikę  schładzania .  Makrofagi  zamrażano,  obniża jąc  tempera

turę  z  prędkością  6  deg/min do  -60°C /2i3  K/,  a  nas tępnie  

przenoszono do zbiornika  z  c iekłym azotem.  

Żywotność  makrofagów po rozmrożeniu  wynosiła  ś rednio  

67,9% i  była  zb l iżona  we wszystk ich  grupach,  różniących s ię  

okresem przechowywania,  z  wyjątk iem jednej .  Po 60  dniach 

przechowywania  makrofagów w c iekłym azocie  wyraźnie  u jawniły  

s ię  zmiany żywotności  komórek,  k tóre  przy jmowały  na jniższą  

wartość  58%.  

Ganguly  i  wsp.  /33/  zamraża jąc  makrofagi  otrzewnowe 

świnki  morskie j ,  uzyskal i  podobne rezul ta ty .  Przeciętna  war

tość  żywych komórek  po  przechowywaniu  w temp.  -80°C /193 K/ 

wynosiła  77,8% z  wyraźnym obniżeniem i lośc i  żywych komórek  

po  dwumies ięcznej  prezerwacj i .  

Pomimo iż  wartośc i  te  odbiegały  od i lośc i  żywych makrofagów 

w pozostałych grupach czasowych,  fakt  ten  nie  miał  większego 

znaczenia,  tym bardzie j ,  że  żywotność  komórek  po  90  i  120  
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dniach przechowywania  wracała  do  normy i  utrzymywała  s ię  na  

poziomie  ś rednie j .  

I lość  s fagocytowanych SRBC *Cr,  opłaszczonych surowicą  

hemol i tyczną,  przez  makrofagi ,  poddane zamrożeniu  wynosiła  

14,9$.  Makrofagi  kontrolne,  niezamrożone fagocytowały  20,95® 

ogólne j  l iczby  krwinek.  

Czas  przechowywania  makrofagów w c iekłym azocie  n ie  miał  wpły

wu na  poziom fagocytozy.  

W badaniach Hem*a i  wsp.  /43/  75% makrofagów wykazywało zdol

ność  przy legania  do szkła  po rozmrożeniu  i  wszystk ie  te  ko

mórki  fagocytowały  la teks ,  

W związku z  wyborem metody oznaczania  zdolności  fagocytarne j  

makrofagów poprzez  okreś lenie  maksymalne j  i lośc i  krwinek,  

k tóre  u legły  inter ioryzac j i ,  n ie  można podać  konkretne j  l icz

by makrofagów,  k tóre  zdolne  były  do  fagocytozy,  a  tym bardzie j  

porównać j e j  z  wynikami  innych autorów ze  względu na  różnice  

w metodyce.  

Poziom fagocytozy  w naszych badaniach okreś lano na  podstawie  

i lośc i  erytrocytów zawartych wewnątrz  makrofagów w s tosunku 

do całe j  i lośc i  krwinek,  mogących u lec  fagocytozie .  

Spontaniczna  migrac ja  makrofagów po rozmrożeniu  n ie  róż

niła  s ię  od aktywności  migracy jne j  komórek  niezamrożonych,  

brednia  wartość  migrac j i  makrofagów,  przechowywanych w c iek-

łym azocie  wynosiła  0 ,35  cm" podczas  gdy  ś rednia  wartość  
i  O 

kontrolna  była  równa 0 ,41  cm .  

Dean i  wsp.  /20/  obserwowal i  znaczny spadek zdolności  migra

c j i  wśród zamrożonych monocytów ludzkich  w porównaniu  z  kon

t ro lą .  

Zmnie j szenie  aktywności  migracy jne j ,  zamrożonych makrofagów 
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świnki  morskie j  obserwowal i  również  Ganguly  i  wsp.  /33/ .  

Fakt  ten  mógł  mieć  związek  z  obecnością  l imfokin,^a  wśród 

nich  czynnika,  hamującego migrac ję  /MIF/,  produkowanych 

przez  l imfocyty,  k tóre  s tanowiły  ok.  4% populac j i  zamraża

nych komórek  wys ięku otrzewnowego.  W naszych badaniach za

s ięg  migrac j i  makrofagów zamrożonych był  bardzo zbl iżony 

do wartośc i  kontrolne j .  

