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Summary:

Purpose: We performed experimental investigations in vitro into the opsonization of Rh-positive erythrocytes by IgG

anti-RhD antibodies and phagocytosis of erythrocytes in the vitreous body.

Material and methods: The vitreous has been taken from the corpses of young people. Anti-RhD antibodies came
from preparations 'Gamma anti-D 150'. 1% Erytrocyte suspension of ccDee phenotype has been applied.
Phagocytosis assay was performed in the medium of the vitreous and in Hank's solution.

Results: Phagocytosis assay performed in the vitreous and in Hank's solution did not display statistically significant

differences.

Conclusions: The investigations in vitro presented here, proved that immunological reactions are really occurring in
the vitreous body. They provide a base for the explanation of activity mechanism of anti-RhD antibodies injected
intraoculary in cases of hemorrhages into vitreous body.

Sfowa kluczowe: IgG anty — RhD, adherendja, fagocytoza, ciafo szkliste — krwotoki.
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Poprawa ostrosci widzenia po krwotoku do ciafa szklistego
(csz.) w znacznym stopniu zalezy od resorpgji erytrocytow. Wazng
role w tym procesie odgrywa fagocytoza dokonywana miedzy inny-
mi przez monocyty, makrofagi i limfocyty naptywajace do ciata
szklistego z zewnatrz (1).

Interesujgcy sposob nasilenia fagocytozy przedstawit Mora-
wiecki (2,3), proponujac opsonizacje Rh-dodatnich erytrocytéw
przez przeciwciafa IgG anty-RhD.

Praca niniejsza prezentuje wyniki badan doswiadczalnych in
vitro, w ktérych oceniono interakcje pomiedzy erytrocytami zwig-
zanymi z przeciwciatami IgG anty-RhD a komérkami efektorowymi
o wlasciwosciach fagocytarnych: monocytami/ makrofagami.

Materiat i metodyka

Ciato szkliste pobierano ze zwtok ludzi mtodych, u ktérych w wywia-
dzie nie byto choréb oczu. Czas, jaki uptynat od zgonu, wynosit od 4 do
16 godz. Pobierajac csz. z gatki ocznej, przestrzegano wszystkich zasad
jatowosdi, csz. uzyskane od kilku 0séb gromadzono w jednym naczyniu,
a do doswiadczen uzywano go w czasie kolejnych 2-4 godz.

Przeciwciata anty-RhD pochodzity z gotowego preparatu
o0 nazwie ,Gamma anty-D 150", erytrocyty — od dawcéw Rh-doda-

lgG anti — RhD, adherence, phagocytosis, vitreous hemorrhage.

tnich. Przygotowywano 1% zawiesine erytrocytow o fenotypie
ccDee.

Przygotowanie i wykonanie testow adherencji i fagocytozy:
przeprowadzono je zgodnie z modyfikacjg Gallaghera i wsp. (4).

Krew zylng zdrowych oséb pobierano do 1 ml 5% EDTA, wiro-
wano 8 min przy 400 g w celu pozbycia sie osocza z ptytkami krwi.
Zawiesine rozcienczano w stezeniu 1: 2 w PBS i wirowano w gra-
dience Ficoll — Hypague (gestos¢ 1,077 g/l) przez 40 min. Po odwi-
rowaniu komérki jednojgdrzaste ptukano w PBS, wirowano i zawie-
szano w ptynie Hanksa z dodatkiem 20% ptodowej surowicy ciele-
cej (FCS). Na szkietka nakrywkowe nanoszono 200 ml zawiesiny
komorek jednojadrzastych, umieszczano w plastikowych komorach
i inkubowano przez 45 min w temperaturze 37 C, aby umozliwi¢
monocytom/ makrofagom przyczepienie sie do szkietka. Po inkuba-
qji szkietka sptukiwano ptynem Hanksa, usuwajgc luzne komérki.
Nastepnie nanoszono na szkietka 0,5 ml 1% zawiesiny erytrocytow.
W grupie poréwnawczej zamiast ciata szklistego dodano 0,5 ml
ptynu Hanksa z 20% FCS. Po 2 godzinach inkubacji w 37°C szkietka
ptukano, suszono, przytwierdzano parafing i barwiono metodg May
-Grunwalda-Giemsy. Kontrole stanowity testy z erytrocytami nie-
uczulonymi.
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Ryc. 1. Erytrofagocytoza w 8 monocytach, 2 erytrocyty niecatkowicie
pochtoniete, resztkowy pecherzyk na zewnatrz (A). Erytrocyt
wewnatrz fagocyta (B).

