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ABSTRACT

We evaluate effect of isolation techniques on survival of blood neutrophils from clinically
healthy Holstein x Bohemian Red Pied crossbred heifers. In this study we used two methods of
blood neutrophil isolation: hypotonic lysis of erythrocytes method and adherence of neutrophils
method. Survival of isolated neutrophils was evaluated by detection of apoptosis and necrosis of
this cells. The higher proportion of apoptotic neutrophils was obtained using adherence of
neutrophil method where results was recorded by light microscopy.
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ABSTRAKT

U krve klinicky zdravych jalovic, kiizenek holstynského a Ceského strakatého plemene, byl
zjistovan vliv izola¢nich technik na zivotnost krevnich neutrofilti. Pro tuto studii byly pouzity
dvé metody izolace krevnich neutrofilli: izolace neutrofilii s hypotonickou lyzou erytrocytii a
izolace neutrofili s vyuzitim adherence bunék. Zivotnost izolovanych neutrofilii byla zjistovana
detekci apoptdzy a nekrdzy téchto bunék. Podle vysledkt ziskanych svételnym mikroskopem
byla Zivotnost neutrofili nejvice sniZzena pii metod€ vyuzivajici schopnosti adherence, nebot’ u
této metody izolace bylo zjisténo nejvyssi zastoupeni apoptotickych bungk.
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UVOoD

Vyznam studia krevnich bunék je v soucasné dobé mimotadny nejen v humanni medicing,
ale rovnéz v mediciné veterindrni [1]. V drtivé vétSin€ piipadi se ke studiu krevnich elementt
pouzivaji metody in vitro. K tomuto ucelu je nezbytné disponovat kvalitnimi technikami
izolace, které co nejméné ovliviuji biologické funkce izolovanych bunék. Je zcela pochopitelné,
ze nejvyznamgéjsi a pro studium in vitro nejvice negativni je ovlivnéni samotné Zivotnosti

bunék, tj. vliv izola¢nich technik na oba mozné typy smrti bunék: apoptozu (fyziologickou smrt)



a nekrozu (patologickou smrt). Vzhledem k tomu, Ze vySe uvedené problematice bylo doposud
v oblasti veterinarni hematologie vénovano velmi malo pozornosti, stala se tato problematika

pfedmétem mé disertacni prace.

CiL A METODIKA

Cilem prace je zjistit, do jaké miry izolacni techniky ovliviiuji Zivotnost neutrofilti krve
skotu, tzn. jak vysoce indukuji apoptéozu a nekrézu. Dil¢im cilem je stanovit vliv izola¢nich
technik na procentudlni zastoupeni leukocytl pii riiznych technikach izolace neutrofild — tedy
stanovit puritu — vytéznost metod.

Krev byla ziskdna odbérem zvena jugularis od klinicky zdravych jalovic, kiizenek
hol§tynského a ¢eského strakatého plemene. V experimentech byl sledovan vliv dvou izola¢nich
technik, a to izolace neutrofilii hypotonickou lyzou erytrocytl a izolace s vyuzitim adherence
leukocytt. Heparinizovana krev byla pfi izolaci metodou hypotonické lyzy erytrocytd
podrobena hypotonickému prostiedi na dobu 40 sekund. Po tuto dobu bylo 50 ml
heparinizované krve michano se 100 ml redestilované vody. Pro vyrovnani isotonického tlaku
bylo po uplynuti dané doby piidano 50 ml 2,7 % roztoku NaCl. Po této proceduie nasledovalo
desetiminutové odstfedéni v chlazené odstedivce pii vyuziti rozdilnych gravitacnich sil (g):
metoda Setrna (200 g), metoda hruba (600 g). Po odstfedéni nasledovalo sliti supernatantu a
pridani 50 ml PBS (pufrovany fyziologicky roztok). Procedura se poté opakovala od lyzy
erytrocytll az po odstfedéni. Nasledn€ se u obou metod provedla resuspendace v PBS, rozplnéni
do zkumavek a opakované odstfedéni pti 200 g [2]. Po adjustaci v hemocytometru (10°/ml
bunék pro svételnou mikroskopii a 10%/ml bun&k pro pritokovou cytometrii) se pro svételnou
mikroskopii naneslo 0,5 ml suspenze na dvé podlozni skla pro kazdou z metod. Nasledovalo
ulozeni téchto skel v termostatu (ve vlhké komtlrce na 45 minut pfi teplote 37 °C a 5 %
atmosféry CO,) a néasledné¢ panoptické barveni. Pro pritokovou cytometrii se ve dvou
ependorfkach obarvila suspenze (0,5 ml do kazdé) Annexinem V a propidium jodidem (100 pl
na jednu ependorfku) [3].