Zdolność  cytotoksyczna  makrofagów zamrożonych w s tosunku 

do komórek  raka  Ehr l icha  wynosiła  10,3% i  pozostawała  na  po

ziomie  cytotoksyczności  n ieswois te j  makrofagów,  n ie  poddanych 

mrożeniu,  k tóre j  wartość  była  równa 9,9%.  

W n iektórych przypadkach,  po  przechowywaniu  komórek  przez  

14,  30  i  60  dni ,  poziom cytotoksyczności  makrofagów był  wyż

szy  n iż  w kontrol i .  Zjawisko to,  mogło być  wynikiem niespe

cyf iczne j ,  dodatkowej  aktywacj i  komórek  w czas ie  procesu  

schładzania .  

Zwiększona cytotoksyczność  makrofagów zamrożonych mogła  po

chodzić  również  z  cytol izy  komórek  docelowych przez  martwe 

makrofagi ,  z  odsłoniętym aparatem enzymatycznym,  k tóre j  war

tość  nakładała  s ię  na  poziom cytotoksyczności  żywych makro

fagów.  

Cytol iza,  wywołana przez  martwe makrofagi ,  k tórych i lość  po 

rozmrożeniu  wynosiła  ok.  30^  mogła  mieć  i s totne  znaczenie  

i lośc iowe,  natomiast  w kontrol i ,  gdzie  udział  makrofagów 

martwych w zawies inie  komórek,  był  n iewie lk i  /ok.  5f?/  mogła  

być  n iezauważona.  

Podobne rezul ta ty,  zwiększonej  odpowiedzi  na  PHA l imfocytów 

zamrożonych w s tosunku do kontrol i  obserwował  Hem i  wsp.  

W dostępnym piśmiennictwie  n ie  znalez iono prac,  dotyczących 
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poziomu cyt  otoksyczności  makrofagów,  przechowywanych w c iek

łym azocie .  I s tn ie ją  natomiast  donies ienia,  dotyczące  cyto-

toksyczności  przechowywanych l imfocytów.  

Orta ldo  i  wsp,  /79/  ocenia l i  aktywność  cytotoksyczną  swois tą  

l imfocytów szczurzych w s tosunku do różnych komórek  nowotwo

rowych» Limfocyty  po  rozmrożeniu  w y k a z y w a ł y  55 -  75 Ł /<> swe j  

zdolności  cytotoksvcznej  przed  zamrożeniem.  

Wg Holden^a  i  wsp,  /49/  uczulone  l imfocyty  mysie  zachowują  

swois tą  aktywność  cytotoksyczną  po rozmrożeniu  na  poziomie  

85  fc .  

Badając  zdolność  cytotoksyczną  uczulonych l imfocytów owcy 

po  zamrożeniu,  Grant  /3  7/  opisywał,  że  jedynie  komórki ,  po

bierane  w momencie  szczytu  odpowiedzi  immunologiczne j  i  w 

końcowym je j  e tapie  prze jawiały  aktywność  cytotoksyczną.  

Ekspres ja  receptorów Fe na  powierzchni  zamrożonych ma

krofagów wynosiła  ś rednio  ok.  73% i  pozostawała  na  poziomie  

ekspres j i  receptorów Fc makrofagów kontrolnych /74fś/-

Wg HenTa i  wsp.  /43/  raakrofagi  rozmrożone wykorzystywały  ty l

ko 5(?> erytrocytów opłaszczonych immunoglobu 1  iną  G,  tworząc  

rozetk i  w s tosunku do makrofagów nie  poddanych mrożeniu.  

I lość  aktywnych receptorów C3b na  błonie  komórkowej  

makrofagów,  poddanych uprzednio  zamrożeniu  wynosiła  ok.78$,  

podobnie  jak  w przypadku komórek  kontrolnych.  

Hem i  wsp.  /43/  podal i  i ż  i lość  krwinek  barana  przyczepionych 

do powierzchni  makrofagów rozmrożonych wynosiła  50fc  w porów

naniu  z  kontrolą .  

