
401Suplement do Kliniki Ocznej 3 / 2004 (106)ISSN 0023-2157 Index 362646 401Suplement do Kliniki Ocznej 3 / 2004 (106)ISSN 0023-2157 Index 362646

Poprawa ostrości widzenia po krwotoku do ciała szklistego 
(csz.) w znacznym stopniu zależy od resorpcji erytrocytów. Ważną 
rolę w tym procesie odgrywa fagocytoza dokonywana między inny
mi przez monocyty, makrofagi i  limfocyty napływające do ciała 
szklistego z zewnątrz (1). 

Interesujący sposób nasilenia fagocytozy przedstawił Mora
wiecki (2,3), proponując opsonizację Rh-dodatnich erytrocytów 
przez przeciwciała IgG anty-RhD. 

Praca niniejsza prezentuje wyniki badań  doświadczalnych in 
vitro, w których oceniono interakcje pomiędzy erytrocytami zwią
zanymi z przeciwciałami IgG anty-RhD a komórkami efektorowymi 
o właściwościach fagocytarnych: monocytami/ makrofagami. 

Ma­te­riał i me­to­dy­ka
Ciało szkliste pobierano ze zwłok ludzi młodych, u których w wywia

dzie nie było chorób oczu. Czas, jaki upłynął od zgonu, wynosił od 4 do 
16 godz. Pobierając csz. z gałki ocznej, przestrzegano wszystkich zasad 
jałowości, csz. uzyskane od kilku osób gromadzono w jednym naczyniu, 
a do doświadczeń używano go w czasie kolejnych 2-4 godz. 

Przeciwciała anty-RhD pochodziły z  gotowego preparatu 
o nazwie „Gamma anty-D 150”, erytrocyty – od dawców Rh-doda

tnich. Przygotowywano 1% zawiesinę erytrocytów o  fenotypie 
ccDee. 

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

Krew żylną zdrowych osób pobierano do 1 ml 5% EDTA, wiro
wano 8 min przy 400 g w celu pozbycia się osocza z płytkami krwi. 
Zawiesinę rozcieńczano w stężeniu 1: 2 w PBS i wirowano w gra
dience Ficoll – Hypague (gęstość 1,077 g/l) przez 40 min. Po odwi
rowaniu komórki jednojądrzaste płukano w PBS, wirowano i zawie
szano w płynie Hanksa z dodatkiem 20% płodowej surowicy cielę
cej (FCS). Na szkiełka nakrywkowe nanoszono 200 ml zawiesiny 
komórek jednojądrzastych, umieszczano w plastikowych komorach 
i  inkubowano przez 45 min w  temperaturze 37 C, aby umożliwić 
monocytom/ makrofagom przyczepienie się do szkiełka. Po inkuba
cji szkiełka spłukiwano płynem Hanksa, usuwając luźne komórki. 
Następnie nanoszono na szkiełka 0,5 ml 1% zawiesiny erytrocytów. 
W  grupie porównawczej zamiast ciała szklistego dodano 0,5 ml 
płynu Hanksa z 20% FCS. Po 2 godzinach inkubacji w 37°C szkiełka 
płukano, suszono, przytwierdzano parafiną i barwiono metodą May
-Grunwalda-Giemsy. Kontrolę stanowiły testy z  erytrocytami nie
uczulonymi. 
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Wszystkie próby wykonywano podwójnie. Preparaty oglądano 
w mikroskopie świetlnym w powiększeniu około 400 razy. 

Wy­ni­ki
Testy adherencji i  fagocytozy przeprowadzone w  środowisku 

ciała szklistego oraz w płynie Hanksa z 20% FCS nie wykazały sta
tystycznie znamiennych różnic (tab. I). 

Interakcje pomiędzy uczulonymi erytrocytami a  monocytami 
przedstawiają fotografie (ryc. 1, ryc. 2). 

W badaniach kontrolnych, w których w obu środowiskach (csz., 
płyn Hanksa) znajdowały się erytrocyty nieuczulone przeciwciałami, 
nie stwierdzono fagocytozy i/ lub adherencji. 

Wy­ni­ki
Testy adherencji i  fagocytozy przeprowadzone po raz pierwszy 

w  środowisku ciała szklistego wskazują, że struktura tej tkanki, jej 
włókna kolagenowe, kwas hialuronowy itd. nie utrudniają procesów 
immunologicznych. Zarówno w środowisku płynu Hanksa z 20% FCS, 
jak i w ciele szklistym przeciwciała IgG anty-RhD łączyły się z antyge
nami Rh-dodatnich erytrocytów. Powstałe w  ten sposób kompleksy 
immunologiczne wchodziły następnie w reakcje z komórkami efekto
rowymi – monocytami/ makrofagami. Pozwala to przypuszczać, że 
w oku ludzkim połączenia takie również się dokonują. 

Obecnie wiadomo, że samo opłaszczenie erytrocytów prze
ciwciałami anty-RhD nie zaburza jeszcze ich funkcji (5). Badania 

wykazały, że dokonuje się to po interakcji opłaszczonych eryrocy
tów z komórkami efektorowymi (monocyty, makrofagi, limfocyty) 
poprzez fragment Fc immunoglobuliny. Efekty interakcji są nastę
pujące: adherencja, zewnątrzkomórkowa liza czy też fagocytoza 
immunologiczna kilkakrotnie silniejsza od fagocytozy naturalnej. 
Erytocyty mogą być niszczone w  wyniku pozakomórkowej lizy 
przez uwalniane enzymy lizosomalne (6). Efekty pracy doświad
czalnej pozwalają przypuszczać, że zastosowanie przeciwciał IgG 
anty-RhD może dać dobre efekty w  leczeniu wylewów do ciała 
szklistego. 
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Ryc. 1.	 Erytrofagocytoza w  8  monocytach, 2  erytrocyty niecałkowicie 
pochłonięte, resztkowy pęcherzyk na zewnątrz (A). Erytrocyt 
wewnątrz fagocyta (B). 

Fig. 1.	 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. 

Ryc. 2.	 W centrum pola monocyt adherujący i fagocytujący uczulone ery
trocyty. 

Fig. 2.	 In the field centre visible is the monocyte adhering and phagocyti
zing sensitized erythrocytes. Bar is 20 um. 

	 Ery­tro­cy­ty opso­ni­zo­we z IgG an­ty-		
	RhD in­ku­bo­wa­ne z mo­no­cy­ta­mi/ ma­kro­fa­ga­mi	 % mo­no­cy­tów fa­go­cy­tu­ją­cych ery­tro­cy­ty	 Licz­ba wy­ko­na­nych ba­dań
	 Ery­th­ro­cy­tes opso­ni­zed by IgG an­ti-RhD 	 % of mo­no­cy­tes pha­go­cy­ti­zing ery­tro­cy­tes	 Numb. of per­for­med in­ve­sti­ga­tions
	 In­cu­ba­ted with mo­no­cy­tes/ ma­croph.	

	 w ciele szklistym / in vitreous	 40 ± 2	 18

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

43 ± 3	 20

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