Pfi metod¢ vyuzivajici adherenci leukocyt byla heparinizovand krev navrstvena na dveé
skla (1 ml na jedno sklo) a po 45 minutach v termostatu (za podminek shodnych s prvni
metodou) bylo provedeno panoptické barveni. V pocatecnich experimentech byla pfi této
metod¢ vyuzivana corning plotna pro adherenci bunék, tato metoda se vSak neosvédcila (slaba
vytéznost neutrofill), takze bylo pokra¢ovano jen s adherenci na podlozni skla.

Prutokova cytometrie (FACS, Becton Dickinson, CA, USA) byla pouzita jen ve tfech
experimentech, ve kterych byla touto metodou také analyzovana plna krev. Tato krev prosla
procedurou trojiho odstfedéni pfi 500 g a naslednym obarvenim annexinem V a propidium

jodidem (viz vyse).



VYSLEDKY

Zivotnost izolovanych neutrofili byla posuzovana podle miry vyskytu apoptozy a nekrozy.
Zivotnost neutrofilti byla podle vysledkii dosazenych pii hodnoceni svételnym mikroskopem
nejvice snizena pii metod¢ vyuzivajici schopnosti adherence téchto krevnich bunék (Tab. 1).
Mezi obéma metodami nebyl statisticky vyznamny rozdil v pfitomnosti nekrotickych neutrofilt,
vyskyt apoptotickych neutrofilti byl vSak vyrazné vyssi pii metode z plné krve vyuzivajici jiz
vySe zminénou adherenci neutrofild (Tab. 2). Metoda hypotonické lyzy erytrocytii byla
provadéna ve dvou variantach s riznou velikosti gravitacni sily pii odstfedéni nasledujicim po
Iyze erytrocyti. Metoda vyuzivajici veét§i gravitacni sily pii odstfedéni nevykazovala vyssi
poskozeni bun€k (Tab. 1), vytéZnost neutrofili vSak byla pfi této metodé vyssi. Nejvetsi
zastoupeni neutrofild vykazovala metoda vyuzivajici adherence. Vys$si podil lymfocyti byl
zaznamenan u metody hypotonické lyzy (Tab. 1). Pritokova cytometrie prokazala, Ze metody
zalozené na lyze erytrocytli a nasledném odstfedéni (jemna a hruba metoda) rezultuji ve
zvySeném zastoupeni propidium jodid pozitivnich bun¢k (nekrotickych), zatimco u metody

s plnou krvi byla zaznamenana nekréza ojedinéle.

Tab. 1: Souhrnné vysledky pokust ziskané svételnym mikroskopem:

Pokus | Pokus | Pokus | Pokus | Pokus | Pokus | Pokus | Pokus | Prumér

¢ 1 ¢.2 ¢.3 ¢. 4 ¢.5 ¢. 6 ¢ 7 ¢. 8 pokust

Neutrofily | A | 89,00 | 89,50 | 85,50 | 82,25 | 77,75 | 89,50 | 90,75 | 86,75 86,38
Zivé J | 92,25 | 89,50 | 92,25 | 82,75 | 75,75 | 82,25 - 79,00 84,82
H| 91,50 | 91,50 | 92,00 | 83,25 | 77,25 | 84,50 - 75,00 85,00

Neutrofily | A | 9,00 3,25 2,00 10,25 10,00 1,50 6,25 2,50 5,59
apoptotické | J 1,50 2,25 2,00 2,75 6,00 6,50 - 2,00 3,29
H| 1,00 1,25 1,00 4,50 7,25 2,25 - 1,50 2,68

Neutrofily | A | 0,25 1,75 5,00 1,00 3,50 2,75 1,75 1,50 2,19
nekrotické | J | 2,50 1,50 2,00 1,75 2,75 2,50 - 5,00 2,57
H| 225 1,00 1,75 1,25 2,00 5,00 - 6,25 2,79