Birke land /6/  w swoje j  pracy,  dotyczące j  tworzenia  rozetek  

przez  l imfocyty  T i  B po  rozmrożeniu  -  s twierdził ,  że  n ie  ma 
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różnic  i lośc iowych pomiędzy  l imfocytami  poddanymi  mrożeniu,  

a  kontrolnymi  j eś l i  chodzi  o  zdolność  przyczepiania  do  po

wierzchni  makrofagów,  bez  względu na  metodę  oceny receptorów 

powierzchniowych na  l imfocytach T i  B .  
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6 .  W N I O S K I  

1 .  Opracowano metodę  przechowywania  makrofagów otrzewnowych 

myszy  w temp.  -  196°C,  pozwala jącą  na  odzysk  76  -  100^ 

komórek,  z  zachowanymi  funkcjami  b io logicznymi,  polega jącą  

na  s topniowym schładzaniu  komórek  z  prędkością  5°c/min. '  do  

temperatury  -25°C i  pozostawieniu  ich  w te j  temperaturze  

przez  10  min. ,  a  nas tępnie  obniżeniu  temperatury  z  prędkoś

c ią  70°C/min do  temperatury  c iekłego azotu.  

2 .  Przechowywane tą  metodą  makrofagi  zachowywały  przez  okres  

3  mies ięcy  żywotność  w granicach 58  -  76 r ' c .  

3 .  Stwierdzono iż  po rozmrożeniu  zdolność  fagocytarna  tych 

komórek  utrzymywała  s ię  w granicach 8,6  -  20,6#,  sponta-
2 niczna  migrac ja  w granicach 0,3  -  0,5  cm ,  cytotoksyczność  

w s tosunku do komórek  raka  Ehr l icha  w granicach 5,9  -  14,6fr« 

4 .  Rozmrożone makrofagi  zachowywały  zdolność  ekspres j i  recep

torów powierzchniowych Fc w granicach 71,3  -  75^ i  C3b w 

granicach 77  -  80fr .  

5 .  Możl iwość  skutecznego przechowywania  makrofagów pozwala  na  

uzyskanie  s tałe j  pul i  komórek  do  badań immunologicznych,  

zapewnia jąc  powtarza lność  wyników,  a  także  s twarza  możl i

wości  doświadczalnego przeszczepiania  tych komórek.  
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OBJAŚNIENIA SKR?)T?)W,  UŻYWANYCH W PRACY 

BCG -  Baci l le ,  Cal raet te ,  Guer in  -  atenuowane  prą tk i  g ruź l ic :  

IÄfSO -  dwumety losu l  fo t  l enek  

EA -  ery t rocy ty  opłaszczone  przec iwciałami  IgG 

EAC -  eryt rocyty  opłaszczone  przec iwciałami  igM i  dopeł

niaczem 

GVB -  ge la t in  veronal  bufor  -  bufor  weronalowy 

MIF -  migra f ion  inhib i t ion  fac tor  -  czynnik  hamujący  

migrac ję  makrofagów 

PEC -  per i tonea l  exudate  ce l l s  -  komórki  wys ięku  ot rzew

nowego 

PFC -  plaque  forming  ce l l s  

PHA -  phvtohemaglutynin  -  f i tohemaglutynina  

RE -  komórki  raka  Ehr l icha  

SMAF -  spec i f ic  macrophage  arming  fac tor  -  czynnik  "uzbra

ja jący"  makrofag i  

SRBC -  sheep  red  b lood  ce l l s  -  eryt rocyty  barana  
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Ryc ina  3 ,  Żywotność  makrofagów ot rzewnowych myszy  zamrażanych  różnymi  
metodami  / I  -  XI  -  kole jność  schematów zamrażania/  

i ]  ma k rofag  i  z  dodatk iem DMSO 

makrofag i  bez  ś rodka  kr iooc l i ronnego  
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Rycina  4 .  Żywotność  makrofagów ot rzewnowych myszy  

•  makrofag i  po  przechowywaniu  

j makrofag i  przed  zamrożeniem 
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Rycina  5 .  Odzysk  makrofagów ot rzewnowych myszy  

[  I  makrofag i  po  przechowywania  
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5  1  Rycina  6 .  Zdolność  fagocytozy  SRBC Cr  przez  
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Rycina  8 .  Zdolność  spontaniczne j  migrac j i  makro-
fagów otrzewnowych m y s z y .  Symbole  -
patrz  ryc .6  
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Rycina  9 .  Cytotoksyczność  n ieswois ta  makrofagów 
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Rycina  10  I lość  wytworzonych EA rozetek  przez  makro-
fag i  ot rzewnowe myszy .  Symbole  -  pat rz  
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Rycina  11 #  Rozetk i  EA u tworzone  z  e ry t rocytów opłasz-
czonych IgG,  ułożonych wokół  raakrofagów 
przechowywanych w temp.  -196°C 
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Rycina  12 .  I lość  wytworzonych EAC rozetek  przez  
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Rycina  13 .  Rozetk i  EAC utworzone  z  e ry t rocytów 
barana  ©płaszczonych IgM i  dopełnia
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Tabela  1 #  Żywotność  makrofagów ot rzewnowych myszy  