Erythrophagocytosis observed in 8 monocytes. Two erythrocytes
not completely absorbed (A) part of erythrocyte stays on the outsi-
de in the shape of a vesicle. Erythrocytes present inside the mono-
cyte (B) are rustly in colour, just unlike its own protoplasm visible
next to the nucleus of kidney shape. Bar is 20 um.

Fig. 1.

Wszystkie proby wykonywano podwojnie. Preparaty ogladano
w mikroskopie $wietinym w powiekszeniu okoto 400 razy.

Wyniki

Testy adherencji i fagocytozy przeprowadzone w $rodowisku
ciafa szklistego oraz w ptynie Hanksa z 20% FCS nie wykazaty sta-
tystycznie znamiennych réznic (tab. 1).

Interakcje pomiedzy uczulonymi erytrocytami a monocytami
przedstawiajg fotografie (ryc. 1, ryc. 2).

W badaniach kontrolnych, w ktérych w obu $rodowiskach (csz.,
ptyn Hanksa) znajdowaly sie erytrocyty nieuczulone przeciwciatami,
nie stwierdzono fagocytozy i/ lub adherengji.

Wyniki

Testy adherendji i fagocytozy przeprowadzone po raz pierwszy
w $Srodowisku ciata szklistego wskazuja, ze struktura tej tkanki, jej
wtoékna kolagenowe, kwas hialuronowy itd. nie utrudniajg proceséw
immunologicznych. Zaréwno w $rodowisku ptynu Hanksa z 20% FCS,
jak i w ciele szklistym przeciwciata IgG anty-RhD taczyly sie z antyge-
nami Rh-dodatnich erytrocytéw. Powstate w ten sposéb kompleksy
immunologiczne wchodzity nastepnie w reakcje z komérkami efekto-
rowymi — monocytami/ makrofagami. Pozwala to przypuszczac, ze
w oku ludzkim pofaczenia takie réwniez sie dokonuja.

Obecnie wiadomo, ze samo opfaszczenie erytrocytéw prze-
ciwciatami anty-RhD nie zaburza jeszcze ich funkdji (5). Badania
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Ryc. 2. W centrum pola monocyt adherujacy i fagocytujgcy uczulone ery-
trocyty.

In the field centre visible is the monocyte adhering and phagocyti-
zing sensitized erythrocytes. Bar is 20 um.

Fig. 2.

wykazaty, ze dokonuje sie to po interakcji opfaszczonych eryrocy-
tow z komorkami efektorowymi (monocyty, makrofagi, limfocyty)
poprzez fragment Fc immunoglobuliny. Efekty interakgji sq naste-
pujace: adherencja, zewnatrzkomorkowa liza czy tez fagocytoza
immunologiczna kilkakrotnie silniejsza od fagocytozy naturalne;j.
Erytocyty mogg by¢ niszczone w wyniku pozakomérkowej lizy
przez uwalniane enzymy lizosomalne (6). Efekty pracy doswiad-
czalnej pozwalajg przypuszczac, ze zastosowanie przeciwciat IgG
anty-RhD moze dac¢ dobre efekty w leczeniu wylewdw do ciata
szklistego.
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Erytrocyty opsonizowe z IgG anty-
RhD inkubowane z monocytami/ makrofagami
Erythrocytes opsonized by IgG anti-RhD
Incubated with monocytes/ macroph.

% monocytéw fagocytujacych erytrocyty
% of monocytes phagocytizing erytrocytes

Liczba wykonanych badan
Numb. of performed investigations

w ciele szklistym / in vitreous

40 =2 18

w plynie Hanksa z 20% FCS
in Hank's solution with 20% FCS

43 +3 20

Tab. I.
Tab. I

Wyniki testu erytrofagocytozy z monocytami/ makrofagami.
Results of phagocytosis assay.
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