Neutrofily | A | 98,25 | 94,50 | 92,50 | 93,50 | 91,25 | 93,75 | 98,75 | 90,75 94,16
celkem J | 96,25 | 93,25 | 96,25 | 87,25 | 84,50 | 91,25 - 86,00 90,68
H| 94,75 | 93,75 | 94,75 | 89,00 | 86,50 | 91,75 - 82,75 90,46

A | 0,50 0,75 0,00 1,50 0,00 0,50 0,50 0,00 0,48

Monocyty | J | 0,00 1,00 0,25 0,50 0,00 0,25 - 1,00 0,43
H| 025 0,75 0,25 1,00 1,00 1,25 - 0,25 0,68

A | 0,00 0,00 0,75 2,50 3,25 0,00 0,75 0,00 0,91
Lymfocyty | J | 0,50 1,25 0,50 5,75 6,75 5,00 - 2,75 3,21
H| 0,75 3,75 2,00 3,50 5,25 1,50 - 5,25 3,14

Al 1,25 4,75 6,75 2,50 5,50 5,75 0,00 9,25 4,47

Eosinofily | J | 3,25 4,50 3,00 6,50 8,75 3,50 - 10,25 5,68
H| 425 1,75 3,00 6,50 7,25 5,50 - 11,75 5,71

A — izolace s vyuzitim adherence; J — jemna metoda (hypotonickd lyza erytrocytil); H — hruba metoda
(hypotonicka lyza erytrocytl)




Tab. 2: Statistické udaje vysledki pokust ziskanych svételnym mikroskopem:

Pramér Rozptyl Smérodatna Varia¢ni

odchylka koeficient
Neutrofily A 86,38 16,37 4,05 4,68
Zivé J 84,82 37,29 6,11 7,20
H 85,00 42,41 6,51 7,66
Neutrofily A 5,59 12,28 3,50 62,68
apoptotické J 3,29 3,62 1,90 57,85
H 2,68 4,77 2,18 81,52
Neutrofily A 2,19 1,99 1,41 64,34
nekrotické J 2,57 1,16 1,08 41,96
H 2,79 3,47 1,86 66,73
Neutrofily A 94,16 6,96 2,64 2,80
celkem J 90,68 19,86 4,46 491
H 90,46 18,85 4,34 4,80

DISKUSE

Na prvni pohled se zda, Zze dochazi k rozporu mezi vysledky ziskanymi pii hodnoceni
populace bun¢k pritokovou cytometrii a vysledky ziskanymi svételnou mikroskopii. Konkrétné
se jedna o podil nekrotickych neutrofild. Vysledky z pritokové cytometrie vykazuji podstatné
vys$$i zastoupeni nekrotickych neutrofild, nez je tomu u vysledkll ziskanych svételnou
mikroskopii. Tento zdanlivy rozpor ma vSak své opodstatnéni. Hodnoceni bun¢k prutokovou
cytometrii je zalozené na detekci jejich povrchovych receptorti umisténych na povrchu bunék,
tedy na cytoplazmatické membrané¢. Konkrétn¢ se jednd o prukaz translokovaného
fosfatidylserinu na povrchu analyzovanych bunék pomoci zna¢eného annexinu V a propidium
jodidu. Bunky predisponované pro nekrézu nebo apoptéozu meéni design svého povrchu, tj. méni
se jejich povrchové receptory. Tyto buiiky mohou byt detekovany pratokovou cytometrii, ale
svételnym mikroskopem nikoliv. Svételnou mikroskopii jsou naopak zaznamenany
morfologické zmény, ke kterym dochéazi nésledné po uvedenych biochemickych zménach
receptort bun€k. Uvedenou hypotézu by mély potvrdit dalsi experimenty disertacni prace, které
budou hodnotit proces starnuti bunék (aging). V téchto experimentech bude kladen dtiraz na
hodnoceni zivotnosti bun¢k béhem dlouhodobé kultivace in vitro a rovnéz vliv fyzikalnich
faktort.

Dosavadni vysledky naznacuji, Ze pratokova cytometrie je vhodnou metodou pro
hodnoceni bunécnych populaci kultivovanych krevnich neutrofill. Z tohoto divodu je

planovano o jeji plné vyuziti v budoucich experimentech.



ZAVER
Zivotnost neutrofil byla podle dosaZenych vysledkii nejvice snizena pii metodé
vyuzivajici schopnosti adherence téchto krevnich bunék. Tato metoda izolace rezultovala

v indukci apoptdzy mechanismem senescence — starnuti — tj. spontanni apoptozou.
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