Czas  /dni/  1  3  7  14  30  60  90  

Makrofag  i  po  
przechowywaniu  
/D/ i 70,5  67,3  69,3  73,5  61,5  58,0  75,7  

arc  s in  Vp 57,0  55,09  56,34  58,99  51,64  49,57  60,48  
SD 5 ,56  8 ,66  11,08  6 ,50  5 ,35  5 ,51  2 ,34  

SE 2 ,27  5 ,00  4 ,52  2 ,45  2 ,18  2 ,25  1 ,35  

Makrofag i  przed  
zamrożeniem -

/ K /  X 97,2  97,0  97,9  97,5  97,7  96,9  96,4  
arc  s in  \ f p 80,31  80,12  81,  73  80,85  81,24  79,92  79,04  

SD 5 ,24  1 ,70  4 ,  19  4 ,31  4 ,58  4 ,98  1 ,  70  
SE 2 ,  14  0 ,98  1 ,71  1 ,63  1 ,87  2 ,03  0 ,98  

I s totność  s ta
tys tyczna  + + + + + + + + + + + + 

http://rcin.org.pl



Tabela  2 #  Stopień  odzysku  makrofagów otrzewnowych myszy  

Czas  /dni/  1  3  7  14  3 0  60  90  

Makrofag i  po  prze
chowywaniu  ^  91,6  95,9  94,7  87,1  87,7  76,0  100,0  

arc  s in  > p  73,18  78,31  76,67  68,86  69,50  60,65  

SD 
SE 

14,23  
5 ,81  

20,24  
11,68  

11,96  
4 ,88  

14,57  
5 ,50  

16,40  
6 ,69  

16,31  
6 ,66  

Makrofag i  przed  
zamrożeniem ^  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  100,0  

I s totność  s ta ty
s tyczna  + 

l  
- + + + + -

http://rcin.org.pl
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Tabl ica  4 .  Zdolność  spontaniczne j  migrac j i  makrofagów ot rzewnowych myszy  

Czas  /dni/  1  i 3  7  14  30  60  90  

Makrofag i  po  prze
chowywaniu  -

I  eksp .  sn  
SE 

0 ,43  
0 ,11  
0 ,03  

0 ,34  
0 ,06  
0 ,02  

0 ,44  
0 ,04  
0 ,01  

0 ,37  
0 ,06  
0 ,02  

0 ,29  
0 ,08  
0 ,03  

0 ,29  
0 ,05  
0 ,02  

0 ,32  
0 ,08  
0 ,03  

Makrofag i  n ie-
zamrożone  v  

SD 
SE 

0 ,46  
0 ,  14  
0 ,04  

0 ,33  
0 ,09  
0 ,03  

0 ,43  
0 ,  06  
0 ,01  

0 ,33  
0 ,06  
0 ,02  

0 ,37  
0 ,06  
0 ,  02  

0 ,37  
0 ,08  
0 ,03  

0 ,40  
0 ,09  
0 ,04  

Makrofag i  po  prze
chowywaniu  Y 

I I  eksp .  sn !  

0 ,60  
0 ,28  
0 ,08  

0 ,34  
0 ,00  
0 ,00  

0 ,34  
0 ,08  
0 ,04  

0 ,372  
0 ,02  
0 ,00  

0 ,32  
0 ,05  
0 ,  02  

0 ,31  
0 ,06  
0 ,02  

0 ,54  
0 ,  17  
0 ,07  

Makrofag i  n ie-  -
zamrożone  

SE 

0 ,55  
0 ,08  
0 ,02  

0 ,49  
0 ,04  
0 ,02  

0 ,38  
0 ,06  
0 ,02  

0 ,46  
0 ,06  
0 ,02x  

0 ,47  
0 ,08  
0 ,02x  

0 ,37  
0 ,06  
0 ,  02  

0 ,40  
0 ,09  
0 ,04  

Makrogag i  po  prze
chowywaniu  ^  
III  eksp .  

S  E 

0 ,35  
0 ,08  
0 ,02  

0 ,36  
0 ,07  
0 ,02  

0 ,34  
0 ,00  
0 ,00  

0 ,30  
0,04  
0 ,01  

Makrofag i  n ieza-  -n 
mrożone  

SE 

0 ,43  
0 ,06  
0 ,01  

0 ,53  
0 ,23  
0 ,08  

0 ,46  
0 ,14  
0 ,04  

0 ,33  
0 ,09  
0 ,03  

I s totność  s ta tys tyczna  — — — — — — — 
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Tabl ica  5 .  Cytotoksyczność  n ieswois ta  raakrofagów ot rzewnowych myszy  

Czas  /dni/  1  7  14  30  60  

Makrofag l  po  przecho • 

wywaniu  ^  14,39  14,66  9 ,55  6 ,80  5 ,92  
arc  s in  p  22,29  22,50  18,00  15,11  14,08  

SD 5 ,01  0 ,85  4 ,05  3 ,92  1 ,53  
SE 2 ,89  0 ,49  2 ,86  2 ,77  1 ,08  

Makrofag  i  n iezamro
żone  X 13,48  16,34  7 ,43  6 ,76  '  5 ,88  

aro  s in^p  21,53  23,84  15,82  15,07  14,03  
SD 6 ,00  1 ,76  5 ,18  2 ,06  i 2 ,66  
SE 3 ,46  1 ,02  3 ,67  1 ,46  1 ,88  

I s totność  s ta tys tyczna  

" 

- - mm 

http://rcin.org.pl



Tabela  6 .  I lość  wytworzonych rozetek  EA przez  makrofag i  o t rzewnowe myszy  

Czas  /dni/  1  7  14  30  60  

Makrofag i  po  
przechowywaniu  X 

1  e k s P* SE 

77,3  
2 ,30  
l j33  

70,0  
0 ,00  
0 ,00  

70,0  
0 ,00  
0 ,00  

75,0  
1 ,41  
1 ,00  

77,0  
1 ,41  
1 ,00  

Makrofag i  _  
n iezamrożone  X 

SD 
SE 

79,0  
1 ,41  
1 ,00  

73,00  
1 ,41  
1 ,00  1  

70,0  
2 ,82  
2 ,00  

77,0  
1 ,41  
1 ,00  

73,3  
3 ,05  
1 ,76  

Makrofag i  po  
przechowywania  7  

1 1  e k s P- SE 

75,0  
1 ,41  
1 ,00  

70,0  
2 ,82  
2 ,00  

73,0  
1 ,41  
1 ,00  

74,0  
5 ,65  
4 ,00  

75,3  
1 ,15  
0 ,66  

Makrofag i  
n iezamrożone  ^  

SD 
SE 

76,0  
5 ,65  
4 ,00  

71,3  
4 ,  16  
2 ,40  

72,0  
0 ,00  
0 ,00  

77,0  
1 ,41  
1 ,00  

73,0  
1 ,41  
1 ,00  

Makrofag i  po  
przechowywaniu  X 
I I I  eksp .  

72,7  
3 ,05  
1 ,76  

72,  7  
2 ,30  
1 ,33  

71,0  
1 ,41  
1 ,00  

72,0  
2 ,82  
2 ,00  

71,0  
1 ,41  
l s 00  

Makrofag i  
n iezamrożone  5T 

SD 
SE 

74,6  
3 ,05  
1 ,  76  

73,0  
1 ,41  
1 ,00  

71,3  
2 ,30  
1 ,33  

72,0  
2 ,83  
2 ,00  

72,0  
5 ,65  
4 ,00  

I s totność  s ta tys tyczna  - - - -http://rcin.org.pl



Tabela  7 .  I lość  wytworzonych rozetek  EAC przez  makrofag i  o t rzewnowe myszy  

Czas  /dni/  1  7  14  30  60  

Makrofag i  po  przecho
wywaniu  ~  78  f  6  77,3  77,0  80,0  78,0  

SD 2 ,56  5 ,60  1 ,67  2 ,82  2 ,30  
SE 0 ,90  2 ,29  0 ,68  1 ,15  0 ,87  

Makrofag i  n iezamrożone  

X 79,3  78,0  78,6  
* 

81,7  79,0  
SD 4 ,84  3 ,09  4 ,85  1 ,96  2 ,44  
SE 1 ,97  1 ,26  1 ,84  0 ,80  1 ,00  

I s totność  s ta tys tyczna  -

_ 

- « -
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